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ГЛУТАТІОНОВА СИСТЕМА В СИРОВАТЦІ КРОВІ ЩУРІВ У ДИНАМІЦІ РІЗАНОЇ РАНИ  

ТА ПРИ ДІЇ ФАРМАКОЛОГІЧНОЇ КОМПОЗИЦІЇ НА ОСНОВІ МЕЛАНІНУ 
 

Досліджено активність ферментів глутатіонової ланки антиоксидантної системи у щурів з експериментальними 
різаними площинними ранами. Встановлено, що у сироватці крові за умов експериментальної моделі різаної рани зни-
жується рівень відновленого глутатіону та глутатіонредуктазна активність і зростає глутатіонпероксидазна й 
глутатіонтрансферазна активності. За умов використання нової фармакологічної композиції на основі меланіну, 
показано нормалізацію вмісту даних показників. 

Ключові слова: різана рана, меланін, глутатіонова система.  
 
Вступ. Незначний асортимент на фармацевтичному 

ринку України вітчизняних лікарських засобів з дерма-
тотропною дією, які не тільки попереджують інфікуван-
ня рани і прискорюють гоєння раневої поверхні, але і 
запобігають утворенню келоїдного рубця, обумовлюють 
пошук і розробку нових препаратів. Актуальність таких 
досліджень обумовлена наявністю великої кількості 
хворих з ранами та ушкодженнями шкіри, які потребу-
ють як хірургічного, так і місцевого лікування. Число 
таких хворих зростає в зв'язку з підвищенням кількості 
побутових і виробничих травм [1, 2, 3], збільшенням 
дорожньо-транспортного травматизму [4, 5] та числа 
хворих і синдромом діабетичної стопи. На особливу 
увагу заслуговують поранені на Сході України, у яких 
первинна обробка рани часто обмежена лише бактери-
цидними засобами.  

Раніше нами було показано, що меланін, продуцен-
том якого є антарктичні мікроорганізми 
Pseudonadsoniella brunea (Nadsoniella nigra sp. X-1) [6], 
висіяні із зразків вертикальних скель острова Галіндез 
(Українська антарктична станція "Академік Вернадсь-
кий"), володіє вираженою цитопротекторною дією, 
сприяє швидкому загоєнню ран різної етіології без утво-
рення колоїдного рубця і може бути запропонований в 
якості субстанції для нового дерматотропного препара-
ту. Нами була створена нова фармакологічна компози-
ція, до складу якої входить речовина природного похо-
дження – меланін (0,1 % Melanin), розчинений в (0,5 % 
карбополі (Carbopol 980)). Меланін – стабільний полі-
мерний макрорадикал. Карбопол – це ціла група спо-
лук, що являють собою карбоксиакрилові чи карбокси-
вінилові полімери, які використовують як основу для 
гелів та крем-гелів [7]. Протягом усього терміну придат-
ності гель з карбополом не розшаровується, не висихає, 
не змінює колір. Запропонована фармакологічна компо-
зиція фактично являє собою рідку пов'язку, яка не спри-
чиняє алергічну та подразнювальну дії, проте потребує 
подальшого вивчення механізмів дерматотропної дії. 

Останнім часом накопичена достатня кількість дока-
зів важливої ролі вільнорадикального окиснення в заго-
єнні ран. Перекисне окиснення ліпідів (ПОЛ) – основний 
шлях утворення вільних радикалів – регулює перебіг 
тканинних метаболічних процесів, що впливають на хід 
регенерації. Надлишок вільних радикалів, які накопичу-
ються в результаті ланцюгової реакції (активних форм 
кисню (АФК) – синглетний кисень, гідроксильний і супе-
роксидний радикали, перекис водню), викликає окисну 
модифікацію макромолекул, що призводить до стуктур-
но-функціональних змін клітинних структур [8]. Важливе 
місце у формуванні антиоксидантного захисту організму 
виконує глутатіонова система, яка здійснює антиоксида-
нтні функції, бере участь у біотрансформації екзогенних 
та ендогенних сполук, підтримує редокс-гомеостаз. 

Метою нашої роботи було з'ясувати роль глутатіо-
нової ланки ферментативної антиоксидантної системи в 
патогенезі лінійної різаної рани під впливом нової фар-
макологічної композиції на основі меланіну в сироватці 
крові щурів. 

Об'єкт та методи досліджень. Для моделювання 
ранового процесу використовували білих нелінійних 
лабораторних щурів-самців віком 3–5 міс., масою 200–
250 г. Утримання тварин та експерименти проведені 
згідно етичним принципам, ухваленими Першим націо-
нальним конгресом України з біоетики (вересень 
2001 року), міжнародними угодам та національним за-
конодавством у цій галузі [9] та біоетичною комісією 
ННЦ "Інститут біології" Київського національного уні-
верситету імені Тараса Шевченка. Перед початком екс-
перименту щурів утримували на карантині та маркували 
нанесенням надсічок на вушні раковини. За добу до 
проведення експерименту тварин піддавали харчовій 
депривації з вільним доступом до води. 

Усіх тварин розділяли на чотири експериментальні 
групи: I – контрольна, модель різаної рани, яка гоїлась 
самостійно шляхом епітелізації; II група – тваринам, по-
чинаючи з наступного дня після моделювання різаної 
рани, двічі на добу впродовж усіх термінів спостережен-
ня наносили на ранову поверхню карбопол за допомо-
гою металевого шпателя, який перед кожним викорис-
танням фламбували; III – після моделювання рани, тва-
ринам двічі на добу впродовж усього експерименту на-
носили фармакологічну композицію на основі меланіну. 
Окрему групу склали інтактні тварини, у яких визначали 
фізіологічний рівень досліджуваних показників. 

Площинні рани відтворювали на попередньо депі-
льованій ділянці шкіри, у наркотизованих щурів (тіопен-
тал натрію (BiochemieGmbH/Austria), 5мг/100 г). Для мо-
делювання рани використовували попередньо виготов-
лений квадратний трафарет, за допомогою хірургічних 
скальпеля та пінцету вирізали шкіру розміром 1Ч1 см2 
[10]. Нанесення фармакологічної композиції починали 
одразу після відтворення ран і до повного загоєння. 

Оскільки при виконанні роботи досліджувався хара-
ктер перебігу експериментального ранового процесу 
м'яких тканин, то термінами спостереження було обра-
но його ключові етапи загоєння – 3, 6, 9, 14 доби та 
день епітелізації рани, коли послідовно змінюється фа-
за гострих запальних явищ з вираженою гідратацією, 
фазами деградації та некролізу, початком розвитку гра-
нуляцій, повним заповненням поверхні рани грануля-
ційною тканиною, початком краєвої епітелізації та за-
криттям дефекту рани шкірою [11].  

Для біохімічних досліджень використовували сиро-
ватку крові. Вміст білка вимірювали за методом Лоурі 
[12]. Активність глутатіонпероксидази визначали по 
накопиченню окисненого глутатіону, глутатіон- 
S-трансферазну активність оцінювали за швидкістю 
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утворення хромогенного глутатіонового кон'югату 3 1-
хлор-2,4-динітробензолом [13]. Активність глутатіонре-
дуктази визначали по перетворенню окисненого глута-
тіону у відновлену форму з використанням водню ніко-
тинамідних коферментів [13]. Вміст відновленого та 
окисненого глутатіону оцінювали згідно методу [14]. 

Статистичну обробку результатів досліджень прово-
дили на комп'ютері з використанням програмного пакету 
Statistica 10 (StatSoft, Inc.) [15]. Отримані дані тестували 
на нормальне розподілення за допомогою тесту Шапіро-
Вілка та перевіряли рівність дисперсій за тестом Левена. 
Подальший обрахунок результатів відбувався за допо-
могою двофакторного дисперсійного аналізу (two-way 
ANOVA) із пост тестом Бонферонні. Отримані результа-
ти наведені у вигляді середнього арифметичного ± сере-
дньоквадратичне відхилення (дисперсія) – SD. Результа-
ти вважали значущими при p ≤ 0,05. 

Результати та обговорення. При дослідженні фе-
рментів глутатіонової системи у сироватці крові показа-
но, що активність глутатіонпероксидази (ГЛП) у I групі 
тварин з різаними ранами зростала в 1,7, 1,4, 1,6, 1,4 та 
2,2 раза (p < 0,05) на 3, 6, 9, 14 добу та в день повної 
епітелізації рани відповідно, порівняно з інтактними 
тваринами. В III групі щурів, яким наносили фармаколо-
гічну композицю, цей показник був в 1,7, 1,3, 1,5  

(р < 0,05) раза більшим на 3, 6 та 9 добу щодо інтактних 
тварин та статистично достовірно не відрізнявся від 
інтактиних щурів на 14 добу та в день повної епітеліза-
ції рани, проте знижувався у III групі тварин в 1,8 та 3,2 
раза (р < 0,05) на 14 добу та в день повної епітелізації 
рани, порівняно з I групою тварин (тварини з різаними 
ранами). При використанні карбополу (II група тварин) 
не було виявлено статично достовірних змін на 3, 6 та 9 
добу відносно групи тварин з фармакологічною компо-
зицією (III група), але на 14 добу та в день повної епіте-
лізації рани показано зростання даного показника в 2,2 
та 2,4 раза (р < 0,05) відповідно, в порівнянні з III гру-
пою тварин (табл. 1). 

Протягом усього експерименту спостерігалось під-
вищення глутатіонтрансферазної активності (ГЛТ) в 
сироватці крові I групи тварин на 3, 6, 9, 14 добу та в 
день повної епітелізації рани в 1,4, 1,9, 1,6, 1,8, та  
1,9 раза (р < 0,05) стосовно інтактних тварин. Показано 
збільшення досліджуваного показника в III групі тварин 
на 6 та 9 добу загоєння в 1,6 і 1,7 раза (р < 0,05) відпо-
відно, відносно інтактних тварин. Водночас показано 
зниження активності ГЛТ у III групі тварин на 3, 6, 14 та 
в день повної епітелізації рани в 1,5, 1,2, 1,7 та 2,0 раза 
(р < 0,05) відповідно, в порівнянні з I групою тварин.  

 
Таблиця  1. Показнки глутатіонової системи у сироватці крові щурів при різаній рані в динаміці, (M±m, n=7) 

Групи тварин Час, доба 
ГЛП-на активність, нмоль 

GSSG Ч хв-1 Ч мг білка-1 

ГЛТ-на активність, 
нмоль Ч хв-1 Ч мг білка-

1 

ГЛР-на активність, мкмоль 
НАДФН Ч хв-1 Ч мг білка-1 

Інтактні тварини – 30,02 ± 2,75 6,65 ± 0,61 0,32 ± 0,03 
3 52,49 ± 5,02* 9,56 ± 0,89* 0,17 ± 0,01* 
6 41,54 ± 3,87* 12,81 ± 1,05* 0,17 ± 0,01* 
9 47,48 ± 4,37* 10,71 ± 0,93* 0,21 ± 0,03* 

14 43,02 ± 4,01* 11,99 ± 1,02* 0,18 ± 0,02* 

I група 
(контроль) 

Повна епітелізація 66,89 ± 6,19* 12,75 ± 1,13* 0,21 ± 0,02* 
3 49,11 ± 4,43* 10,55 ± 0,89* 0,20 ± 0,01* 
6 47,21 ± 4,17* 9,82 ± 0,91* 0,23 ± 0,02* 
9 45,59 ± 4,02* 12,01 ± 1,05* 0,22 ± 0,02* 

14 52,47 ± 5,07* 12,49 ± 1,13* 0,22 ± 0,02* 

II група 
(карбопол) 

Повна епітелізація 50,61 ± 4,79* 10,19 ± 0,87* 0,23 ± 0,02* 
3 52,05 ± 5,03* 6,56 ± 0,58# 0,19 ± 0,02* 
6 40,42 ± 3,81* 10,74 ± 0,85*# 0,22 ± 0,02* 
9 43,88 ± 4,05* 11,24 ± 1,03* 0,25 ± 0,02* 

14 24,15 ± 2,17# 7,18 ± 0,64# 0,28 ± 0,02# 

III група 
(фармакологічна 
композиція) 

Повна епітелізація 20,71 ± 1,98# 6,12 ± 0,54# 0,29 ± 0,03# 
 
Примітка: *-р< 0,05 порівняно з інтактними тваринами, #-р< 0,05 порівняно з контрольними тваринами. 
 
При використанні карбополу (II група тварин) пока-

зано підвищення досліджуваного показника в 1.6, 1.7 
та 1.7 раза (р < 0,05) на 3, 6 добу та в день повної епі-
телізації рани відповідно, порівняно з III групою тварин 
(табл.1). 

При пошкодженні шкіри активність ГЛР суттєво зни-
жувалась на 3, 6, 9, 14 доби та в день повної епітеліза-
ції рани в 1,9, 1,9, 1,5, 1,8 та 1,5 раза (р < 0,05) порівня-
но з інтактними тваринами. Схожа картина спостеріга-
лась у групі тварин, яким наносили досліджувану ком-
позицію (III група), даний показник знижувався на 3, 6 та 
9 добу експерименту в 1,7, 1,5 та 1,3 раза (р < 0,05) 
відповідно, в порівнянні з інтактними тваринами, на 14 
добу та в день повної епітелізації рани показник повер-

тався до рівня інтактних тварин. У тварин II групи акти-
вність ГЛР знижувалась на 14 добу та в день повної 
епітелізації рани в 1,3 раза (р < 0,05) відносно тварин III 
групи (табл.1). 

Таким чином, встановлено, що при нанесенні на 
уражену ділянку шкіри досліджуваної фармакологічної 
композиції активність ферментів системи глутатіону в 
сироватці крові знижується в меншому ступені і віднов-
люється швидше відносно контролю. При порівнянні 
ефективності застосування карбополу та меланіну, що 
входить до складу фармакологічної композиції, можна 
зробити висновок, що саме меланін є домінуючим ком-
понентом який зумовлює фармакологічну дію досліджу-
ваної композиції. 
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Таблиця  2. Вміст глутатіону в сироватці крові щурів при різаній рані, (M±m, n=7) 

Групи тварин Час, доба 
Вміст відновленого глутатіону, 

нмоль Ч мг білка-1 
Вміст окисненого глутатіону, 

нмоль Ч мг білка-1 
Інтактні тварини – 20,55 ± 1,87 5,73 ± 0,54 

3 12,08 ± 1,09* 8,89 ± 0,81* 
6 13,76 ± 1,11* 8,32 ± 0,76* 
9 15,03 ± 1,38* 7,89 ± 0,72* 
14 15,55 ± 1,47* 7,73 ± 0,63* 

I група 
(контроль) 

Повна епітелізація 14,97 ± 1,41* 7,61 ± 0,73* 
3 13,01 ± 1,25* 8,38 ± 0,81* 
6 14,55 ± 1,39* 8,12 ± 0,77* 
9 15,28 ± 1,46* 7,71 ± 0,72* 
14 15,12 ± 1,37* 7,49 ± 0,64* 

II група 
(карбопол) 

Повна 
епітелізація 

15,93 ± 1,51* 7,55 ± 0,69* 

3 15,21 ± 1,44*# 6,81 ± 0,63# 

6 15,79 ± 1,36* 6,19 ± 0,58# 
9 17,14 ± 1,62 5,91 ± 0,55# 
14 19,21 ± 1,73# 5,78 ± 0,52# 

III група 
(фармакологічна 
композиція) 

Повна епітелізація 23,24 ± 2,05# 5,46 ± 0,51# 
 
Примітка: *-р< 0,05 порівняно з інтактними тваринами, #-р< 0,05 порівняно з контрольними тваринами. 
  
Як видно з результатів, представлених у таблиці 

(табл. 2), за умов моделювання різаної рани змінював-
ся вміст відновленого глутатіону в сировтці крові щурів. 

У I групі в сироватці крові вміст відновленого глута-
тіону знижувався на 3, 6, 9, 14 добу та в день повної 
епітелізації рани в 4,2, 1,5, 1,4 1,3 та 1,4 раза (р < 0,05) 
відповідно, у порівнянні з інтактними тваринами. Вміст 
відновленого глутатіону знижувався в 1,4 та 1,3 раза на 
3 та 6 добу відносно інтактних тварин, в інші дні рано-
вого процесу даний показник статистично достовірно не 
відрізнявся від інтактних тварин, однак вміст досліджу-
ваного показника підвищувався в III групі тварин на 3, 
14 добу та в день повної епітелізації рани в 1,3, 1,3 та 
1,6 раза (р < 0,05) відповідно, порівняно з I групою тва-
рин. При дослідженні впливу карбополу (II група) вміст 
відновленого глутатіону статистично не відрізнявся від 
III групи тварин, окрім 14 доби та дня повної епітелізації 
рани, коли даний показник знижувався в 1,3 та 1,4  
(р < 0,05) раза відносно тварин, яким наносили фарма-
кологічну композицію (табл. 2).  

Рівень окисненого глутатіону підвищувався в I групі 
тварин на 3, 6, 9, 14 добу та в день повної епітелізації 
рани в 1,5, 1,5, 1,4, 1,3 та 1,3 раза (р < 0,05) відповідно, 
порівняно з інтактними тваринами. У групі тварин, яким 
наносили досліджувану композицію (III група) концент-
рація окисненого глутатіону статистично достовірно не 
відрізнялась від рівня інтактних тварин на усіх етапах 
ранового процесу, одначе знижувалась в 1,3, 1,4, 1,3, 
1,3 та 1,4 раза (р < 0,05) на 3, 6, 9, 14 добу та в день 
повної епітелізації рани, відносно I групи тварин.  
В II групі тварин досліджуваний показник зростав на 
усіх етапах ранового процесу в 1.2, 1.3, 1.3, 1.3, 1,4 ра-
за (р < 0,05) порівняно з III групою тварин (табл. 2). 

Отримані нами результати узгоджуються з даними 
літератури, Santram Lodhi та інші, у своїх дослідах на 
моделі експериментальних різаних ран спостерігали 
значне зниження рівня антиоксидантів (СОД, КАТ, і від-
новленого глутатіону після поранення шкіри [16].  

Іншими дослідниками показано, що вплив на шкіру 
пошкоджуючих чинників (механічне пошкодження, хімі-
чний та термічний опіки) викликає окисний стрес, обу-
мовлений посиленням перекисних процесів. При цьому 
відбувається мобілізація ресурсів антиоксидантного 
захисту, що виражаєтся в підвищенні активності основ-
них антиоксидантних ферментів – супероксиддисмута-
зи і ГЛП. Збільшення активності ГЛП супроводжується 
зниженням рівня вмісту відновленого глутатіону, який 

витрачається в глутатіопероксидазній реакції, а також 
підвищенням активності каталази, що утилізує перекис 
водню, який утворився при активації СОД. Зниження 
активності ГЛТ, описане роботі [17], а також спостеріга-
ється в проведених нами експериментах, свідчить про 
те, що при впливі на шкіру пошкоджуючих чинників, 
стимулюючих розвиток окисного стресу, відбувається 
порушення процесу детоксикації продуктів ВРО і їх ви-
ведення з організму. Накопичення токсичних продуктів 
ПОЛ може сприяти окисній момодифікації білків і утво-
ренню карбонілпохідних амінокислот в них [17], а також 
приводити до посилення фрагментації геномної ДНК і 
індукуванню апоптозу в кератиноцитах [18]  

Згідно отриманих нами даних та результатів попере-
дніх досліджень [19], у щурів з експекриментальною мо-
деллю різаної рани порушується рівновага в системі 
ПОЛ-АОС в бік активації процесів вільнорадикального 
окиснення на фоні зниження захисних механізмів органі-
зму, що призводить до вивільнення у системний крово-
обіг продуктів ліпопероксидації та ендотоксинів і сприяє 
розвитку ендогенної інтоксикації, в результаті чого вини-
кає дисбаланс численних біохімічних процесів, що може 
впливати на важкість перебігу загоєння ран. 

За умов застосування нової фармакологічної компо-
зиції можна стверджувати про відновлення показників 
глутатіонової ланки АОС. 

Висновок. Таким чином, композиція на основі ме-
ланіну проявляє антиоксидантні властивості. Карбопол 
відіграє лише роль основи для досліджуваної фарма-
кологічної композиції та не впливає на процес загоєння 
ран, ключовим компонентом є меланін. Зважаючи на 
те, що меланін – є поліфенольною сполукою, що воло-
діє здатністю нейтралізувати вільні радикали та проду-
кти ліпопероксидації біомембран, запобігає продовжен-
ню патологічних ланцюгових реакцій та сприяє швид-
шому гоєнню ран. 
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ГЛУТАТИОНОВАЯ СИСТЕМА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ КРЫС В ДИНАМИКЕ РЕЗАНОЙ РАНЫ  

И ПРИ ДЕЙСТВИИ НОВОЙ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ КОМПОЗИЦИИ НА ОСНОВЕ МЕЛАНИНА 
Исследовано активность ферментов глутатионового звена антиоксидантной системы у крыс с експериментальными резаными 

ранами. Установлено, что в сыворотке крови крыс в условиях экспериментальной модели резаной раны снижается уровень востановле-
ного глутатиона и глутатионредуктазная активность, возрастает глутатионпероксидазная и глутатионтрансферазная активности. 
При использовании новой фармакологической композиции на основе меланина, показано нормализацию исследованных показателей. 

Ключевые слова: резаная рана, меланин, глутатионовая система. 
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GLUTATHION SYSTEM IN THE SERUM OF BLOOD RATS IN THE DYNAMICS OF FULL-THICKNESS WOUNDS  
AND WITH THE INFLUENCE OF THE NEW PHARMACOLOGICAL COMPOSITION WHICH CONTAIN MELANINE 
The activity of enzymes of the glutathione link of the antioxidant system in rats with experimental full-thickness wound has been studied. It is 

established that in the serum of rats under the experimental model of the cut wound the level of recovered glutathione and glutathione reductase 
activity decreased, glutathione peroxidase and glutathione transferase activity increased. All investigated parameters normalized in dynamics after 
treatment with melanin. 

Key words: full-thickness wound, melanin, glutathione system. 
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ДІЯ ХОНДРОЇТИН СУЛЬФАТУ НА РІВЕНЬ ЦИТОКІНІВ ТА АКТИВНИХ ФОРМ КИСНЮ  

У СИРОВАТЦІ КРОВІ ЗА УМОВ КАРАГІНАН-ІНДУКОВАНОГО ЗАПАЛЕННЯ 
 

Встановлено, що при карагінан-індукованому запаленні задньої кінцівки в сироватці крові зростає концентрація 
прозапальних цитокінів (ІЛ-1β, ФНП-α) і збільшується вміст активних форм кисню (супероксидного радикалу, перекису 
водню). При введенні препарату на основі хондроїтин сульфату в сироватці крові знижується рівень прозапальних 
цитокінів та активних форм кисню, при цьому концентрація ІЛ-10 зростає в 1,7 раза щодо групи тварин з карагінан-
індукованим запаленням. 

Ключові слова: карагінан-індукованні запалення, сироватка крові, протизапальні цитокіни. 
 

Вступ. За даними статистики Всесвітньої організації 
охорони здоров'я захворювання опорно-рухового апа-
рату займають третє місце за розповсюдженням серед 
населення та перше місце – серед причин тимчасової 
непрацездатності людей. Згідно даних літератури [1, 2] 
ці хвороби зустрічаються в кожної четвертої людини, а 
після 60-ти років – у 97 % населення. Серед порушень 
опорно-рухового апарату провідне місце займають за-
хворювання суглобів різної локалізації, які стають час-
тою причиною звернень пацієнтів до лікаря. Розвиток 
патології суглобів пов'язаний з цілим рядом факторів: 
інфекційні захворювання, механічні травми, надлишко-
ва вага, хвороби хребта, аутоумінні процеси, порушен-
ня обміну речовин, малорухливий спосіб життя, спадко-
ва схильність, неправильне харчування, хронічний 
стрес тощо [3]. Соціальна значимість патології суглобів 
визначається високим ступенем розповсюдженості, 
багаторічним персистуванням болю і запалення та по-
ступовим погіршенням якості життя хворих. 

Тривалі запальні процеси у суглобі здатні призводи-
ти до дегенеративних змін хрящової тканини. В зв'язку з 
цим важливим є пошук препаратів, які б володіли реге-
нераційними та протизапальними властивостями. Дис-
трофічні зміни хрящової тканини можуть формуватись 
внаслідок зниження вмісту компоненту міжклітинної 
речовини хряща – хондроїтин сульфату, який забезпе-
чує його пружність та щільність [4, 5]. Тому дослідження 
властивостей засобів, основу яких складає хондроїтин 
сульфат, є перспективним у профілактиці та лікуванні 
захворювань суглобів. У наших експериментах було 
досліджено препарат "Драстоп", основною складовою 
частиною якого є хондроїтин сульфат. 

Метою роботи було дослідити дію препарату "Драс-
топ" на концентрацію цитокінів та активних форм кисню 
у сироватці крові щурів при карагінан-індукованому гос-
трому запаленні задньої кінцівки. 

Об'єкт та методи досліджень. Дослідження прове-
дені на білих нелінійних статевозрілих щурах-самцях 
масою 180-240 г з дотриманням загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, ухвалених Пер-
шим національним конгресом України з біоетики (вере-
сень 2001 року), інших міжнародних угод та національ-
ного законодавства у цій галузі. 

Усіх тварин розподілили на три експериментальні 
групи. Перша група – інтактний контроль. Другій групі 
тварин моделювали гостре запалення кінцівки щурів 
шляхом субплантарного введення 0,1 мл 1 % розчину 
карагінану в задню праву лапу [6]. Третій групі тварин за 
1 год до введення карагінану внутрішньом'язово вводили 
у терапевтичній дозі 3 мг/кг препарат "Драстоп" (об'єм 
речовини становив 1 мл/кг). Сироватку крові щурів отри-
мували через 3 години після введення препаратів. 

Концентрацію цитокінів (інтерлейкін (ІЛ)-1, ІЛ-10, 
фактор некрозу пухлин (ФНП-α)) визначали методом 
мультиканальної хемілюмінесценції із мультипарамет-
ричним імунохімічним біочіпом [7]. Вміст супероксидного 
радикалу визначали за утворенням ХТТ-формазану [8]. 
Вміст пероксиду водню вимірювали у системі сорбітол-
ксиленол оранж [9]. Статистичну обробку результатів 
дослідження проводили загальноприйнятими методами 
варіаційної статистики [10]. Вірогідність різниці між кон-
трольними та дослідними вимірами оцінювали методом 
однофакторного дисперсійного аналізу. 

Результати та їх обговорення. Визначення цитокі-
нового профілю у крові є важливим діагностичним ін-
струментом, що дозволяє оцінити функціональну акти-
вність різних типів іммунокомпетентних клітин, важкість 
запального процесу на системному рівні та прогноз 
перебігу захворювання. Для дослідження антизапаль-
них властивостей препарату "Драстоп" в умовах розви-
тку карагінан-індукованого запалення у тварин нами 
було визначено у крові співвідношення прозапальних 
(ІЛ-1β, ФНП-α) та протизапальних цитокінів (ІЛ-10). 

Встановлено, що у щурів при гострому запаленні за-
дньої кінцівки, індукованого карагінаном, у сироватці кро-
ві зростає концентрація ІЛ-1β – в 1,9 раза та ФНП-α – в 5 
разів відносно контролю (табл. 1). За даних експеримен-
тальних умов концентрація ІЛ-10 залишається в межах 
контрольних значень. При введенні препарату "Драстоп" 
щурам з експериментальною моделлю гострого локаль-
ного запалення в сироватці крові спостерігається зни-
ження рівня ІЛ-1β – в 1,3 раза та ФНП-α – в 1,6 раза по-
рівняно з групою тварин з експериментальною моделлю 
запалення, індукованого карагінаном (табл. 1). При цьо-
му виявлено, що у групі щурів, яким вводили хондропро-
тектор, зростала концентрація ІЛ-10 – в 1,7 раза відносно 
групи тварин, яким вводили карагінан. 

 
Таблиця  1. Концентрація цитокінів у сироватці крові щурів при гострому запаленні задньої кінцівки  

та при введенні хондропротектора, пг Ч мл-1 (M ± m, n = 10) 

Групи тварин 
Показник  

Контроль Карагінан Карагінан + "Драстоп" 

інтерлейкін 1β 113,09 ± 10,14 219,18 ± 12,31* 169,05 ± 14,13*/# 
фактор некрозу пухлин-α 73,13 ± 8,01 363,25 ± 36,14* 234,17 ± 21,05*/# 

інтерлейкін 10 34,72 ± 1,53 37,53 ± 1,92 62,71 ± 8,51*/# 
 

Примітка: * – р < 0,05 відносно контролю; # – р < 0,05 відносно групи тварин, яким вводили карагінан. 
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Отримані результати свідчать про те, що на фоні 
карагінанового набряку кінцівки у сироватці крові пору-
шується баланс про- та протизапальних цитокінів у бік 
розвитку запалення, що є відповіддю організму на пато-
генні фактори. Під дією препарату "Драстоп" у щурів з 
експериментальною моделлю гострого локального за-
палення в сироватці крові рівень прозапальних цитокі-
нів частково знижується, але не досягає значень інтакт-
них тварин. Антизапальний ефект досліджуваного хон-
дропротектора обумовлений посиленою секрецією про-
тизапального цитокіну ІЛ-10. 

Збільшення синтезу прозапальних цитокінів ІЛ-1β та 
ФНП-α у сироватці крові за умов гострого запалення, 
викликаного карагінаном, відображає ступінь мобілізації 
запальної відповіді організму при досліджуваній пато-
логії суглобів. Гіперпродукція прозапальних цитокінів 
спричинює підвищення синтезу та експресії матриксних 
металопротеїназ у тканинах суглобу. Прозапальні цито-
кіни активують хондроцити, які в свою чергу також зда-
тні продукувати прозапальні цитокіни. В уражених суг-
лобах роль ефекторів запалення, головним чином, ви-
конують клітини синовіальної мембрани. Саме синовіо-
цити макрофагального типу секретують протеази та 
медіатори запалення. Цитотоксичні ефекти прозапаль-
них цитокінів, перш за все ФНП-α, обумовлюють основ-
ні прояви патологій суглобів, таких як деструктивні ура-
ження хряща та кістки, хронічний синовіт та ін. Секреція 
даного цитокіну макрофагами та лімфоцитами почина-
ється після дії таких індукторів як бактерії та компонен-

ти їх стінки. Під впливом ФНП-α різко зростає утворення 
макрофагами та нейтрофілами перекису водню та інших 
вільних радикалів. Біологічна активність ФНП-α опосере-
дковується зв'язуванням зі специфічними рецепторами, 
які експресуються на нейтрофільних лейкоцитах, ендо-
теліоцитах, фібробластах та ін. ФНП-α запускає механізм 
активації факторів транскрипції (NF-kB, АР-1, JNK та ін.), 
які, в свою чергу, регулюють активність генів, що кодують 
синтез прозапальних цитокінів (ІЛ-1, ІЛ-6, ІЛ-8 та ІФ-γ) та 
інших медіаторів запалення [11, 12]. 

Важливу роль у розвитку та прогресуванні запален-
ня у суглобах відіграє оксидативний стрес, який виникає 
внаслідок постійної генерації вільних радикалів активо-
ваними фагоцитами та за рахунок гіпоксичних процесів 
при роботі суглобів, що призводить до пошкодження 
синовіальних клітин, деструкції хрящової тканини, ерозії 
кісток та суглобових поверхонь [13]. Нами виявлено, що 
при гострому запаленні задньої кінцівки у сироватці 
крові вміст активних форм кисню (АФК) зростає: супе-
роксидного радикалу – в 1,6 раза та перекису водню – в 
1,5 раза відносно контролю (табл. 2). При введенні 
препарату "Драстоп" щурам з експериментальною мо-
деллю гострого локального запалення в сироватці крові 
вміст супероксидного радикалу знижується в 1,3 раза 
відносно групи тварин з карагінан-індукованим локаль-
ним запаленням та спостерігається відновлення до ко-
нтрольних значень вмісту пероксиду водню (табл. 2). 

 
Таблиця  2. Вміст активних форм кисню у сироватці крові щурів при гострому запаленні задньої кінцівки  

та при введенні хондропротектора, (M ± m, n = 10) 

Групи тварин 
Показник  

Вміст супероксидного радикалу, 
мкмоль ХТТ-формазану Ч мг білка-1 

Пероксид водню, 
мкмоль Ч мг білка-1 

Контроль 4,31 ± 0,37 0,32 ± 0,03 
Карагінан 7,05 ± 0,68* 0,47 ± 0,04* 

Карагінан + хондропротектор 5,29 ± 0,46*/# 0,35 ± 0,03# 
 

* – р < 0,05 відносно контролю; # – р < 0,05 відносно групи тварин, яким вводили карагінан 
 

Отримані нами результати свідчать, що маніфеста-
ція суглобових уражень відбувається за участю актива-
ції цитокінової системи, яка характеризується порушен-
ням балансу між прозапальними (ІЛ-1β, ФНП-α) та ан-
тизапальними (ІЛ-10) цитокінами та інтенсифікації віль-
норадикальних процесів (збільшення вмісту О2

- та 
Н2О2). Запальні зміни здатні призводити до загибелі 
хондроцитів, дегенерації суглобового хряща та субхон-
дральної кістки. Для сповільнення прогресування пато-
логічних змін при досліджуваній експериментальній 
моделі та для стабілізації структурних змін у суглобо-
вому хрящі ефективним було введення препарату 
"Драстоп", який містить хондроїтин сульфат, що є од-
ним з основних компонентів екстрацелюлярного матри-
кса хряща та є складовою протеогліканових комплексів 
основної речовини хрящової тканини. Виявлене зни-
ження рівня прозапальних цитокінів та вмісту АФК у 
сироватці крові при введенні хондроїтин сульфату щу-
рам з експериментальною моделлю гострого запалення 
задньої кінцівки пов'язано з антизапальними та регене-
раційними властивостями препарату "Драстоп" на хря-
щову тканину. Хондроїтин сульфат активує анаболічні 
процеси за рахунок стимуляції синтезу протеогліканів і 
колагену, а також пригнічує синтез ферментів деструк-
ції хряща (металопротеїнази 3, 9, 13, 14; катепсину-
бета, лейкоцитарної еластази) [14]. Таким чином, пре-
парат "Драстоп" є ефективним засобом корекції при 
експериментальній моделі гострого запалення кінцівки. 
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ДЕЙСТВИЕ ХОНДРОИТИН СУЛЬФАТА НА УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ И АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА  
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПРИ КАРРАГИНАН-ИНДУЦИРОВАННОМ ВОСПАЛЕНИИ 

Выявлено, что при каррагинан-индуцированном воспалении задней конечности в сыворотке крови увеличивается концентрация 
провоспалительных цитокинов (ИЛ-1β, ФНО-α) и возрастает содержание активных форм кислорода (супероксидного радикала, пере-
киси водорода). При введении препарата на основе хондроитин сульфата в сыворотке крови снижается уровень провоспалительных 
цитокинов и активных форм кислорода, при этом концентрация ИЛ-10 увеличивается в 1,7 раза относительно группы животных с 
каррагинан-индуцированным воспалением. 

Ключевые слова: каррагинан-индуцированное воспаление, сыворотка крови, противовоспалительные цитокины. 
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ACTION OF CHONDROITIN SULFATE ON THE LEVEL OF CYTOKINES AND REACTIVE OXYGEN SPECIES  
IN BLOOD SERUM AT CARRAGEENAN-INDUCED INFLAMMATION 

Increase of concentration of pro-inflammatory cytokines (IL-1β, TNF-α) is fixed in blood serum at carrageenan-induced rat paw inflammation, as 
well as increase of the content of reactive oxygen species (superoxide radical, hydrogen peroxide). At introduction of the preparation on the basis 
of chondroitin sulfate the level of pro-inflammatory cytokines and reactive oxygen species in blood serum decreases, while the concentration of IL-
10 increases in 1,7 times concerning the group of animals with сarrageenan-induced inflammation. 

Key words: сarrageenan-induced inflammation, blood serum, pro-inflammatory cytokines. 
 
 

 

УДК 616.345-008.6-02+615.33.065]:612-092.9 
Ю. Голота, асп., А. Базан, студ., Г. Толстанова, д-р біол. наук 

Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ 
 

ОКИСНО-АНТИОКСИДАНТНА РІВНОВАГА В СЛИЗОВІЙ ОБОЛОНЦІ  
ТОВСТОЇ КИШКИ ЩУРІВ У РІЗНІ ТЕРМІНИ ПІСЛЯ ВВЕДЕННЯ ЦЕФТРИАКСОНУ 

 
Встановлено, що введення цефтриаксону впродовж 14 діб (300 мг/кг, в.м.) призводить до підвищення рівня ТБК-

активних сполук та зниження активності ферментів антиоксидантного захисту супероксидисмутази і каталази в сли-
зовій оболонці товстої кишки щурів одразу після введення антибіотика. На 29 добу експерименту (через 14 днів після 
відміни цефтриаксону) вміст ТБК-активних сполук все ще перевищував контрольні значення у 2,5 раза (Р < 0,05), а актив-
ність супероксиддисмутази залишалась нижчою контрольних значень до 72 доби експерименту. Ці зміни супроводжува-
лись зниженням вмісту білкових тіолових груп у 1,9 (Р < 0,05) та 1,4 раза (Р = 0,08) на 15 та 29 добу, відповідно. Отже, 
антибіотикотерапія може призводити до тривалих оксидативних порушень у слизовій оболонці товстої кишки щурів. 

Ключові слова: цефтриаксон, товста кишка, оксидативний стрес 
 
Вступ. Мікробіота кишечника бере участь в багатьох 

структурно-метаболічних процесах макроорганізму, ви-
значаючи при цьому функціональний стан організму лю-
дини та, в першу чергу, стан шлунково-кишкового тракту 
[1, 2]. Сучасні дослідження свідчать, що дисбіотичні змі-
ни складу мікробіоти товстої кишки під впливом різних 

факторів і несприятливих впливів послаблюють захисні 
механізми організму [3]. Тривалий потужний дисбіотич-
ний вплив на мікробіоту кишечника можуть здійснювати 
антибіотики, які дуже широко використовуються в клініч-
ній практиці. Ряд епідеміологічних досліджень підтвер-
див зв'язок між антибіотикотерапією і підвищеним ризи-
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ком розвитку запалення та метаболічних зрушень [4, 5]. 
Враховуючи вищенаведене, актуальним є вивчення від-
далених наслідків антибіотикотерапії, зокрема механізмів 
функціональних порушень організму.  

Нами [6] та іншими дослідниками [7] встановлено, 
що введення антибіотиків призводить до стійких трива-
лих змін в мікробіоті товстої кишки. Порушення у складі 
мікробіоти супроводжувалось зниженням її метаболіч-
ної активності. Так, введення антибіотику цефалоспо-
ринового ряду цефтриаксону викликало тривалі зміни у 
вмісті коротколанцюгових жирних кислот (КЛЖК) у фе-
каліях щурів, зокрема зниження масляної, пропіонової 
та оцтової кислот [8]. Навіть через 56 діб після відміни 
антибіотика концентрація КЛЖК була нижчою від конт-
рольних значень. Обумовлене введенням антибіотиків, 
тривале порушення складу та метаболічної активності 
мікробіоти призводило до руйнування слизового бар'єру 
товстої кишки щурів [9]. Оскільки масляна кислота віді-
грає суттєву роль в енергозабезпеченні ентероцитів, 
бере участь у підтриманні функцій кишкового бар'єру, 
зниження кількості КЛЖК може призводити до порушень 
окисно-антиоксидантного балансу в клітинах слизової 
оболонки товстої кишки [10]. Оксидативний стрес, в свою 
чергу є одним з основних механізмів, залучених в патоге-
нез запальних захворювань кишечника [11, 12]. Метою 
даного дослідження було визначити тривалість оксидати-
вних порушень в слизовій оболонці товстої кишки щурів 
після введення цефтриаксону впродовж 14 днів.  

Матеріали і методи. Дослідження проведені на бі-
лих лабораторних щурах-самцях (140-160 г, n = 30). 
Щурів утримували у стандартних умовах віварію ННЦ 
"Інститут біології та медицини" КНУ імені Тараса Шев-
ченка. Проведення експерименту здійснювали згідно 
вимог біоетичної комісії КНУ імені Тараса Шевченка 
(протокол №8 від 2 листопада 2015 р.). Початком екс-
перименту вважався перший день введення діючої або 
контрольної речовини. Цефтриаксон (ПрАТ Фармацев-
тична фірма "Дарниця", Україна) у дозі 300 мг/кг (внут-
рішньом'язово) вводили щоденно впродовж 14 днів. 
Тваринам контрольної групи вводили 0,1 мл води для 
ін'єкцій. Щурів умертвляли на 15-й, 29-й та 72-й день 
від початку експерименту шляхом інгаляції СО2 з пода-
льшою цервікальною дислокацією. Під час аутопсії ви-
даляли ділянку товстої кишки від анального отвору до 
сліпої кишки. Скальпелем обережно зішкрябували сли-
зову оболонку товстої кишки щурів та гомогенізували в 
фізіологічному розчині на диспергаторі T10 basic  
ULTRA-TURRAX® (IKA, Німеччина). Загальну концент-
рацію білків визначали за методом Бредфорда з вико-
ристанням набору Bio-Rad для аналізу білків (Bio-Rad, 
США) згідно протоколу виробника.  

Каталазну активність в товстій кишці визначали ко-
лориметрично за зменшенням Н2О2, який утворює стій-
кий забарвлений комплекс з молібдатом амонію [13]. 
Супероксиддисмутазну активність (СОД) у слизовій 
оболонці товстої кишки щурів визначали методом нати-
вного електрофорезу в поліакриламідному гелі, який 
базується на здатності СОД конкурувати з нітросинім 
тетразолієм (НСТ) за супероксидні аніони, що утворю-
ються в результаті фоторедукції рибофлавіну. Суперо-
ксидні аніони відновлюють НСТ з утворенням гідразин-
тетразолію. Оскільки СОД каталізує дисмутацію супе-
роксидних радикалів в кисень і перекис водню, на си-
ньому фоні гелю з'являються ахроматичні смуги, які 
репрезентують активність СОД [14]. Рівень ТБК-
активних сполук визначали у безбілковій фракції згідно 
методу Стальної [15]. Рівень загальних і небілкових 
тіолових груп визначали колориметрично за реакцією з 
реактивом Елмана. Вміст білкових SH-груп розрахову-
вали за різницею між показниками вмісту загальних і 
небілкових SH-груп [16].  

Статистичну обробку отриманих результатів прово-
дили з використанням пакету програм Statistica 7.0. 
Дані представлені у вигляді M ± SEM. Для оцінки вірогі-
дності різниці середніх значень розраховували  
t-критерій Стьюдента. Статистично достовірною вважа-
ли різницю Р ˂ 0,05. 

Результати та їх обговорення.  
Активні форми кисню та оксиду нітрогену постійно 

утворюються в шлунково-кишковому тракті. Вміст кишеч-
ника, а також патогенні мікроорганізми здатні здійснювати 
прозапальний вплив на епітелій, активуючи поліморфоя-
дерні лейкоцити і макрофаги, які є джерелом прозапаль-
них цитокінів та інших медіаторів, з подальшим розвитком 
оксидативного стресу [17]. Наслідком неконтрольованого 
оксидативного стресу може бути активація процесів пере-
кисного окиснення ліпідів (ПОЛ), маркером інтенсивності 
якого є накопичення ТБК-активних сполук, що утворюють-
ся в результаті перекисного окиснення поліненасичених 
жирних кислот [18]. Ми виявили що введення цефтриак-
сону призводить до підвищення вмісту ТБК-активних спо-
лук в слизовій оболонці товстої кишки щурів у 6 разів  
(Р < 0,05), порівняно з контролем, на 15 добу експеримен-
ту (рис. 1). Очевидно, ці зміни є результатом порушення 
активності ферментів антиоксидантного захисту. На  
29 добу вміст ТБК-активних сполук все ще перевищував 
контрольні значення в 2,5 раза (Р < 0,05) і лише на 72 до-
бу знижувався до контрольних показників. Активацiя про-
цесів ПОЛ може прозводити до порушення проникностi 
клiтинних мембран, гальмування окисного фосфорилю-
вання в мiтохондрiях, пригнічення синтезу ДНК та поділу 
клітин, що сприяє розвитку хронiчного рецидивуючого 
запалення [19]. 

 

 
 

Рис. 1. Вміст ТБК-активних сполук у слизовій оболонці товстої кишки щурів  
у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в. м., 14 днів); M ± SEM; n=30;  

1 – контроль, 2 – цефтриаксон; * – P<0,05 відносно показників у контрольній групі 
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Незважаючи на те, що вільні радикали генеруються 

конститутивно, організм має здатність захищатись від 
шкідливих наслідків їх дії за допомогою антиоксидантів, 
що разом складають систему антиоксидатного захисту. 
СОД є першою лінією захисту від активних форм кисню 
в клітині. Введення цефтриаксону впродовж 14 діб при-
зводило до зниження СОД активності в слизовій оболо-
нці товстої кишки щурів на 43,4 % (Р = 0,08) порівняно з 
контрольними значеннями на 15 добу експерименту 
(рис. 2). СОД активність залишалася зниженою на 
48,3 % (Р < 0,05) навіть на 72 добу експерименту (через 
56 діб після відміни антибіотика). Каталазна активність 

в слизовій оболонці товстої кишки після введення цеф-
триаксону знижувалась на 30,5 % (Р < 0,05) (15 доба) 
однак на 29 добу відмічалось збільшення активності на 
44,4 % (Р < 0,05) порівняно з контролем (рис. 3). На 
72 добу тенденція до підвищення каталазної активності 
у слизовій оболонці товстої кишки зберігалась, проте 
різниця не була статистично вірогідною. У відповідь на 
оксидативні порушення, тканини часто спочатку відпо-
відають підвищенням активності ферментів антиокси-
дантної системи. Проте тривалий оксидативний стрес 
виснажує ресурси організму, що призводить до знижен-
ня активності ферментів антиоксидантного захисту [20].  

 

 
 

Рис. 2. Супероксиддисмутазна активність у слизовій оболонці товстої кишки щурів у різні терміни  
після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 днів); M ± SEM; n=16;  

* – P<0,05 відносно показників у контрольній групі 
 
 

 
 

Рис. 3. Каталазна активність у слизовій оболонці товстої кишки щурів  
у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 днів); M ± SEM; n=30;  

1 – контроль, 2 – цефтриаксон; * – P < 0,05 відносно показників у контрольній групі 
 

Останнім часом стає все більш очевидним, що оки-
сники, крім цитотоксичності, можуть модулювати чис-
ленні редокс-чутливі сигнальні шляхи, які залучені до 
регуляції дегенеративних патофізіологічних станів [20]. 
Активні форми кисню змінюють активність редокс-
чутливих транскрипційних факторів шляхом окиснення 
SH груп цистеїну білкової молекули [21]. Введення це-

фтриаксону впродовж 14 діб призводило до зниження 
вмісту білкових тіолових груп у 1,9 раза (Р < 0,05) на  
15 добу експерименту (рис. 4). На 29 добу кількість біл-
кових SH груп у слизовій оболонці товстої кишки щурів 
була в 1,4 раза нижчою від контролю (Р = 0,08), проте 
на 72 добу достовірних змін не спостерігалось. Знижен-
ня вмісту білкових тіолових груп після введення антибі-
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отика разом із порушенням оксидантно-антиокси-
дантного балансу може свідчити про зміни окисно-
відновного потенціалу в слизовій оболонці товстої киш-
ки, що передбачає активацію редокс-чутливих транс-

крипційних факторів та сигнальних шляхів. Раніше на-
ми встановлено, що кроткотривале введення цефтриа-
ксону (5 днів) призводить до активації редокс-чутливих 
транскрипційних факторів Egr-1 та Sp-1 [22]. 

 

 
 

Рис. 4. Вміст білкових тіолових груп у слизовій оболонці товстої кишки щурів  
у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в. м., 14 днів); M ± SEM; n=30;  

1 – контроль, 2 – цефтриаксон; * – P<0,05 відносно показників у контрольній групі 
 

Таким чином, отримані результати свідчать про по-
рушення окисно-антиоксидантного балансу клітин слизо-
вої оболонки товстої кишки та можуть призводити до 
незворотного пошкодження клітин, включаючи розриви 
ДНК, агрегацію або фрагментацію білків, а також дисфу-
нкцій клітинних мембран [12]. Наслідком такого впливу є 
порушення бар'єрної функції, яке, зокрема, може спри-
чинити підвищення проникності слизової оболонки товс-
тої із наступним розвитком запалення [17]. Згідно даних 
Фоменко І.С. [23], оксидативні реакції (зростання концен-
трації ТБК-активних сполук та коливання активності фе-
рментів антиоксидантного захисту) створюють переду-
мови для розвитку деструктивних ушкоджень слизової 
оболонки товстої кишки за умов водно-іммобілізаційного 
та адреналін-індукованого стресу.  

Наші спостереження розширюють розуміння ролі мік-
робіоти кишечника в підтриманні гомеостазу клітин сли-
зової оболонки та взаємозв'язку тривалого використання 
антибіотиків і розвитку запалення товстої кишки. Дисбіо-
тичні порушення мікробіоти, обумовлені введенням ан-
тибіотика, можуть призводити до порушень енергетично-
го метаболізму колоноцитів через зниження продукції 
масляної кислоти [8]. Дефіцит енергії призводить до змін 
окисно-відновного стану клітин слизової оболонки товс-
тої кишки та зниження інтенсивності окисного фосфори-
лювання і, як результат, розвитку оксидативного стресу 
[24], що відповідає змінам, виявленим у мишей-
гнотобіонтів [10]. Оксидативний стрес, e свою чергу, може 
асоціюватись з розвитком запалення в кишечнику [25]. 

Висновки. Встановлено, що введення цефтриаксо-
ну, призводить до порушення окисно-антиоксидатного 
балансу в слизовій оболонці товстої кишки щурів, яке 
спостерігається впродовж тривалого часу після відміни 
антибіотика.  
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ОКИСЛИТЕЛЬНО-АНТИОКСИДАНТНОЕ РАВНОВЕСИЕ  
В СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ ТОЛСТОЙ КИШКИ КРЫС  

В РАЗНЫЕ СРОКИ ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ ЦЕФТРИАКСОНА 
Установлено, что введение цефтриаксона в течение 14 дней (300 мг/кг, в. м.) приводит к повышению уровня ТБК-активных соеди-

нений и снижению активности ферментов антиоксидантной защиты, супероксиддисмутазы и каталазы, в слизистой оболочке тол-
стой кишки крыс сразу после введения антибиотика. На 29 сутки эксперимента (через 14 дней после отмены цефтриаксона) содержа-
ние ТБК-активных соединений все еще превышало контрольные значения в 2,5 раза (Р < 0,05), а активность супероксиддисмутазы 
оставалась ниже контрольных значений до 72 суток эксперимента. Эти изменения сопровождались снижением содержания белковых 
тиоловых групп в 1,9 (Р < 0,05) и 1,4 раза (Р = 0,08) на 15 и 29 сутки соответственно. Следовательно, антибиотикотерапия может 
приводить к длительным оксидативным нарушениям в слизистой оболочке толстой кишки крыс. 

Ключевые слова: цефтриаксон, толстая кишка, оксидативный стресс. 
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OXIDATION-ANTIOXIDANT BALANCE IN THE COLON MUCOSA OF RATS  

AT DIFFERENT TIMES POINTS  
AFTER CEFTRIAXONE ADMINISTRATION  

Сeftriaxone administration for 14 days (300 mg/kg, i.m.) increased level of thiobarbituric acid reactive substances and decreased the 
activity of superoxide dismutase and catalase antioxidant enzymes in the colon mucosa of rats immediately after antibiotics injection. On the 
29th day of the experiment (in 14 days after ceftriaxone withdrawal) the level of TBA-active substances still 2.5-fold (P <0.05) exceeded the 
control value and SOD activity remained below control values to the 72nd day of the experiment. These were accompanied by decreased level 
of protein thiol groups in 15 and 29 days 1.9-fold (P <0.05) and 1.4-fold (P = 0.08), respectively. Thus antibiotics can lead to long-term oxidative 
disturbance in the colon mucosa of rats. 

Keywords: ceftriaxone, colon, oxidative stress. 
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МЕГАКАРІОЦИТОПОЕЗ ЩУРІВ ПІД ВПЛИВОМ ІНГІБІТОРА ПРОТЕЇНКІНАЗ  
ПОХІДНОГО МАЛЕІМІДУ З ПРОТИПУХЛИННОЮ АКТИВНІСТЮ 

 
Досліджено вплив інгібітора протеїнкіназ похідного малеіміду МІ-1 (1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-пірол-

2,5-діон) з протипухлинною активністю у дозах, які у п'ять і десять разів перевищують ефективну протипухлинну, 
на морфофункціональний стан мегакаріоцитів кісткового мозку і кількість тромбоцитів у крові щурів за умов підго-
строго впливу. Встановлено, що під впливом МІ-1 у дозі 2,7 мг/кг (умовно ефективна) протягом 14 діб кількість тромбо-
цитів у крові і мегакаріоцитів, які утворюють тромбоцити, у кістковому мозку не відрізняється від контрольної 
групи. Збільшення дози МІ-1 у п'ять і десять разів (13,5 і 27 мг/кг, відповідно) призводить до зменшення кількості тром-
боцитів у крові (p=0.012 і p=0.027, відповідно) без змін кількості мегакаріоцитів у кістковому мозку порівняно з контролем. 
Аналіз морфофункціонального стану мегакаріоцитів під впливом МІ-1 у 10-кратній дозі свідчить про збільшення не-
зрілих промегакаріоцитів, гіпосегментованих і мікромегакаріоцитів на тлі зменшення зрілих поліхроматофільних і 
оксифільних мегакаріоцитів та гігантських і гіперсегментованих клітин. Виявлені зміни мегакаріоцитопоезу за 
впливу МІ-1 у 10-кратній від ефективної дозі свідчать про затримку диференціювання мегакаріоцитів, що й обумов-
лює зменшення продукції тромбоцитів і, разом із їх концентруванням у зонах порушення мікроциркуляції у різних тка-
нинах,призводить до тромбоцитопенії у крові.  

Ключові слова: похідне малеіміду, інгібітор протеїнкіназ, мегакаріоцити, тромбоцити. 
 
Вступ. Створення нових сполук з протипухлинною 

активністю і низькою токсичністю залишається пріори-
тетним напрямком досліджень у біології і медицині. Од-
ним із способів регуляції проліферативної активності 
пухлинних клітин є пригнічення функціонально активних 
ферментів-кіназ, які забезпечують їх виживання і некон-
трольований поділ, за допомогою так званих цільових 
(таргетних) препаратів. Прикладом такої успішної регу-
ляції є застосування в клінічній практиці інгібіторів хіме-
рної BCR/ABL-кінази іматинібу [1,2], бозутинібу [3] і ні-
лотинібу [4] за хронічної мієлоїдної лейкемії, тирозинкі-
нази Брутона ібрутинібу [5] за хронічної лімфоцитарної 
лейкемії, Янус(Jak)-кіназ руксолютинібу [6] за мієлопро-
ліферативних захворювань та інших. Перевагами цих 
препаратів є їх висока ефективність і низька токсич-
ність. Але, висока вартість таких препаратів та розвиток 
стійкості лейкемічних клітин до них [7, 8] спонукає до-
слідників до пошуку нових сполук з аналогічною актив-
ністю і доступністю для населення України [9, 10]. 

Похідне малеіміду (MІ-1, 1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-
феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон) створено insilico і синте-
зовано на хімічному факультеті Київського національ-
ного університету імені Тараса Шевченка як конкурент-
ний інгібітор АТФ-зв'язувального сайту протеїнкіназ.  
МI-1 invitro інгібує VEGF-R1,2,3, PDK1, FGF-R1, YЕS, 
EGF-R(h), Src (h), ZAP70, Syk (h), тощо кінази 
(ProQinaseGmbH, Germany) та пригнічує проліферацію 
ракових клітин ліній: HCT-116 і SW-620 (колоректально-
го раку), MALME-3M й UACC (меланоми), A549/ATCC та 
NCI-H226 (недрібноклітинного раку легень) тощо [11]. 
У дослідженнях invivo доведено, що МІ-1 зменшує кіль-
кість пухлин та площу ураження товстої кишки за умов 
1,2-диметилгідразин(ДМГ)-індукованого колоректально-
го раку, що cвідчить про його протипухлинну активність 
[12-14] і нормалізує за цих умов кількість моноцитів та 
тромбоцитів у крові, а також запобігає розвитку анемії 
[15]. Крім того, цій сполуці в ефективній дозі притаманні 
антиоксидантні властивості [16, 17], відсутність гемато-
токсичності [18], і низька токсичність щодо органів шлу-
нково-кишкового тракту і печінки [12], нирок і підшлун-
кової залози [19, 20].  

Оскільки зазначені протеїнкінази беруть участь у 
передачі сигналу в клітину у відповідь на дію факторів-
росту, які ініціюють проліферацію і диференціювання 
гемопоетичних клітин [21-23], а хронічний вплив МІ-1 у 
дозах, в яких пригнічує ріст пухлин, не викликає змін 
гемопоезу, як видно із результатів наших попередніх 
досліджень[18], метою даної роботи було проаналізува-
ти ефекти МІ-1 на кількість тромбоцитів у крові і мор-

фофункціональний стан мегакаріоцитів у кістковому 
мозку у дозах, які перевищують ефективну протипух-
линну у п'ять та десять разів. 

Матеріали та методи.Досліди проведено на29 білих 
щурах-самцях (лінія Вістар розводки віварію Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка) з 
початковою масою 140160 г, яких утримували в станда-
ртних умовах віварію. Дослідження проведені відповідно 
до принципів біоетики, законодавчих норм та вимог, згід-
но з положеннями "Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, що використовуються для дослідних 
та наукових цілей" (Страсбург,1986) і "Загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах", ухвалених Пер-
шим Національним конгресом з біоетики (Київ, 2001). 

Досліджували кількість тромбоцитів у крові щурів і 
мегакаріоцитів у кістковому мозку після впливу протя-
гом 14 діб МІ-1 у ефективній, п'ятикратній та десятикра-
тній дозах(2,7; 13,5 і 27 мг/кг). МІ-1 розчиняли у 0,1 мл 
соняшникової олії, яка містила 15 % ДМСОі вводили per 
os щоденно протягом 14 діб у дозах: 

– 2,7 мг/кг (умовно ефективна, відповідає концент-
рації у крові 110-4 моль/л за умов повного всмокту-
вання) (n=5);  

– 13,5 мг/кг (п'ятикратна від ефективної, 510-4 моль/л 
у крові) (n=8);  

– 27 мг/кг (десятикратна від ефективної, 1010-4 моль/л 
у крові) (n=8). МІ-1 у дозі 2,7 мг/кг invivo пригнічує ріст 
пухлин товстої кишки на 40 %, так само які і  
5-фторурацил [12, 13, 24]. Щурам контрольної групи 
(n=8) вводили per os 0,1 мл соняшникової олії, яка міс-
тила 15 % ДМСО. 

Кров для аналізу у щурів після CO2-інгаляційної ев-
таназії забирали з пахової вени через 24 годи після 
останнього введення досліджуваних речовин. Кількість 
тромбоцитів у крові і мегакаріоцитів у кістковому мозку 
визначали загальноприйнятими методами [25]. Для 
одержання кісткового мозку у щурів виділяли стегнові 
кістки і відсікали епіфізи, з однієї – вимивали вміст діа-
фізів 3 % оцтовою кислотою та підраховували кількість 
мегакаріоцитів у камері Горяєва, з іншої –виготовляли 
мазки, забарвлювали за Паппенгеймом і аналізували 
100 мегакаріоцитів. Клітини поділяли – за ступенем 
зрілості на: промегакаріоцити, базофільні, поліхромато-
фільні, оксифільні мегакариоцити (за спорідненістю до 
кислих та основних барвників), вільні ядра мегекаріоци-
тів; за особливостями будови: мікромегакаріоцити (клі-
тини не більше 40 мкм), гіпосегментовані мегакаріоцити 
з 1-5-сегментами ядра, гіперсегментовані мегакаріоци-
ти (16 і більше сегментами ядра) [26].  

© Бєлінська І., 2017 
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Статистичну обробку результатів виконували за до-
помогою SPSS 16,0 для Windows. За результатами тес-
ту Шапіро-Уілка встановлено, що деякі досліджувані 
показники мають ненормальний розподіл в одній із груп 
порівняння, тому для оцінки різниці між їх значеннями 
використовували непараметричний критерій Манна-
Уітні [27]. Обчислювали медіану, 25-й і 75-й процентилі, 
найбільше і найменше значення у групах. Порівнювали 

показники груп з контролем (3 попарних порівняння). 
Різницю вважали вірогідною при Р<0,017.  

Результати та їх обговорення. Введення МІ-1 у 
дозі 2,7 мг/кг (умовно ефективна, концентрація у крові 
110-4 моль/л) протягом 14 діб не впливає на кількість 
тромбоцитів у крові (рис. 1 А) і мегакаріоцитів, які утво-
рюють тромбоцити, у кістковому мозку (рис. 1 Б). 

 

          
А   Б 

 
Рис. 1. Кількість тромбоцитіву крові(А)і мегакаріоцитів у кістковому мозку(Б) щурів у нормі  
та за умов впливу похідного малеіміду (МІ-1) у дозах 2,7, 13,5 і 27 мг/кг (концентрація у крові  
1, 5, 1010-4 М відповідно) протягом 14 діб; *p< 0,017 порівняно з контрольною групою 

 
Збільшення дози МІ-1 у п'ять і десять разів (13,5 і 27 

мг/кг відповідно)призводить до зменшення кількості 
тромбоцитів у крові (p=0.012; p=0.027 відповідно) у по-
рівнянні з контрольною групою (рис. 1 А), водночас кіль-

кість мегакаріоцитів у кістковому мозку не відрізняється 
від контрольних значень (р=0,752, р=0,102 відповідно; 
рис. 1 Б, рис. 2 Б).  

 

     
А Б 

 
Рис. 2. Мікрофотографії мазків кісткового мозку щурів у нормі (А)  

та після впливу похідного малеіміду МІ-1 (Б) у дозі 27 мг/кг (10-кратна від ефективної, концентрація 1010-4 М у крові),  
забарвлення за Паппенгеймом; 100; стрілками позначені мегакаріоцити 

 
Аналіз морфофункціонального стану мегакаріоцитів 

(проведений після впливу 10-ти кратної дози, оскільки 
напрямок змін за 5-ти кратноїоднонаправлений) свід-
чить про перерозподіл клітин за ступенем диференцію-
вання та кількістю сегментів у ядрі (рис. 3, 4). Після 
впливу похідного малеіміду у дозі 27 мг/кг (10-кратна 
від ефективної) збільшується вміст незрілих промега-
каріоцитів на рівні тенденції (р=0,035, рис. 3) на тлі 
зменшення сумарного вмісту зрілих поліхроматофіль-
них і оксифільних клітин (р=0,031). Водночас зростає 

кількість гіпосегентованих мегакаріоцитів (із 1-5 сегмен-
тами ядра, рис. 4 А, р=0,014) не тільки за рахунок не-
зрілих промегакаріоцитів, а і за рухунок зрілих поліхро-
матофільних клітин при зменшенні кількості клітин з 11 
сегментами ядра (р=0,012) і більше (гіперсегментова-
них, р=0,002). У контрольній групі переважають клітини 
із великою кількістю сегементів у ядрі (6 і більше) на 
всіх стадіях диференціювання, починаючи з промегака-
ріоцитів, базофільних, поліхроматофільних і оксифіль-
них мегакаріоцитів. 
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Рис. 3. Розподіл мегакаріоцитів кісткового мозку щурів за ступенем диференціювання (МSD)  

після впливу МІ-1 у дозі 27 мг/кг (10-кратна від ефективної, концентрація 1010-4 М у крові)  
у порівнянні з контрольною групою 
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Рис. 4. Розподіл мегакаріоцитів кісткового мозку щурів (МSD) за кількістю сегментів ядра (А)  

та розмірами клітин (Б, мікромегакаріоцити 40 мкм і менше, гігантські мегакаріоцити 120 мкм і більше)  
після впливу МІ-1 у дозі 27 мг/кг (10-кратна від ефективної, концентрація 1010-4 М у крові)  

у порівнянні з контрольною групою, *p< 0,017, **p< 0,003 
 
За умов впливу МІ-1 у найвищій дослідженій дозі 

зростає частка базофільних і поліхроматофільних мега-
каріоцитів невеликих розмірів (40 мкм і менше, названі 
мікромегакаріоцитамир=0,015) при зменшенні частки 
гігантських мегакаріоцитів на рівні тенденції (120 мкм і 
більше, рис. 4 Б, р=0,043). Зростання кількості незрілих 
мегакаріоцитів із одночасним збільшенням кількості 
гіпосегментованих і мікромегакаріоцитів після впливу 
МІ-1 у десятикратній дозі свідчить про затримку дифе-
ренціювання вказаних клітин, що може обумовлювати 
зменшення продукції тромбоцитів. Наприклад відомо, 
що збільшення кількості тромбоцитів у крові супрово-
джується збільшенням кількості гігантських гіперсегме-
нтованих мегакаріоцитів у кістковому мозку [28-30]. 
Тромбоцитоз у крові також пов'язаний із надмірною 
продукцією тромбоцитів внаслідок порушення проліфе-
рації і диференціювання мегакаріоцитів за неопластич-
ного переродження гемопоетичних клітин, наприклад, 
за остеомієлофіброзу та хронічної мієлоїдної лейкемії 
[26, 31, 32]. МІ-1 інгібує VEGF-R1,2,3, PDK1, YЕS, Src 
(h) та інші кінази [9-11], які залучені до проліферації і 
диференціювання мегакаріоцитів.Показано, що стиму-
лювання VEGF-R1 призводить до диференціювання 
мегакаріоцитарних попередників, переміщення їх до 
синусоїдів кісткового мозку і, як наслідок, до збільшення 
кількості тромбоцитів у крові [33]. На відміну від цього, 
стимулювання VEGF-R2 активує проліферацію і вижи-
вання мегакаріобластів, кількість тромбоцитів при цьо-

му не змінюється. VEGF-R3 виконує регуляторну роль у 
мегакаріоцитопоезі, відновлюючи популяцію цих клітин 
після гострого пригнічення гемопоезу (сублетальне 
опромінення, вплив високих доз 5-фторурацилу та ін.) 
та збільшуючи кількість тромбоцитів у відповідь на дію 
тромбопоетину [34].Зміна морфофункціонального стану 
мегакариоцитів за впливу МІ-1 також може бути опосе-
редкована пригніченням активності PDK1-кінази, яка 
активується РІ3-кіназою за впливу тромбопоетину [35, 
36]. Так, дефіцит PDK1-кінази у мишей призводить до 
тромбоцитопенії і зменшення функціональної активнос-
ті тромбоцитів (зменшення агрегації, ретракції згустку 
та ін.) [37].Тому виявлене нами збільшення вмісту гіпо-
сегментованих мегакаріоцитів та мікромегакаріоцитів 
одночасно із зростанням незрілих промегакаріоцитів на 
тлі зменшення зрілих поліхроматофільних і оксифіль-
них мегакаріоцитів за впливу МІ-1 свідчить про затрим-
ку диференціювання цих клітин. Такі зміни і призводять 
до зменшення продукції тромбоцитів, і як наслідок, до 
тромбоцитопенії у крові. Разом із тим, зменшення кіль-
кості тромбоцитів у крові після впливу МІ-1 може бути 
пов'язаним також із їх концентруванням у зонах пошко-
дження, оскільки спостерігаються порушення мікроцир-
куляції у різних тканинах після впливу даної сполуки у 
вказаних дозах [38-40]. 
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МЕГАКАРИОЦИТОПОЭЗ КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ИНГИБИТОРА ПРОТЕИНКИНАЗ  

ПРОИЗВОДНОГО МАЛЕИМИДА С ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ АКТИВНОСТЬЮ 
Исследовано влияние ингибитора протеинкиназ производного малеимида МІ-1 (1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-фениламино)-1Н-пиррол-2,5-

дион) с противоопухолевой активностью на морфофункциональное состояние мегакариоцитов костного мозга и количество тромбо-
цитов в крови при подостром воздействии в дозах, которые в пять и десять раз превышают эффективную противоопухолевую. Уста-
новлено, что при воздействии МІ-1 в эффективной дозе 2,7 мг/кг в течение 14 суток количество тромбоцитов в крови и мегакариоци-
тов, которые образуют тромбоциты, в костном мозге не отличается от значений контрольной группы. Увеличение дозы МІ-1 в пять и 
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десять раз (13,5 и 27 мг/кг соответственно) приводит к уменьшению количества тромбоцитов в крови (p=0.012; p=0.027 соответствен-
но) без изменений количества мегакариоцитов в костном мозге в сравнении с контролем. Анализ морфофункционального состояния 
мегакариоцитов при воздействии МI-1 в 10-кратной дозе свидетельствует об увеличении незрелых промегакариоцитов, гипосегменти-
рованных и микромегакариоцитов на фоне уменьшения зрелых полихроматофильных и оксифильных мегакариоцитов, а также гигант-
ских и гиперсегментированных клеток. Выявленные изменения мегакариоцитопоэза при воздействии МI-1 в 10-кратной от эффективной 
дозе свидетельствуют о задержке дифференцировки мегакариоцитов, что и приводит к уменьшению продукции тромбоцитов и, вмес-
те с их концентрированием в зонах нарушения микроциркуляции в различных тканях, тромбоцитопении в крови.  

Ключевые слова: производное малеимида, ингибитор протеинкиназ, мегакариоциты, тромбоциты. 
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EFFECT OF MALEIMIDE DERIVATIVE PROTEIN KINASES INHIBITOR  

WITH ANTITUMOR ACTIVITY ON MEGAKARYOCYTOPOIESIS OF RATS 
The effect of the inhibitor protein kinases maleimidederivative MI-1 (1-(4-Cl-benzyl)-3-Cl-4-(CF3-phenylamino)-1Н-pyrrole-2,5-dione) with antitumor 

activity at doses at five times (13.5 mg/kg) and ten times (27 mg/kg) the effective dose for subacute exposure onmorphofunctional state of bone marrow 
megakaryocytes and platelet count in the blood of rats have been studied. MI-1 at the dose of 2.7 mg/kg (effective antitumor – decreases the number of 
colon tumors and the affected area of the colon of rats) during 14 days does not changethe count of plateletsin the blood and megakaryocytes, which 
form platelets, in the bone marrow comparedto the untreated control group. Increasing the dose of MI-1 to 5- and 10-times (13.5 and 27 mg / kg, 
respectively) leads to a decrease in the number of platelets in the blood (p=0.012; p=0.027, respectively) without changes in the number of 
megakaryocytes in the bone marrow compared to the untreated control. Analysis of the morphofunctional state of megakaryocytes at the10-fold 
increased dose of MI-1 indicatesan increase in immature promegakaryocytes, hyposegmented and micromegakaryocytes to reduce background mature 
polichromatophilicand oxyphilicmegakaryocytes and hypersegmented and giant cells. Megakaryocytopoiesis revealed changes under the influence of 
MI-1 in 10-times the effective dose testify delay differentiation of megakaryocytes, which causes a decrease platelet production and, including their 
concentration in the altered areas of microcirculation in various tissues, leading to thrombocytopenia in the blood of rats.  

Key words: maleimide derivative, protein kinases inhibitor, megakaryocytes, platelets. 
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ЕКСПРЕСІЯ ГЕНА AQP8 В ЕПІТЕЛІОЦИТАХ ДВАНАДЦЯТИПАЛОЇ КИШКИ ЩУРІВ  

ПРИ ДІАРЕЇ ЗА УМОВ ТРИВАЛОЇ ШЛУНКОВОЇ ГІПОХЛОРГІДРІЇ 
 

Показано зниження рівня експресії гена Aqp8 в епітеліоцитах ворсинок і крипт дванадцятипалої кишки на тлі ін-
тенсифікації процесів утворення вільних радикалів при діареї за гіпоацидних умов. При введенні мультипробіотика 
Симбітер за тих самих умов рівень експресії проаналізованого гена в епітеліоцитах ворсинок і крипт наближався до 
контрольних значень. 

Ключові слова: шлункова гіпохлоргідрія, дванадцятипала кишка, діарея, експресія генa, Aqp8, мультипробіотик.  
 

Вступ. Гіпоацидність шлункового соку має багатофа-
кторну етіологію: вона супроводжує ряд захворювань 
(атрофічний гастрит, рак шлунка, аутоімуні порушення) і 
є результатом прийому фармакологічних препаратів – 
інгібіторів протонної помпи парієтальних клітин шлунка, 
поширеними представниками яких є омепразол, панто-
празол тощо [1, 2]. Будучи достатньо безпечними, вони, 
тим не менш, здатні призводити до підвищення рівня 
гастрину в крові – гіпергастринемії [3]. Крім цього, розви-
ток дисбіозу – один із ключових наслідків тривалої гіпо-
ацидності, при якому спостерігається колонізація шлун-
ково-кишкового тракту (ШКТ) умовно-патогенною мікро-
флорою, яка викликає тривалу ендогенну інтоксикацію, 
діарею і є додатковим чинником, який, окрім гіпергастри-
немії, сприяє шлунковому канцерогенезу, а також виник-
ненню спорадичних пухлин в інших ділянках ШКТ, зок-
рема у дванадцятипалій кишці (ДПК) [4, 5].   

Накопичення прозапальних молекул із джерела ен-
догенного запалення і вплив клітинних та секреторних 
компонентів дисбіотичної мікрофлори можуть призво-
дити до розвитку запального процесу, наслідком чого є 
як потужна генерація активних форм кисню (АФК), так і 
ініціація окисного стресу (ОС) [6-7].  

Поглинання води є однією з ключових функцій ки-
шечника. Регулювання трансепітеліального транспорту 
рідини в ШКТ залежить від активності й кількості пере-
носників, таких як: водні канали (пори) – аквапорини 
(AQPs, принаймні – 11 ізоформ), електрогенний транс-
мембранний регуляторний білок CFTR, електронейтра-
льний натрій–водневий транспортер 3 (NHE3), електро-
генний натрієвий канал – ENaC тощо [8-12].  

Аквапорини складають сімейство невеликих інтег-
ральних мембранних білків великої родини основних 
внутрішніх білків (MIP), що селективно проникні для 
води і діють за осмотичними градієнтами [11, 13]. Аква-
порин 8, який кодується геном Aqp8, знаходиться в епі-
теліальних клітинах тонкої та товстої кишок, а також в 
апікальній мембрані колоноподібних поглинаючих епі-
теліоцитів ворсинок і крипт ДПК щурів [14-16]. 

Показано залучення AQPs, зокрема зміну експресії 
Aqp8 у клітинах кишечника при захворюваннях, що су-
проводжуються порушеннями в транспорті води: при 
нецукровому діабеті, виразковому коліті, запальній хво-
робі кишечника (IBD), хворобі Крона, діареї, зумовленій 
харчовою алергією, карценогенезі тощо, як у людини, 
так і в тварин [11, 13, 16].   

Для корекції структурно-функціональних порушень у 
ШКТ використовують пробіотичні препарати, які вико-
нують важливу роль у підтриманні загального гомео-
стазу організму за рахунок оптимізації його мікроеколо-
гічного статусу [17, 18]. Препарати групи "Симбітер® 
ацидофільний" концентрований (далі Симбітер) є мак-
симально наближеною до природних мікробіоценозів 
організму людини та тварин концентрованою біомасою 
живих клітин мультикомпонентного симбіозу пробіотич-
них бактерій (Bifidobacterium bifidum, B. longum, 
Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, 
Propionibacterium freudenreichii, P. acidipropionici, 
Lactococcus lactis, Acetobacter aceti, Streptococcus 
salivarius) [17, 18].  

На сьогодні мало що відомо про можливу роль ано-
малій у транспорті електролітів та води в патогенезі діа-
реї, пов'язаної з дисбіотичними змінами внаслідок дії 
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тривалої гіпохлоргідрії. Тому метою роботи було проана-
лізувати експресію гена Aqp8 в епітеліоцитах ДПК щурів 
за довготривалого пригнічення кислотоутворення в шлу-
нку та при введенні мультипробіотичного препарату. 

Об'єкт та методи досліджень. У дослідженні вико-
ристовували білих нелінійних статевозрілих щурів-
самців з масою 180-200 г, яких утримували на стандар-
тному раціоні віварію. У роботі дотримувалися міжна-
родних рекомендацій для проведення медико-біоло-
гічних досліджень із використанням тварин відповідно 
до "Європейської конвенції про захист хребетних тва-
рин, що використовуються для наукових експериментів 
або в інших наукових цілях".  

Тварин розділяли на чотири групи. У контрольній 
(першій) групі використовували щурів, яким протягом 
28 діб вводили інтраперитонеально 0,2 мл та перора-
льно 0,5 мл води для ін'єкцій. Тварини другої групи про-
тягом 28 діб перорально отримували Симбітер (вироб-
ництва ТОВ "О.Д. Пролісок") у дозі 0,14 мл/кг, розчине-
ний у 0,5 мл води для ін'єкцій. Моделювання гіпоацид-
ного стану (третя група) проводили за допомогою внут-
рішньочеревного введення 14 мг/кг омепразолу 1 раз на 
добу протягом 28 діб [19]. Четверта група щурів одноча-
сно з інтраперитонеальним введенням омепразолу пе-
рорально отримувала Симбітер у вищезазначеній дозі. 
Кількість тварин у кожній експериментальній групі – 8-10.  

Вміст нітрит-іонів визначали методом Грісcа з мо-
дифікаціями за [20]. Вміст загального білка визначали 
за методом Лоурі [21]. Епітеліоцити ворсинок та крипт iз 
ДПК ізолювали за допомогою низькотемпературного 
методу [22].  

РНК отримували за методом Chomczynski [23]; Син-
тез кДНК та кількісну полімеразну ланцюгову реакцію в 
реальному часі (Real-time PCR, кПЛР) за допомогою 
комерційного набору "Thermo Scientific Verso SYBR 
Green 1-Step qRT-PCR ROX Mix" ("Thermo Scientific", 
Литва), використовуючи по 0,4 мкмоль/л кожного прай-
мера, проводили за таких, рекомендованих фірмою-
виробником, температурних умов: синтез кДНК 50°С – 
30 хв; ініціююча денатурація 95°С – 15 хв; далі 40 цик-
лів: денатурація ДНК 95°С – 15 с; гібридизація прайме-

рів 50єС – 35 с; добудова ланцюга 72° С – 30 с.; елон-
гація ампліфікатів 72°С – 5 хв.  

У реакціях було використано такі послідовності 
праймерів: для Aqp8 (код відповідної мРНК – 
NM_019158.2) – прямий – 
CAGATATGTCTGGGGAGCAGACGC та зворотний – 
CTGCCAGCAGTTCTTCACCTCGAC; для для Actb 
(NM_031144.3, ген β-актину, що використовується в 
якості внутрішнього контролю реакції завдяки конститу-
тивній експресії) – прямий – 
TGGGACGATATGGAGAAGAT та зворотний – 
ATTGCCGATAGTGATGACCT.  

Відтворюваність результатів ампліфікації було пе-
ревірено в паралельних експериментах шляхом повто-
рення кПЛР на зразках РНК усіх тварин, із кожним 
праймером не менше трьох разів. Після кожного циклу 
ампліфікації зчитувалась флуоресценція барвника 
SYBR Green I, а по закінченні реакції будувалась крива 
плавлення для контролю утворення димерів праймерів 
та специфічності реакції. Початкову кількість мРНК об-
раховували за порівняльним CT методом "ΔΔCT 
Method", ефективність ПЛР реакцій була однаковою (Ex 
= (10-1/slope)-1, slope < 0,1 [20]. Відносну кількість мРНК 
зазначених генів нормалізували до мРНК Actb.  

Статистичну обробку результатів досліджень про-
водили на комп'ютері з використанням програмного 
пакету GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Software Inc., 
США). Отримані дані тестували на нормальне розподі-
лення за допомогою тесту Шапіро-Вілка. Подальший 
обрахунок результатів відбувався за допомогою дво-
факторного дисперсійного аналізу (two-way ANOVA) із 
пост тестом Бонферонні. Отримані результати наведені 
у вигляді середнього арифметичного ± середньоквад-
ратичне відхилення (дисперсія) – SD, n = 7 – 10. Ре-
зультати вважали значущими, коли p ≤ 0,05. 

Результати та їх обговорення.  
З'ясовано, що за умов тривалої шлункової гіпохлор-

гідрії в епітеліальних клітинах ДПК вміст органічних ніт-
рит-іонів зростав: в епітеліоцитах ворсинок – у 2 рази  
(р ≤ 0,0001), в епітеліоцитах крипт – в 1,7 раза  
(р ≤ 0,0001) відносно контролю (Таблиця 1).  

 
Таблиця  1. Вміст нітрит-іонів в епітеліоцитах дванадцятипалої кишки щурів  

за умов тривалої гіпохлоргідрії (M ± SD, n = 10) 

Група тварин Епітеліоцити нмоль Ч мг білка-1 
ворсинки 2,23  0,221чч Контроль 
крипти 1,74  0,193чч 
ворсинки 1,86  0,201*/ччч Симбітер 
крипти 1,35  0,123**/ччч 
ворсинки 4,52  0,463****/чччч Омепразол 
крипти 2,93  0,281****/чччч 
ворсинки 2,55  0,274####/ч Омепразол  

+ Симбітер крипти 2,11  0,232*/###/ч 
 

Примітки: ****, **, * – p ≤ 0,0001, p ≤ 0,01, p ≤ 0,05 відносно контролю; ####, ###, – p ≤ 0,0001, p ≤ 0,001 відносно тварин, яким 
вводили лише омепразол; чччч, ччч, чч, ч – p ≤ 0,0001, p ≤ 0,001, p ≤ 0,01, p ≤ 0,05 ворсинки порівняно з криптами. 

 
Монооксид нітрогену (NO) – найменша з відомих на 

сьогодні сигнальних молекул, що продукується майже 
виключно ензиматичним шляхом – під дією спеціалізо-
ваних NO-синтаз (NOS) [24]. Нітрит-іони є стабільним 
продуктом, що відображає рівень NO в тканинах. Нині 
вважається, що основним джерелом базального рівня 
NO в ДПК є конститутивні ізоформи NOS з ендотелію 
судин та нервів, а також низький рівень експресії інду-
цибельної NOS, що кодується геном Nos2 [25]. Проте 
збільшення вмісту NO в клітинах ДПК може викликати 
нітрування та нітрозилювання білків та ДНК, що може 
призвести до функціонального та структурного пошко-

дження органа [24]. Окрім того, враховуючи раніше по-
казане нами зростання вмісту O2

- [26], можна зробити 
припущення про генерацію пероксинітриту (ONOO-) за 
таких умов, оскільки він є продуктом взаємодії суперок-
сидного аніону та NO. Завдяки своїм властивостям пе-
роксинітрит здатний викликати пошкодження широкого 
спектру молекул: окиснювати NH- і SH-групи білків, ін-
дукувати процеси ліпопероксидації у мембранах та ви-
кликати одноланцюгові розриви ДНК [24]. 

Отже, збільшення вмісту нітрит-іонів може свідчити 
про розвиток запалення в ДПК, яке супроводжується по-
силенням процесів утворення вільних радикалів [6, 7, 24].  
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При сумісному введенні мультипробіотика Симбітер 
щурам із гіпоацидним станом зазначений показник зни-
жувався в 1,8 раза в епітеліоцитах ворсинок  
(р ≤ 0,0001) і в 1,4 раза в криптах (р ≤ 0,001) відносно 
групи тварин, яким вводили омепразол. Проте лишався 
підвищеним в 1,3 раза (р ≤ 0,05) в епітеліоцитах крипт 
відносно контролю. Це свідчить про зменшення запа-
льних процесів у ДПК за рахунок протимікробної та ан-
тиоксидантної дії мультипробіотика Симбітер [6, 7, 17, 
18]. Таким чином, на першому етапі дослідження пока-
зано інтенсифікацію прооксидантного фактора в кліти-
нах ДПК за гіпоацидних умов і показано його пригнічен-
ня за умов введення мультпробіотика. 

Дослідження характеру експресії гена Aqp8 показа-
ло, що рівні його експресії в контрольній та другій групі 

епітеліоцитів крипт значуще не відрізнялися, так само 
як і у ворсинках. За умов тривалого пригнічення кисло-
топродукуючої функції шлунка щурів цей показник зни-
жувався: у 2 рази в епітеліоцитах ворсинок (р ≤ 0,0001) і 
в 2,5 раза в криптах (р ≤ 0,0001) відносно контролю. 
Рівень мРНК гена Snn1b в епітелії ворсинок ДПК щурів, 
які разом з омепразолом отримували мультипробіотик, 
повертався до контрольних значень порівняно з твари-
нами третьої групи (р ≤ 0,0001). За аналогічних умов 
зазначений показник у криптах зростав в 1,9 раза  
(р ≤ 0,0001) по відношенню до показників групи з гіпо-
ацидним станом шлунка та лишався зменшеним в  
1,3 раза (р ≤ 0,05) відносно контролю (рис. 1.).  
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Рис. 1. Рівень експресії мРНК гена Aqp8 у різних типах епітеліальних клітин дванадцятипалої кишки щурів  
за умов тривалої гіпоацидності та при введенні мультипробіотика.  

**** – p ≤ 0,0001, * – p ≤ 0,05 відносно контролю; #### – p ≤ 0,0001 відносно тварин, яким вводили лише омепразол; 
чч – p ≤ 0,01 ворсинки порівняно з криптами 

 
ШКТ здатний секретувати велику кількість води, а 

трансепітеліальна гіперсекреція рідини є основою сек-
реторною діареї. Однак дефекти в поглинанні води в 
кишечнику, як і порушення механізмів абсорбції іонів (в 
основному, Na+, H+, Cl-) є характерними ознаками запа-
лення в слизовій кишечника й призводять до діареї [4, 
8, 9, 13]. Супутні механізми останньої можуть поєднува-
ти активування секреції, зменшення поглинання та де-
фекти бар'єрної функції епітелію [11, 13]. Як і при запа-
льній хворобі кишечника, діарея, є доволі розповсю-
дженим проявом гіпохлоргідрії шлунка [4].  

Хоча CFTR відіграє вирішальну роль у регуляції 
електролітного гомеостазу, не так багато відомо про 
експресію його гена в слизовій оболонці кишечника при 
запаленні. Відомо, що гіперекспресія Cftr може призве-
сти як до підвищеної секреції іонів хлору, так і до зни-
ження поглинання іонів натрію в слизової оболонки, що, 
у кінцевому рахунку, сприятиме діареї, наприклад, при 

дії бактеріальних ентеротоксинів [8]. Раніше нами було 
показано [12] вірогідне зростання експресії Slc9a3 (гена, 
що кодує натрій–водневий транспортер 3 – NHE3) за 
умов тривалої шлункової гіпохлоргідрії і за підвищеної 
експресії Cftr, що може свідчити про порушення в по-
глинанні Na+ ворсинками та криптами епітелію саме 
ДПК, і можна співставити з роботами, де продемонст-
ровано Cftr-індуковану експресію мРНК гена Slc9a3 в 
епітелії тонкого й товстого кишечника [8, 27]. Окрім цьо-
го, у попередніх дослідженнях ми виявили вірогідне 
зменшення експресії гена Snn1b (гена, що кодує натріє-
вий канал – ENaC) за умов тривалої шлункової гіпохло-
ргідрії й на тлі підвищеної експресії Cftr, що може свід-
чити про зниження реабсорбції іонів натрію в епітеліо-
цитах ДПК [12].  

Нами було виявлено зниження експресії гена аква-
порину 8 – Aqp8 при раніше встановленому зменшенні 
експресії Snn1b та зростанні Cftr і Slc9a3, що свідчить 
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про поєднання дефектів як у поглинанні води у ДПК, так 
і в механізмах абсорбції іонів при діареї внаслідок три-
валої шлункової гіпоацидності [12]. Так, наприклад, 
зменшення рівня експресії Aqp8 корелювало з погір-
шенням симптомів діареї, зокрема при хворобі Крона та 
виразковому коліті [11, 13]. 

Таким чином, зміни в експресії Aqp8 в епітеліоцитах 
дванадцятипалої кишки щурів можуть також відігравати 
важливу роль наряду із CFTR у патогенезі діареї, асо-
ційованої із запаленням, шляхом змін функцій та влас-
тивостей Cl-, Na+, К+ – каналів, Cl-/HCO3

- – транспортеру 
SLC26A3, NHE3, ENaC, змін у секреції слизу й погли-
нанні води [8, 9, 11, 13, 27]. 

У той же час у деяких дослідженнях на різних моде-
лях запального процесу отримано неоднозначні резуль-
тати й запропоновано, що так як порушення у всмокту-
ванні Na+ і Cl- асоційовані зі зменшенням різниці елект-
ричних потенціалів та активності Na+/K+-АТФ-ази клітини, 
функціонування якої є також необхідною для апікальної 
секреції Cl- [27], можна припустити, що аномалії в погли-
нанні іонів натрію та хлору більшою мірою, ніж у секреції 
іонів хлору, є первинними, а порушення в поглинанні 
води – вторинними в патогенезі діареї [8, 9, 27].  

Отже, встановлені зміни експресії гена Aqp8 в епі-
теліоцитах ворсинок та крипт за умов тривалої шлунко-
вої гіпоацидності свідчать про розвиток патологічних 
процесів у тканині ДПК, зокрема запалення та діареї 
[11] внаслідок зменшення поглинання води на доданок 
до показаних нами раніше – збільшенні трансепітеліа-
льної секреції іонів хлору та пригніченні епітеліального 
всмоктування NaCl. При цьому продемонстровано клю-
чову роль саме дисбіозу травного тракту в ініціації по-
шкодження епітеліоцитів, наприклад, за рахунок дегра-
нуляції тучних клітин – мастоцитів, як було продемонс-
тровано в колоноцитах при запальній хворобі кишечни-
ка, хворобі Крона [28]. Адже мастоцити є проміжною 
ланкою між запальними клітинами, їх медіаторами та 
нервовою системою в нервово-гуморальній регуляції 
ШКТ. Під час активації мастоцитів, наприклад, прозапа-
льними молекулами з джерела ендогенного запалення 
і/або клітинними та секреторними компонентами дисбі-
отичної мікрофлори вивільняються різноманітні медіа-
тори, у тому числі гістамін, простагландин D2, лейкотрі-
єн С4, фактор активації тромбоцитів, гепарин та нейт-
ральні протеази. [28, 29]. Крім цього, було виявлено 
зміни в транспорті іонів після активування мастоцитів, 
що призводило до розвитку запалення та сенсомотор-
ної дисфункції кишечника [30]. 

Також нами визначено, що до біохімічних механізмів 
ушкодження ДПК за умов тривалої шлункової гіпоацид-
ності залучається інтенсифікація прооксидантного фак-
тору, що посилюється за цих умов, та зміни в експресії 
генів Aqp8, Cftr, Snn1b, Slc9a3 у відповідь на патогенну 
мікрофлору. Нормалізація експресії проаналізованих 
генів при застосуванні мультипробіотичного препарату 
також свідчить про істотний внесок дисбіотичних пору-
шень у патологічні процеси, що відбуваються в епітелі-
оцитах ДПК за умов тривалої гіпохлоргідрії. Стосовно 
можливих механізмів впливу мультипробіотка Симбітер 
на експресію генів у ДПК, перш за все, слід зазначити 
його здатність елімінувати бактеріальну колонізацію 
ШКТ та дисбіоз [7, 17, 18]. Ефективність дії досліджува-
ного препарату пов'язана з широким спектром його біо-
логічної активності та високим рівнем безпечності для 
організму. Адже продукти життєдіяльності бактеріаль-
них штамів, представлених в препараті Симбітер: коро-
тколанцюгові жирні кислоти, вітаміни, імуномодулятори 
тощо володіють антиоксидантними властивостями, за-
вдяки чому вони здатні гальмувати розвиток ОС та 

знижувати інтенсивність запальних і деструктивних 
процесів у ШКТ й асоційованих органах [6, 7, 17-19].  

Висновки. Показано, що тривале експерименталь-
не пригнічення кислотної секреції шлунка супроводжу-
ється зміною експресії гена Aqp8 в епітеліоцитах ДПК 
щурів. При введенні мультипробіотика Симбітер за тих 
самих умов рівень експресії цього гена в епітеліоцитах 
ворсинок і крипт наближався до контрольних значень. 
Отримані дані можуть свідчити про залучення аквапо-
рину до головних медіаторів транспорту електролітів у 
патогенезі діареї при розвитку запального процесу у 
ДПК, обумовленого дисбіотичними змінами за умов 
тривалої гіпохлоргідрії. 
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА AQP8 В ЭПИТЕЛИОЦИТАХ ДВЕНАДЦАТИПЕРСТНОЙ КИШКИ КРЫС 
ПРИ ДИАРЕЕ В УСЛОВИЯХ ДЛИТЕЛЬНОЙ ЖЕЛУДОЧНОЙ ГИПОХЛОРГИДРИИ 

Показано уменьшение уровня экспрессии гена Aqp8 в эпителиоцитах ворсинок и крипт двенадцатиперстной кишки крыс на фоне ин-
тенсификации процессов образования свободных радикалов при диарее в гипоацидных условиях. При введении мультипробиотика Сим-
битер в тех же условиях уровень экспрессии данного гена в эпителиоцитах ворсинок и крипт приближался к контрольным значениям. 

Ключевые слова: желудочная гипохлоргидрія, двенадцатиперстная кишка, диарея, экспрессия генa, Aqp8, мультипробиотик. 
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EXPRESSION OF AQP8 GENE IN RAT DUODENAL  

WITH DIARRHEA UPON LONG-TERM GASTRIC HYPOCHLORHYDRIA 
The decreasing of Aqp8 gene's expression in rat duodenal villus and crypt epithelial cells against the background of intensification of free 

radical formation with diarrhea upon gastric hypoacidic conditions were shown. The level of above mentioned gene's expression both in villus and 
crypt epitheliocytes approached to the control value upon the treatment of hypoacidic rats with multiprobiotic Symbiter. 

Key words: gastric hypoacidity, duodenal, diarrhea, gene expression, Aqp8, multiprobiotic. 
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ВІКОВІ ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ЗМІНИ DROSOPHILA ПРИ УТРИМАННІ 
НА СЕРЕДОВИЩІ З АЛЬФА-КЕТОГЛУТАРАТОМ 

 
Досліджено деякі метаболічні показники та показники функціонального старіння у самців плодової мушки D. 

melanogaster w1118 при вирощуванні на середовищі з альфа-кетоглутаратом (АКГ). Харчовий АКГ підвищував вміст 
амінокислот та білка у 2-денних самців та триацилгліцеридів у 24-денних самців без впливу на антиоксидантну сис-
тему самців обох вікових груп. Також АКГ підвищував стійкість до теплового стресу в обох вікових групах, не впли-
вав на стійкість до оксидантів і запобігав зниженню рухової активності самців старшого віку. 

Ключові слова: амінокислоти, триацилгліцериди, тепловий стрес, локомоторна активність. 
 
Вступ. Альфа-кетоглутарат (АКГ) є проміжним ме-

таболітом циклу Кребса та реакцій амінуван-
ня/трансамінування амінокислот. На даний час вивча-
ється вплив АКГ як харчової добавки, яка проявляє ба-
гатосторонні позитивні ефекти на організм. На ссавцях 
показано, що додавання солей альфа-кетоглутарової 
кислоти до їжі стимулює обмінні процеси та відновлен-
ня організму при ушкодженнях шлунково-кишкового 
тракту, травмах м'язів та кісток [12; 26]. Встановлено, 
що стимулювання синтезу білка при станах білкового 
дефіциту зумовлене тим, що АКГ є джерелом для біо-
синтезу таких амінокислот, як пролін, глутамат, глута-
мін та аспартат [12; 17]. Окрім того, виявлена здатність 
АКГ стимулювати мітохондріальне дихання та окисне 
фосфорилювання у печінці білих щурів [16]. У здорових 
людей з віком концентрація АКГ в плазмі крові суттєво 
знижується і при цьому уповільнюються процеси біоси-
нтезу білка, тому було запропоновано розглядати АКГ 
як потенційно анти-віковий фактор [12; 22]. На сьогодні 
наявні лише окремі дослідження з використання харчо-
вого АКГ для запобігання зниження функціональної 
активності та метаболічних процесів з віком. Так, вияв-
лено, що харчовий АКГ здатен підтримувати редокс-
гомеостаз та модулювати антиоксидантний захист у 
старих мишей [22]. Показана здатність екзогенного АКГ 
збільшувати тривалість життя нематоди Caenorabditis 
elegans за механізмом подібним до механізму калорій-
ного обмеження [8].  

У наших попередніх дослідженнях було знайдено, 
що вирощування плодової мушки Drosophila 
melanogaster на середовищі, яке містило АКГ, по-
різному впливало на амінокислотний обмін у молодих 
особин лінії Canton S [20]. З використанням іншої лінії 
мушок – w1118, нами було показано, що харчовий АКГ 
викликає різні метаболічні зміни у молодих та серед-
ньо-вікових особин D. melanogaster, які відображаються 
на стійкості до стресів та плодючості. Так, вирощування 
на АКГ призводило до підвищення вмісту білка, зни-
ження вмісту триацилгліцеридів та індукції оксидатив-
ного стресу у молодих самок w1118, а в самок старшого 
віку АКГ спричиняв протилежні зміни [4]. У вказаному 
дослідженні були використанні лише самки. Враховую-
чи, що раніше нами були виявлені метаболічні відмін-
ності у молодих самців та самок плодової мушки лінії 

Canton S за вирощування на АКГ [20], у даній роботі ми 
прагнули з'ясувати, чи будуть спостерігатися відміннос-
ті у впливі харчового АКГ на метаболізм самців  
D. melanogaster w1118 молодого та старшого віку. Також 
ми дослідили, чи тривале споживання їжі, збагаченої 
АКГ, може сповільнювати функціональне старіння сам-
ців w1118. Як показники функціонального старіння були 
оцінені стійкість до низки стресорів та індукована рухо-
ва активність самців [10; 11].  

Метою даної роботи було дослідити фізіолого-
біохімічні особливості молодих (2-денних) та середньо-
вікових (24-денних) самців D. melanogaster лінії w1118 за 
культивування на АКГ. 

Матеріали і методи. У роботі використовували лі-
нію w1118 D. melanogaster, отриману з Блюмінтонського 
Стокового Центру університету Індіани (США). Особли-
вістю лінії є наявність білих очей через мутацію у гені 
white. Батьківську культуру мух утримували на дріж-
джово-мелясному середовищі [20]. Експериментальні 
культури мух вирощували на середовищі, яке містило 
5 % сухих пекарських дріжджів, 5 % сахарози, 1 % агару 
та 0,18 % ніпагіну (для інгібування росту цвілевих гри-
бів). У дослідні середовища додатково вносили 10 мМ 
розчин натрієвої солі АКГ(кінцева концентрація) [20]. 
Культивування проводили при 25 °С, постійній вологос-
ті (50-60 %) та світловому режимі день:ніч – 16:8. Після 
вилуплення мух розділяли за статтю шляхом анестезу-
вання за допомогою вуглекислого газу. У подальших 
експериментах використовували лише самців, яких або 
переводили на свіжі середовища того самого складу 
для отримання 24-денних особин, або використовували 
для біохімічних та фізіологічних тестів. Заміну середо-
вищ проводили кожного другого дня.  

Визначення індукованої рухової активності базува-
лось на явищі негативного геотаксису у мух [10]. Для 
цього по 10 самців вносили у скляні пробірки, струшу-
вали їх на дно та фіксували кількість особин, які долали 
відстань 5 см догори за 20 с. У кожному з чотирьох не-
залежних повторів протестовано по 40 мух. Стійкість до 
теплового стресу визначали за часом впадання мух у 
теплову кому при 39, 40 та 41 °C. У кожному з трьох 
незалежних повторів було тестовано по 10–12 самців. 
Для визначення стійкості до голодування по 10 самців 
вносили у скляні пробірки, які містили 1,25 мл 1 % агару 
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та закривали ватними корками, щоб обмежити підси-
хання середовища. У кожному з чотирьох незалежних 
повторів було тестовано по 3 пробірки. Кількість загиб-
лих мух фіксували кожні 24 годин. Для визначення стій-
кості до оксидантів самців переносили у пробірки, які 
містили утрамбовану смужку серветки, просочену роз-
чином 5 % сахарози, що додатково містила 5 % перок-
сид водню, 20 мМ менадіон або 10 мМ нітропрусид на-
трію (НПН) [10]. У кожному з трьох незалежних повторів 
було тестовано по дві пробірки з 10 самцями у кожній. 
Кількість живих мух підраховували через 48 годин від 
початку експозиції.  

Масу однієї мухи визначали як середнє арифметич-
не маси десяти особин, зважених на торсійній вазі 
WTW 2 ("Techniprot", Польща). Вміст води визначали за 
різницею маси тіла мушок до і після висушування у су-
шильній шафі при 60 °С.  

Приготування безклітинних екстрактів мух здійсню-
вали як описано раніше [4]. Активність каталази визна-
чали за швидкістю розкладання пероксиду водню при 
240 нм, використовуючи коефіцієнт молярної абсорбції 
для Н2О2 39,4 М-1см-1 [1]. Для визначення SH-груп у 
низькомолекулярних сполуках, амінокислот, орнітину та 
кетокислот білки попередньо осаджували 10 % трихло-
роцтовою кислотою. Вміст SH-груп визначали за мето-
дом Елмана [9]. Вміст амінокислот визначали за їх вза-
ємодією з нінгідрином з утвореннням комплексу блаки-
тного кольору з максимум поглинання при 570 нм [18]. 
Сумарний вміст орнітину та проліну визначали за взає-
модією з нінгідрином з утворенням комплексу рожево-
червоного кольору при кислих значеннях рН з макси-

мумом поглинання при 512 нм [5]. Для визначення ли-
ше проліну, досліджуваний препарат обробляли нітри-
том натрію. Вміст вільного орнітину розраховували за 
різницею між загальним вмістом двох амінокислот та 
вмістом вільного проліну. Вміст кетокислот визначали за 
зв'язуванням 2,4-динітрофенілгідразину з карбонільними 
групами кетокислот у лужному середовищі з утворенням 
2,4-динітрофенілгідразинів з максимумом поглинання 
при 420 нм [24]. Для побудови калібрувальної кривої ви-
користовували стандартний розчин пірувату. Концентра-
цію протеїнів визначали за методом Бредфорд [6]. Як 
стандарт використовували бичачий сироватковий аль-
бумін. Вміст сечовини, глюкози та триацилгліцеридів 
(ТАГ) визначали з використанням діагностичних наборів 
фірми "Cormay" (Ломянкі, Польща) згідно з інструкціями 
виробника. Визначення вмісту глікогену здійснювали 
непрямим методом з використанням антрону [7]. 

Дані представлено як середнє ± похибка середнього 
(М ± m). Статистичну обробку здійснювали за допомо-
гою комп'ютерної програми „Mynova", використовуючи 
критерій Стьюдента.  

Результати та обговорення. Вирощування на се-
редовищі з 10 мМ АКГ (концентрація АКГ обрана на 
основі попередніх досліджень [4] не впливало на масу 
тіла, вміст води, вміст білка, сечовини, глюкози, глікоге-
ну, ТАГ та кетокислот у тілі 2-денних самців (табл. 1). 
Водночас, 2-денні самці, вирощені на АКГ, мали вищий 
вміст вільних амінокислот, і зокрема вищий вміст пролі-
ну (рис. 1) та орнітину (табл. 1), порівняно з контроль-
ними особинами (рис. 1, табл.1).  

 
Таблиця  1. Маса тіла та вміст деяких метаболітів у тілі дводенних самців лінії w1118,  

вирощених на середовищі з АКГ 

Середовище культивування 
Параметр 

Контроль 10 мМ АКГ 
Кількість повторів 

Маса тіла, мг 0.753±0.023 0.706±0.015 5-8 
Вміст води, % 74.9±2.6 79.7±2.5 4 
Білок, мг/ мг с.м. 37.3±2.0 41.6±2.8 8 
Глюкоза, мг/ г.с.м. 12,4±1,6 12,4±2,0 8 
Глікоген, мг/ г.с.м. 4,82±0,51 3.32±1.11 4 
ТАГ, мг/ г.с.м. 11,5±1,5 13,3±0,5 8 
Кетокислоти, мкмоль-екв пірувату на г.с.м. 6.06±0.65 6.48±1.12 5 
Сечовина, мг/ г.с.м. 0.78±0.06 0.9±0.06 3 
Орнітин, мкмоль/ г.с.м. 2.89±0.28 3.94±0.27* 5-7 

 
Примітки. * – відрізняється від відповідного значення у контролі з Р < 0,05. 
 
У 24-денних самців контрольної і дослідної груп спо-

стерігалися вікові зміни у низці вказаних показників, 
зокрема у них знижувався вміст загального білка (табл. 2) 

та зростав вміст вільних амінокислот, в тому числі про-
ліну (рис. 1), а також глюкози та ТАГ (табл. 2), порівня-
но з такими показниками у 2-денних особин. 

 
Таблиця  2. Вміст деяких метаболітів у тілі 24-денних самців лінії w1118,  

вирощених на середовищі з АКГ. 

Середовище культивування 
Параметр 

Контроль 10 мМ АКГ 
Кількість повторів 

Білок, мг/ г с.м. 33.4±0.34# 33.8±2.7# 5-6 
Глюкоза, мг/ г.с.м. 19.4±0.6# 18.2±1.3# 4-6 
ТАГ, мг/ г.с.м. 22.1±4.3# 41.9±11.0*# 4 

 
Примітки. # – відрізняється від відповідного значення у дводенних особин та * – від відповідного значення у контролі з Р < 0,05. 
 
Ці результати добре узгоджуються з попередніми 

дослідженнями щодо вікових змін у метаболізмі плодо-
вої мушки [4; 11]. Додавання АКГ до їжі не впливало на 
вміст білка, глюкози та амінокислот, але підвищувало 

вміст ТАГ у тілі 24-денних самців, порівняно з контро-
льними особинами (табл. 2). Отже, харчовий АКГ по-
різному впливав на вміст основних метаболітів у  
2-денних та 24-денних самців.  
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Рис. 1. Вміст проліну (А) та вільних амінокислот (Б) у 2- та 24-денних самців лінії w1118, вирощених на середовищі з АКГ 
 

Примітки. # – відрізняється від відповідного значення у дводенних особин та * – від відповідного значення у контролі з  
Р < 0,05, n=4-6. 

 

Метаболічні ефекти АКГ, виявлені у 2-денних самців 
w1118, частково перекриваються з ефектами, отримани-
ми раніше на самках w1118 [4]. Основна відмінність між 
статями простежується у вмісті загального білка та ТАГ: 
АКГ призводив до зростання загального білка та зни-
ження ТАГ у 2-денних самок [4], проте у самців змін у 
даних показниках нами не виявлено (табл. 1). Щодо 
вмісту білка та амінокислот, то статеві відмінності у 
даних показниках також нами були знайдені раніше на 
лінії Canton S [20]. Водночас, наші результати на сам-
цях лінії w1118 не узгоджуються з такими на самцях лінії 
Canton S, оскільки ми не спостерігали позитивного 
ефекту харчового АКГ на вміст білка у 24-денних самців 
w1118, як це було виявлено для самців лінії Canton S. 
Також наші результати свідчать про те, що АКГ не мо-
дифікує катаболізм амінокислот, оскільки вміст сечови-
ни у контрольних та дослідних самців w1118 був подіб-
ним (табл. 1). При амінуванні АКГ утворюється глута-
мат, який під дією пірролін-5-карбоксилази перетворю-
ється до пірролін-5-карбоксилату, який є безпосереднім 
попередником проліну та орнітину [26]. Таким чином, 
зростання вмісту вільних амінокислот та зокрема вмісту 
проліну і орнітину у молодих самців за культивування 
на середовищі з АКГ може бути пов'язане із включен-
ням екзогенного АКГ у амінокислотний обмін мушок. У 
свиней харчовий АКГ стимулює поглинання амінокис-
лот кишечником [17]. Тому не виключено, що у наших 
експериментах збільшення рівня амінокислот також 
може бути зумовлене, принаймні частково, із стимуля-
цією адсорбції амінокислот із спожитого середовища у 
кишечнику молодих самців. Відсутність змін у вмісті 
глюкози, глікогену та ТАГ у молодих самців, вирощених 
на АКГ, може вказувати на те, що АКГ не прискорює 
утилізацію даних метаболітів через цикл Кребса, на 
противагу попереднім дослідженням на ссавцях, в яких 
було показане прискорення окислення глюкози [13] та 
зниження вмісту жирів [12] при споживанні АКГ. Очеви-
дно, у молодих особин АКГ значною мірою використо-
вується для біосинтезу амінокислот, ніж у циклі Кребса. 

АКГ також бере участь у реакціях трансамінування, 
які є джерелом не лише амінокислот, але й кетокислот, 
зокрема піровиноградної та щавлевооцтової. Також сам 
АКГ є кетокислотою. Тому ми визначили вміст кетокис-
лот у 2-денних самців плодової мушки, проте відміннос-
тей у даному показнику від між дослідними і контрольни-
ми самцями не було виявлено (табл. 1). Опосередковано 

дані результати свідчать про те, що АКГ не накопичуєть-
ся у клітинах, а метаболізується у різних процесах.  

На відміну від молодих особин, АКГ не викликав 
суттєвих метаболічних змін у 24-денних самців, окрім 
підвищення вмісту ТАГ (табл. 2). Зростання ТАГ у 
старшому віці нами також було показано раніше для 
самок лінії w1118 [4], і це зростання було значно вищим, 
ніж у самців у даному експерименті. Вищий вміст ТАГ 
у особин плодової мушки при довготривалому культи-
вування на середовищі з АКГ, порівняно контрольними 
особинами, очевидно, пов'язаний з інгібуванням циклу 
Кребса, унаслідок чого ацетил-КоА перенаправляєть-
ся на синтез жирних кислот. Інгібування циклу Кребса 
було показане раніше при надлишку АКГ у дріжджів 
[21]. Очевидно, потреби старших особин плодової 
мушки у АКГ є нижчими, ніж для молодих мух, тому 
старші самці зазнають впливу надлишкової кількості 
АКГ, який споживається з їжею. 

У попередньому дослідженні 24-денні самки на се-
редовищі з АКГ мали також вищий вміст амінокислот та 
білка [4], чого нами не знайдено у 24-денних самців 
(рис. 1, табл. 2). Таким чином, харчовий АКГ покращує 
амінокислотний/білковий обмін у самців молодого, але 
не старшого віку, хоча у самок даний ефект не зале-
жить від віку. Такі відмінності, очевидно, пов'язані з різ-
ними метаболічними потребами самців та самок: для 
самок важливим є високий вміст білка для тривалого 
відкладання достатньої кількості яєць [2]. Ми припусти-
ли, що у самців старшого віку значна частина АКГ може 
використовуватися у циклі Кребса для отримання енер-
гії з метою підтримання на належному рівні локомотор-
ної активності, яка, як відомо, знижується з віком [11], а 
також АКГ може використовуватися для синтезу спе-
цифічних білків, оскільки відомо, що навіть при знижен-
ні загального синтезу білка, синтез окремих білків може 
зростати [23]. Зокрема, АКГ як попередник проліну мо-
же використовуватися для синтезу колагену та форму-
вати структуру крил плодової мушки [15].  

Щоб перевірити, чи впливав АКГ на локомоторну ак-
тивність, нами було визначено рухову індуковану акти-
вність самців. Як і очікувалось, 24-денні самці мали 
меншу рухову активність, ніж 2-денні особини (рис. 2А). 
Водночас, 24-денні самці, які утримувалися на середо-
вищі з АКГ, мали приблизно на 30 % вищу індуковану 
рухову активність, порівняно з відповідними контроль-

А Б 
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ними самцями. Таким чином, харчовий АКГ частково 
запобігав втраті локомоторної активності самців.  

Оскільки, у самців молодого віку АКГ не впливав, а у 
особин старшого віку призводив до зростання вмісту 
запасних ліпідів (триацигліцеридів), було досліджено, чи 
впливала ця метаболічна зміна на стійкість самців до 
голодування. Нами не виявлено суттєвих відмінностей у 

стійкості до голодування між контрольними та експери-
ментальними самцями обох вікових груп, лише динаміка 
загибелі 24-денних мух була дещо повільнішою, ніж для 
2-денних (рис. 2Б). Таким чином, акумуляція ТАГ не на-
давала експериментальним самцям більшої резистент-
ності до голодування. Очевидно, загибель самців за да-
них умов пов'язана з іншими процесами. 
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Рис. 2. Індукована рухова активність (А) та стійкість до голодування (Б) самців лінії w1118,  
вирощених на середовищі з АКГ 

 

Примітки. # – відрізняється від відповідного значення у дводенних особин та * – від відповідного значення у контролі з  
Р < 0,05, n=3-4. 

 

Окрім впливу на амінокислотний обмін, АКГ може 
модулювати антиоксидантний захист [22]. Тому ми до-
слідили деякі показники антиоксидантного захисту у 
самців, вирощених на середовищі з АКГ.  

Активність каталази та вміст низькомолекулярних ті-
ол-вмісних сполук не відрізнялись від контрольних зна-
чень як для 2-денних, так і 24-денних самців, вирощених 
на АКГ (рис. 3). При цьому, активність каталази у  
24-денних самців була суттєво вищою, а вміст низькомо-
лекулярних тіолів був нижчим, ніж у 2-денних особин. 
Каталаза – один з основних антиоксидантних ферментів, 
функцією якого є знешкодження пероксиду водню і акти-

вність якого зростає при підвищеній продукції активних 
форм кисню [19]. Серед низькомолекулярних тіолів до 
90 % становить трипептид глутатіон, який є основним 
низькомолекулярним антиоксидантом у клітинах і зни-
ження його вмісту є маркером розвитку оксидативного 
стресу [19]. З огляду на це, отримані результати свідчать 
про те, що 24-денні самці, на відміну від 2-денних осо-
бин, зазнавали впливу оксидативного стресу. При цьому, 
АКГ не підвищував потужність ендогенного антиоксидан-
тного захисту. Разом з тим, відомо, що АКГ сам по собі 
має антиоксиданті властивості, зокрема може безпосе-
редньо знешкоджувати пероксид водню [3].  
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Рис. 3. Активність каталази (А) та вміст низькомолекулярних тіольних сполук (Б) у тілі самців лінії w1118,  

вирощених на середовищі з АКГ 
Примітки. # – відрізняється від відповідного значення у дводенних особин та * – від відповідного значення у контролі з  

Р < 0,05, n=4-8. 
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Тому можна припустити, що АКГ може компенсувати 
частково зниження антиоксидантного захисту з віком та 
запобігати окисним пошкодженням. Щоб перевірити це 
припущення, ми визначили стійкість самців до низки 
стресорів, дія яких супроводжується розвитком оксида-
тивного стресу.  

Стійкість самців до теплового стресу знижувалась з 
віком та зі збільшенням температури обробки (рис. 4А). 
При цьому, 2-денні самці, вирощені на АКГ, впадали у 
теплову кому повільніше, ніж контрольні, при обробці 
температурою 41°С, тоді як 24-денні самці, які спожи-
вали їжу з АКГ, повільніше впадали у теплову кому при 
40°С та 41°С. Разом з тим, АКГ не впливав на стійкість 

самців до пероксиду водню, менадіону та НПН 
(рис. 1Б), які є добре відомими індукторами оксидатив-
ного стресу [3; 10]. Раніше нами було показано, що АКГ 
діє як антиоксидант при сумісній обробці з токсиканта-
ми [3]. Тому можна припустити, що у самців, вирощених 
на АКГ, спожитий АКГ швидко метаболізується і оброб-
ка мух токсикантами, після того як мухи припинили 
споживати АКГ, не дає очікуваного позитивного ефекту. 
Щодо теплового стресу, то нещодавно було показано, 
що АКГ може стимулювати синтез білків теплового 
стресу [25]. Припускаємо, що даний механізм може бу-
ти задіяний у підвищенні стійкості самців, вирощених на 
АКГ, до теплового стресу. 
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Рис. 4. Стійкість до теплового (А) та оксидативного (Б) стресів самців лінії w1118, вирощених на середовищі з АКГ 
 
# – відрізняється від відповідного значення у дводенних особин, *від відповідного значення у контролі з Р < 0,05, n=3-4. 
 
Висновки: Вирощування D. melanogaster w1118 на 

середовищі з АКГ підвищує вміст амінокислот та білка у 
дводенних самців, але не впливає на ці показники у 24-
денних самців. Дані результати є протилежними до та-
ких, отриманих на самцях лінії Сanton S. У 24-денних 
самців w1118 харчовий АКГ призводить до збільшення 
вмісту триацилгліцеридів, що проте це не підвищує ви-
живання мух за умов голодування. Харчовий АКГ суттє-
во не впливав на антиоксидантну систему самців моло-
дого та старшого віку, і відповідно відмінностей у стій-
кості до оксидантів між контрольними та експеримента-
льними самцями теж не знайдено. Водночас, вирощу-
вання на АКГ підвищує стійкість до теплового стресу в 
обох вікових групах та рухову індуковану активність 
самців старшого віку. Це свідчить про те, що захисні 
ефекти АКГ можуть реалізуватися через синтез спеціа-
льних захисних білків, що потребує подальшого дослі-
дження. На додаток, виявлені відмінності між лініями та 
статтями вказують на те, що анти-вікові ефекти АКГ не 
є загальними, а залежать від багатьох факторів, зокре-
ма від фізіологічного стану та особливостей метаболіз-
му визначеного організму.  

Подяка. Автори висловлюють подяку професору  
В.І. Лущаку за фінансову підтримку роботи, яка виконана 
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механізмів адаптації живих організмів до несприятливих 
чинників і розробка способів підвищення адаптаційного 
потенціалу" (№ держреєстрації 0115U002304). 
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ВОЗРАСТНЫЕ ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ DROSOPHILA  

ПРИ СОДЕРЖАНИИ НА СРЕДЕ С АЛЬФА-КЕТОГЛУТАРАТОМ 
Исследованы некоторые метаболические показатели и показатели функционального старения у самцов плодовой мушки D. 

melanogaster w1118 за выращивание на среде с альфа-кетоглутаратом (АКГ). Пищевой АКГ повышал содержание аминокислот и белка в 
2-дневных самцов и содержание триацилглицеридов в 24-дневных самцов без влияния на антиоксидантную систему самцов обеих 
возрастных групп. Также АКГ повышал устойчивость к тепловому стрессу в обеих возрастных группах, не влиял на устойчивость к 
оксидантам и предотвращал снижение двигательной активности самцов старшего возраста. 

Ключевые слова: аминокислоты, триацилглицериды, тепловой стресс, локомоторная активность.  
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AGE-RELATED PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHANGES DROSOPHILA GROWN  

ON ALPHA-KETOGLUTARATE 
In the work, certain metabolic parameters and parameters of functional senescence were studied in the fruit fly D. melanogaster w1118 males fed 

with alpha-ketoglutarate (AKG). Dietary increased levels of amino acids and protein in 2-day-old males and levels of triacylglycerols in 24-day-old 
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males with no effect on antioxidant system of males of both age groups. In addition, AKG-supplemented food increased resistance to heat stress 
but not to oxidants in both age groups and prevented the decline in locomotor activity in middle-aged males. 

Keywords: amino acids, triacylglycerols, heat stress, locomotor activity. 
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ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ АКТИВНОСТИ КОМПОНЕНТОВ СИСТЕМЫ ПРОТЕОЛИЗА  

В НОВООБРАЗОВАНИЯХ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
 

Исследована активность комнонентов системы протеолиза нетрансформированной и опухолевой тканей молоч-
ной железы женщин разного возраста. Показано, что активность компонентов системы протеолиза существенно за-
висит как от возраста женщин, так и степени развития опухолевого процесса. Установлено, что активность α1-
антитрипсина детерминирована только возрастом женщин и не зависит от степени озлокачествления новообразова-
ний. Активность катепсин-D- и катепсин-L-подобных протеиназ, матриксной металлопротеиназы-2, трипсиноподоб-
ных протеиназ и карбоксипептидазы А детерминирована прогрессией опухоли и не зависит от возраста женщин. 

Ключевые слова: протеолиз, молочная железа, опухоль, возраст женщин. 
 

Введение. Возраст является одним из основных 
факторов, с которым связано развитие многих заболе-
ваний, в том числе онкологических заболеваний моло-
чных желез. Вероятность возникновения рака молоч-
ной железы прямо пропорционально повышается с 
возрастом [15]. Первый пик заболеваемости приходит-
ся на репродуктивный период от 30 до 40 лет [10], а 
наибольшая смертность регистрируется у женщин в 
возрасте 40-59 лет [5]. В последнее время отмечается 
тенденция к увеличению заболеваемости доброкачест-
венными новообразованиями молочной железы, кото-
рые диагностируются у каждой 4-й женщины в возрасте 
до 30 лет. У женщин старше 50 лет патология молоч-
ных желез выявляется в 60 % случаев [11,13]. 

Разнообразные метаболические изменения, возни-
кающие в процессе образования и развития опухоли, в 
большинстве случаев сопровождаются изменением 
спектра активности протеолитических ферментов: 
сериновых протеиназ [17,21], катепсинов [29,24,25], 
металлопротеиназ [18,22], а также их эндогенных 
ингибиторов [27, 23]. Агрессивность клеток новообра-
зований различного гистогенеза и способность опухо-
лей к метастазированию характеризуется повышением 
активности протеаз, активность которых регулируется 
специфическими эндогенными ингибиторами [28, 30]. 
Определяющее значение для протекания реакций про-
теолитического расщепления имеет нарушение балан-
са между уровнем протеаз и их ингибиторов. 

Цель работы состояла в изучении активности компо-
нентов системы протеолиза в неизмененной и опухоле-
вой ткани молочной железы женщин разного возраста. 

Материалы и методы. В ходе работы были исс-
ледованы образцы резецированной в ходе оператив-
ного вмешательства ткани новообразований молоч-
ной железы женщин, которые не получали до опера-
ции медикаментозное лечение. Материал для иссле-
дования был предоставлен сертифицированной пато-
морфологической лабораторией Одесского областно-
го онкологического диспансера. Патоморфологичес-
кая и гистологическая верификация диагнозов была 
проведена по требованиям ВОЗ [31] сертифициро-
ванной и лицензированной патоморфологической ла-
бораторией Одесского областного онкологического 
диспансера с определением морфологического сос-
тояния и степени дифференцировки опухолевой ткани 
(согласно договора о совместных исследованиях).  

Взятие анатомического материала для исследова-
ний проводилось медицинским учереждением с соблю-
дением этических и правовых норм с соблюдением эти-
ческих и правовых норм: Хельсинской декларации 1964 г., 
Конвенции о защите прав и достоинств человека в свя-
зи с использованием достижений биологии и медицины 
(Конвенция о правах человека и биомедицине 1996 г.), 
закона Украины "О трансплантации органов и других 
анатомических материалов человеку" 1999 г.  

Образцы тканей замораживали при -18 °С непос-
редственно после оперативного вмешательства. Ткань 
молочной железы гомогенизировали в дистиллирован-
ной воде (в соотношении 1 : 10) с последующим 
центрифугированием при 9000 g в минуту при +4оС в 
течение 45 мин. 

В супернатанте образцов инфильтративного прото-
кового рака (ИПР) и доброкачественных новообразова-
ний молочной железы (фиброзно-кистозная мастопатия, 
фиброаденома, листовидная опухоль) определяли со-
держание белка по Лоури [20] и активность катепсин-D-
подобных протеиназ по Ансону [12], катепсин-L-
подобных протеиназ по Черной в модификации Вов-
чук [2], трипсиноподобных протеиназ по Кунитцу в 
модификации Веремеенко [1], альфа1-антитрипсина 
по Веремеенко в модификации Левицкого [7]. Актив-
ность матриксной металлопротеиназы-2 (ММП-2) по 
методу Вовчук [9], карбоксипептидазы А методу Кошта-
рия [19], с детекцией свободной аминокислоты нингид-
риновым методом по Олешко [8]. Удельную активность 
ферментов выражали в микромолях или наномолях 
аминокислоты в минуту на мг белка, активность аль-
фа1-антитрипсина – в условных единицах (1 едини-
ца соответствует 1 мкг инактивированного кристалли-
ческого трипсина). 

В качестве контроля были исследованы прилегаю-
щие к опухоли ткани, в которых по данным гистомор-
фологического исследования было подтверждено от-
сутствие атипичных клеток. 

Статистическую обработку результатов проводили 
по Манну – Уитни [6]. 

Результаты и их обсуждение. В неизмененной 
ткани молочной железы нами не было выявлено досто-
верных возрастных изменений активности катепсин-D-
подобных протеиназ (табл.1). 
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Таблица  1. Активность компонентов системы протеолиза в нетрансформированных тканях молочной железы  
в разные физиолого-возрастные периоды женщин 

Физиолого- 
возрастные 

периоды 

Катепсин D- 
подобные 

протеиназы 
(мкмоль 

тирозина в мин 
на мг белка) 

Катепсин L- 
подобные 

протеиназы 
(нмоль тирозина 

в мин на 
мг белка) 

Трипсино- 
подобные 

протеиназы 
(мкмоль 

тирозина в мин 
на мг белка) 

Ингибитор 
трипсина 

(у.е.) 

ММП-2 
(мкмоль  
глицина 
в мин на 
мг белка) 

Карбокси- 
пептидаза А 

(мкмоль 
фенилаланина 

в мин на 
мг белка) 

Репродуктивный 
период 
31-40 лет (n = 12) 

2,00 ± 0,19 0,27 ± 0,03 0,70 ± 0,06 4,99 ± 0,47 222,39 ± 20,43 2,30 ± 0,21 

Поздний 
репродуктивный 
период 
41-50 лет (n = 15) 

1,26 ± 0,11↓ 0,28 ± 0,03 4,66 ± 0,44↑ 3,91 ± 0,36 181,61 ± 17,25 1,91 ± 0,16 

Менопаузальный 
период 
51-60 лет (n = 17) 

1,46 ± 0,12 0,19 ± 0,02↓ 0,45 ± 0,04↓ 4,48 ± 0,42 275,03 ± 26,13 1,74 ± 0,14 

Климактерический 
период 
61-70 лет (n = 15) 

1,46 ± 0,13 0,31 ± 0,03 10,51 ± 0,91↑ 3,25 ± 0,28↓ 333,33 ± 31,67↑ 2,07 ± 0,18 

 
Примечание: n – количество исследуемых образцов тканей; ↑,↓ – онтогенетические различия активности компонентов системы 

протеолиза по отношению к репродуктивному периоду (31–40 лет); Р < 0, 05. 
 
При наличии доброкачественного процесса в моло-

чной железе активность катепсин-D-подобных протеи-
наз, по сравнению с тканью без новообразований, была 
в 2,52 – 2,80 раза выше у женщин в возрасте старше 50 
лет и снижалась у женщин после 60 лет (табл. 2). По 
сравнению с неизмененной тканью и доброкачествен-
ными новообразованиями, наличие злокачественного 
процесса в ткани молочной железы характеризовалось 
повышением активности катепсин-D-подобных протеи-
наз в 4,84 – 6,59 раза (в пределах сравниваемых воз-
растных групп) и уменьшалась с увеличением возраста 
женщин (табл. 3). В тканях доброкачественных новооб-
разований молочной железы максимальная активность 
фермента была установлена у женщин в возрасте 41-  
60 лет (табл. 2), а при злокачественном процессе – у 
женщин возрасте 31-40 лет (табл. 3). 

Активность катепсин-L-подобных ферментов в неи-
змененной ткани молочной железы не изменялась у 
женщин репродуктивного возраста и была минималь-
ной у женщин в возрасте 51-60 лет (табл.1). В тканях 
доброкачественных новообразований молочной желе-
зы активность катепсин-L-подобных протеиназ незна-
чительно повышалась во всех возрастных группах, по 
сравнению с неизмененной тканью молочной железы у 
женщин этого же возраста (табл. 2). Наличие злокачес-
твенного процесса характеризовалось незначительным 
повышением активности катепсин-L-подобных протеи-
наз во всех возрастных группах по сравнению с неизме-
ненной тканью молочной железы. По сравнению с доб-
рокачественными новообразованиями молочной желе-
зы, при злокачественном процессе увеличение активно-
сти фермента в 1,26 – 2,05 раза было установлено у 
женщин в возрасте 31 – 40 и 61 – 70 лет (табл. 3). 

 
Таблица  2. Активность компонентов системы протеолиза в тканях доброкачественных новообразований  

молочной железы в разные физиолого-возрастные периоды женщин 

Физиолого- 
возрастные 

периоды 

Катепсин D- 
Подобные проте-

иназы (мкмоль 
тирозина в мин 

на мг белка) 

Катепсин L- 
подобные 

протеиназы 
(нмоль тирозина 

в мин на 
мг белка) 

Трипсино-
подобные 

протеиназы 
(мкмоль 

тирозина в мин 
на мг белка) 

Ингибитор 
трипсина 

(у.е.) 

ММП-2 
(мкмоль глицина 

в мин на 
мг белка) 

Карбокси- 
пептидаза А 

(мкмоль фени-
лаланина 
в мин на 
мг белка) 

Репродуктивный 
период 
31-40 лет (n = 22) 

1,13 ± 0,09 * 0,34 ± 0,04 5,87 ± 0,56 * 3,18 ± 0,27 * 191,47 ± 18,19 2,07 ± 0,18 

Поздний  
репродуктивный 
период 
41-50 лет (n = 55) 

3,17 ± 0,28 ↑* 0,32 ± 0,03 9,09 ± 0,86 ↑ * 2,92 ± 0,28 654,02 ± 61,28 ↑* 2,70 ± 0,23 

Менопаузальный 
период 
51-60 лет (n = 12) 

4,09 ± 0,37↑ * 0,39 ± 0,04 * 3,17 ± 0,30 ↓ * 3,33 ± 0,32 109,09 ± 10,36 ↓* 2,71 ± 0,25 * 

Климактерический  
период 
61-70 лет (n = 10) 

1,27 ± 0,11 0,31 ± 0,03 0,92 ± 0,08 ↓ * 5,37 ± 0,51 ↑* 150,00 ± 14,25 * 3,23 ± 0,30 ↑ * 

 
Примечание: n – количество исследуемых образцов тканей; ↑,↓ – онтогенетические различия активности компонентов системы 

протеолиза по отношению к репродуктивному периоду (31-40 лет); 
Р < 0, 05; * – достоверные отличия по отношению к показателям ткани молочной железы без новообразований в пределах од-

ной возрастной группы 
 
В нетрансформированной ткани молочной железы 

наименьшая активность трипсиноподобных протеиназ 
на фоне высокой активности α1-антитрипсина выявлена 
у женщин в возрасте 51 – 60 лет (табл. 1). По сравне-

нию с неизмененной тканью наличие доброкачествен-
ного процесса в молочной железе сопровождалось 
значительным, в 1,95 – 8,39 раза, увеличением актив-
ности трипсиноподобных протеиназ у женщин в возра-
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сте 31 – 60 лет и максимальной активностью фермента 
у женщин в возрасте 41-50 лет (табл. 2). Следует отме-
тить, что повышение активности трипсиноподобных 
протеиназ происходило на фоне снижения активности 
их эндогенного ингибитора α1-антитрипсина. 

Возрастные особенности активности трипсиноподоб-
ных ферментов в тканях злокачественных новообразо-
ваний молочной железы проявились в максимальной 
активности фермента в опухолевой ткани молочной же-
лезы у женщин в возрасте 51 – 60 лет (табл. 3). Наличие 
доброкачественного или злокачественного процесса в 
ткани молочной железы у женщин старше 60 лет харак-
теризовалось снижением активности трипсиноподобных 
протеиназ на фоне высокой активности α1-антитрипсина.  

По сравнению с женщинами репродуктивного воз-
раста (31 – 40 лет) активность ММП-2 в неизмененной 
ткани молочной железы была выше у женщин в возра-
сте 61 – 70 лет и ниже у женщин в возрасте 41 – 50 лет 
(табл. 1). По сравнению с неизмененной тканью молоч-

ной железы наличие доброкачественного процесса, 
наоборот, характеризовалось максимальным увеличе-
нием активности ММП-2 у женщин в возрасте 41 –  
50 лет и снижением активности фермента у женщин 
старше 60 лет (табл. 2). Возрастные особенности акти-
вности ММП-2 при злокачественном процессе в молоч-
ной железе проявились в максимальной активности 
фермента у женщин в возрасте 31 – 40 лет и 51 –  
60 лет (табл. 3). По сравнению с активностью ММП-2 в 
неизмененной ткани молочной железы, в ткани ИПР 
активность фермента была выше у женщин того же 
возраста и достигала максимума у женщин в возрасте 
31 – 40 лет и 51 – 60 лет (табл. 3). Полученные резуль-
таты не совпадают с исследованиями активности ММП-
2 в опухолях в яичников 4, что свидетельствует о спе-
цифичности онтогенетических изменений активности 
ММП-2 в новобразований молочной железы. 

 
Таблица  3. Активность компонентов системы протеолиза в тканях злокачественных новообразований  

молочной железы в разные физиолого-возрастные периоды женщин 

Физиолого-
возрастные 

периоды 

Катепсин D- 
подобные 

протеиназы 
(мкмоль 

тирозина в мин  
на мг белка) 

Катепсин L- 
Подобные  

протеиназы 
(нмоль тирозина 

в мин на мг  
белка) 

Трипсино-
подобные 

протеиназы 
(мкмоль 

тирозина в мин  
на мг белка) 

Ингибитор 
трипсина 

(у.е.) 

ММП-2 
(мкмоль  
глицина 
в мин на 
мг белка) 

Карбокси- 
пептидаза А 

(мкмоль  
фенилаланина 

в мин на мг 
белка) 

Репродуктивный 
период 
31-40 лет (n = 9) 

13,17 ± 1,20 * 0,50 ± 0,06 * 1,24 ± 0,10 * 2,68 ± 0,25 * 690,99 ± 65,64 * 2,83 ± 2,67 

Поздний 
репродуктивный 
период 
41-50 лет ( n = 14) 

13,12 ± 1,20 * 0,36 ± 0,03 4,76 ± 0,43 ↑ 1,23 ± 0,14 ↓ * 488,66 ± 46,42 ↓* 4,06 ± 0,38 ↓ * 

Менопаузальный 
период 
51-60 лет ( n = 38) 

7,06 ± 0,67 ↓ * 0,38 ± 0,03 ↓ * 6,58 ± 0,63 ↑ * 1,90 ± 0,18 * 679,54 ± 64,56 * 2,57 ± 0,23 * 

Климактерический 
период 
61-70 лет ( n = 15) 

2,27 ± 0,20 ↓ * 0,41 ± 0,03 ↓ 2,83 ± 0,26 ↑ * 4,71 ± 0,44 ↑ 499,43 ± 47,45 ↓* 2,95 ± 0,26 

 
Примечание: n – количество исследуемых образцов тканей; ↑,↓ – онтогенетические различия активности компонентов системы 

протеолиза по отношению к репродуктивному периоду (31-40 лет);  
Р < 0, 05; * – достоверные изменения по отношению к показателям ткани молочной железы без новообразований в пределах 

одной возрастной группы 
 

Активность карбоксипептидазы А в ткани молочной 
железы без новообразований незначительно снижа-
лась (табл. 1), а в доброкачественных новообразова-
ниях – повышалась по мере увеличения возраста жен-
щин (табл. 2). Достоверное повышение активности кар-
боксипептидазы А в тканях злокачественных новообра-
зований в 2,13 раза было выявлено только у женщин в 
возрасте 41 – 50 лет (табл. 3), что совпадает с иссле-
дованиями активности карбоксипептидазы А в опухо-
лях яичника 2. 

Установленное нами повышение активности иссле-
дованных протеолитических ферментов может быть 
обусловлено различными метаболическими нарушени-
ями в организме женщин, происходящими при опухоле-
ообразовании, влиянием гормонов [14], факторов роста 
[27], цитокинов [16] и др. Эти нарушения могут приво-
дить к снижению синтеза ингибиторов, в следствие чего 
повышается активность регулируемых ими ферментов. 
Также возможно, что количество синтезируемого инги-
битора является недостаточным для подавления избы-
точной активации протеолиза или ингибитор, синтезиру-
емый тканью новообразований является не специфич-
ным по отношению к ферментам опухоли. 

Выявленные нами изменения во взаимосвязи между 
компонентами системы протеолиза в доброкачествен-
ных и злокачественных новообразованиях молочной 
железы женщин различных возрастных групп позволили 
нам предположить наличие причинно-следственных свя-
зей между озлокачествлением ткани молочной железы и 
возрастом женщин. Расчет влияния этих факторов про-
водили с помощью двух факторного дисперсионного 
анализа с повторением. В качестве независимых пере-
менных были определены: А – возраст женщин, который 
определяли по анамнезу, В – прогрессию опухоли. За 
нулевую точку отсчета принимали активность компонен-
тов системы протеолиза в ткани молочной железы без 
новообразований, изменения активности компонентов 
системы протеолиза при доброкачественных и злокачес-
твенных новообразованиях рассматривали как последу-
ющие этапы озлокачествления опухоли. Зависимой пе-
ременной была активность компонентов системы проте-
олиза ткани молочной железы. 

В результате проведенных исследований были 
установлены коэффициенты детерминации активности 
компонентов протеолитической системы от независи-
мых факторов. Изменение активности катепсин-D-
подобных протеиназ ткани молочной железы было на 
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21,3 % детерминировано возрастом женщин и на 48 % 
озлокачествлением новообразований, а взаимодейст-
вие независимых факторов обеспечивало 30,6 % акти-
вности фермента. 

Изменение активности катепсин-L-подобных фер-
ментов на 62,4 % было детерминировано фактором 
озлокачествления опухоли. Влияние возраста женщин 
и взаимодействие независимых факторов на актив-
ность данного фермента составили 12,2 % и 24 %, соо-
тветственно. 

Влияние возраста на активность трипсиноподобных 
протеиназ было значительно ниже F-критерия, поэтому 
влияние независимой переменной – возраста женщин на 
активность этого фермента было недостоверным. По 
данным дисперсионного анализа активность трипсино-
подобных ферментов существенно зависела от суммар-
ного влияния независимых факторов – 73,3 % и была 
мало детерминирована возрастом женщин – 26,4 %. 

Влияние фактора возраста женщин на активность 
эндогенного ингибитора трипсина было наибольшим – 
41,6 %. Степень озлокачествления новообразования 
оказывала меньшее влияние – 26,8 %, а сочетанное 
влияние обоих факторов составило 31,0 %. 

Достоверно значимого влияния возраста на актив-
ность ММП-2 не установлено. Коэффициент детерми-
нации озлокачествления новообразования составил 
52,4 %, а взаимное влияния факторов – 41,8 %. 

Активность карбоксипептидазы А в меньшей степе-
ни (12,5 %) зависела от возраста женщин. Более зна-
чительное влияние на активность фермента оказывало 
озлокачествление новообразования – 50 %, а коэффи-
циент детерминации сочетанного влияние факторов 
составил 36,0 %. 

Анализ полученных результатов позволил выделить 
2 группы ферментов, активность которых детермини-
рована либо возрастом женщин, либо фактором озло-
качествления.  

К первой группе принадлежит ингибитор трипсина, 
активность которого детерминирована только возрас-
том женщин и не зависит от степени озлокачествления 
новообразований. 

Вторую группу составили ферменты: катепсин-D- и 
катепсин-L-подобные протеиназы, матриксная мета-
ллопротеиназа-2, трипсиноподобные протеиназы и 
карбоксипептидаза А, активность которых детермини-
рована степенью озлокачествления и не зависит от 
возраста женщин. 

Выводы: 
1. В нетрансформированной ткани молочной железы 

максимальная активность катепсин-D-подобных протеаз 
и карбоксипептидазы А установлена у женщин в репро-
дуктивный возрасте (31 – 40 лет), а трипсиноподобных 
протеиназ, катепсин-L-подобных протеиназ и ММП-2 – у 
женщин в климактерическом возрасте (61 – 70 лет). 

2. В ткани доброкачественных новообразований 
молочной железы у женщин в возрасте 41 – 50 лет 
установлена максимальная активность трипсиноподоб-
ных протеиназ и ММП-2, на фоне низкого содержания 
альфа-1-антитрипсина, а у женщин в возрасте 51 – 
60 лет – максимальная активность катепсин-D-
подобных и катепсин-L-подобных протеиназ. У женщин 
в климактерическом возрасте (61 – 70 лет) установлена 
максимальная активность карбоксипептидазы А и аль-
фа-1-антитрипсина на фоне минимальной активности 
трипсиноподобных протеиназ. 

3. В ткани злокачественных новообразований моло-
чной железы у женщин в возрасте 31 – 40 лет установ-
лена максимальная активность катепсин-D-подобных, 
катепсин-L-подобных протеиназ и ММП-2, а у женщин в 

возрасте 41–50 – максимальная активность катепсин-
D-подобных на фоне низкого содержания альфа-1-
антитрипсина. У женщин в менопаузальном возрасте 
(51–60 лет) установлена максимальная активность 
трипсиноподобных протеиназ, а у женщин в возрасте 
61–70 лет установлена максимальное содержание 
альфа-1-антитрипсина.  

4. По результатам дисперсионного анализа актив-
ность альфа-1-антитрипсина детеминирована возрас-
том женщин и не зависит от степени озлокачествения 
клеток новообразований. 
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ВІКОВІ ОСОБЛИВОСТІ АКТИВНОСТІ КОМПОНЕНТІВ 
СИСТЕМИ ПРОТЕОЛІЗУ В НОВОУТВОРЕННЯХ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ 

Досліджено активність компонентів системи протеолізу в нетрансформованій та пухлинній тканинах молочної залози жінок різ-
ного віку. Показано, що активність компонентів системи протеолізу тканини молочної залози суттєво залежить як від віку жінок, 
так і розвитку пухлинного процесу. За результатами дисперсійного аналізу встановлено, що активність α1-антитрипсину детермі-
нована тільки віком жінок і не залежить від ступеня злоякісності новоутворенння. Активність катепсин-D – і катепсин-L-подібних 
протеїназ, матриксної металлопротеїнази-2, трипсиноподібних протеїназ та карбоксипептидази А детермінована розвитком онкоп-
роцесу і не залежить від віку жінок. 

Ключові слова: протеоліз, молочна залоза, пухлина, вік жінок. 
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АGE CHARACTERISTICS OF ACTIVITY SOME COMPONENTS OF PROTEOLYSIS IN BREAST TISSUES 
The activity of proteolytic enzymes and their inhibitors in breast samples of women of different age was investigated. It was shown that the 

activity of some components of the proteolytic system in maligmant and nonmalignant breast tissues is substantially depend on the age of women 
and the development of tumor. Activity of inhibitor of trypsine was determined only by age of women and did not depend on the degree of 
oncoprocess. Аctivities of cathepsin-D- and cathepsin-L-like proteinases, matrix metalloproteinase-2, trypsine-like proteinase and 
carboxypeptidase A determined by development of oncoprocess and does not depend on age of women.  

Key words: cathepsin H, tumor, mammary gland, substrate specifity. 



~ 36 ~ В І С Н И К  Київського національного університету імені Тараса Шевченка ISSN 1728-3817 
 

 

УДК 616.329-001.37-053 
Т. Коваль, асп, Т. Іщук, канд. біол. наук, Я. Раєцька, канд. біол. наук 

Київський національний університеті мені Тараса Шевченка, Київ 
 

ЗМІНИ БІЛКОВОГО СКЛАДУ СИРОВАТКИ КРОВІ ТА ГОМОГЕНАТУ СТРАВОХОДУ  
ПРИ РОЗВИТКУ КИСЛОТНОГО ОПІКУ СТРАВОХОДУ СТАТЕВОНЕЗРІЛИХ ЩУРІВ 
 

За останні десятиріччя спостерігається стабільне збільшення кількості хімічних опіків стравоходу. У дитячому 
віці кислотні опіки стравоходу найчастіше зустрічаються у віці від 1 року до 8 років. У місці локалізації хімічної тра-
вми збільшуються процеси синтезу і деградації білків. Рубцеві зміни стравоходу, що розвиваються в результаті 
опіку, залишаються однією з найбільш складних проблем. Незважаючи на багаточисельні дослідження, недостатньо 
вивчені питання загоєння та процесів рубцювання на клітинному та молекулярному рівні. Нами було показано кількі-
сні зміни білкового складу за умов розвитку кислотного опіку стравоходу. Подальше дослідження процесів загоєння 
може бути корисним для створення ефективних підходів для профілактики утворення рубцевих змін стравоходу. 

Ключові слова: опік стравоходу, білкові фракції, електрофорез. 
 

Вступ. Кількість хімічних опіків стравоходу і рубце-
вих стенозів не має тенденції до зменшення, що зумов-
лено значним збільшенням використання в побуті рідин 
побутової хімії, що містять кислоти і луги, здатних ви-
кликати важкі опіки стравоходу і шлунка. Опіки страво-
ходу займають одне із перших місць серед усіх захво-
рювань стравоходу, та викликають важкій патологічний 
стан, який супроводжується глибокими місцевими і не-
рідко незворотними загальними змінами в організмі. 
Ступінь вираженості опіку залежить від характеру, кіль-
кості та концентрації хімічної речовини, тривалості її 
контакту зі слизовою оболонкою, термінів, що пройшли 
з моменту травми, а також від індивідуальних особли-
востей організму і, частково, від заходів невідкладної 
допомоги. Механізм дії кислот на біологічні тканини 
добре вивчений. При попаданні кислоти на шкіру вона 
викликає коагуляцію білків з подальшим їх перетворен-
ням в кислі альбумінати. Відомо, що інтенсивність ура-
ження кислотою залежить від концентрації водневих 
іонів, а також від ліпофільності, тобто здатності розчи-
нятися в жирах. При контакті з кислотами іони водню 
викликають зневоднення клітин епітелію, що призво-
дить до утворення струпа і розвитку коагуляційного 
некрозу. Виникають набряк і почервоніння, відшаруван-
ня епідермісу слизової оболонки, виразка і омертвіння 
тканин. Аніони, які утворюються при дисоціації кислот, 
діють як нуклеофільні агенти, ще сильніше пошкоджую-
чи тканини. В місці локалізації травми посилюються про-
цеси синтезу та деградації білків. Визначення присутнос-
ті тих чи інших білкових фракцій може бути використано 
для оцінки стану організму як у нормі, так і за умов різних 
паталогій. За допомогою методу електрофорезу можна 
оцінити якісний білковий склад крові, гуморальної ланки 
імунітету, що може допомогти проаналізувати процеси, 
які відбуваються в організмі. Детальне вивчення зміни 
вмісту білкових фракцій може свідчити про метаболічні 
порушення в організмі та, можливо, дасть змогу не лише 
розширити уявлення про механізми патогенезу опікової 
хвороби стравоходу, а й розробити нові підходи до діаг-
ностики та лікування даної патології. 

Метою даної роботи було дослідити зміни білкового 
складу сироватки крові та гомогенату стравоходу за 
умов моделювання кислотного опіку стравоходу (КОС) 
у статевонезрілих щурів.  

Матеріали та методи. У дослідах використовували 
білих нелінійних статевонезрілих щурів (1-місячних) 
масою 90-110 г (відповідають 3-4-x річному віку дітей), 
із дотриманням загальних етичних принципів експери-
ментів на тваринах, ухвалених Першим національним 
конгресом України з біоетики (вересень 2001 року), ін-
ших міжнародних угод та національного законодавства 
в цій галузі. Усіх тварин, яких було використано в до-

слідах, утримували на стандартному раціоні віварію. 
Тваринам експериментально моделювали опік страво-
ходу розчином 30 % CCl3СООН, що відповідає опіку ІІ 
ступеня [3]. Матеріал для дослідження відбирали на 1, 
7, 15, 21 доби опікової хвороби [4]. Методом виведення 
тварин із досліду була цервікальна дислокація. Сирова-
тку крові ссавців отримували з цільної крові. Кров за-
лишали при 37є С на 40 хвилин для відокремлення фі-
бриногену та супутніх білків і центрифугували протягом 
40 хв. при 2000 g. Отриману сироватку переносили в 
епендорфи та заморожували при -20єС до подальшого 
використання. Вилучений стравохід розрізали та про-
мивали фізіологічним розчином. Верхній шар клітин 
зішкрібали та гомогенізували у скляних гомогенізаторах 
Поттера, потім центрифугували при 2500 g 25 хв. 
Отриманий супернатант заморожували при -20єС до 
подальшого використання. 

Розділення білкових фракцій сироватки крові щурів 
проводили методом диск електрофорезу у 10 % поліакри-
ламідному гелі (ПААГ) за наявності додецилсульфату 
натрію (ДСН) за модифікованим методом Леммлі [7]. Еле-
ктрофорез проводили у апараті для вертикального препа-
ративного диск-електорофорезу (BioRad). Концентруван-
ня зразків у верхньому гелі відбувалось протягом години 
при силі струму 10 мА, розділення білкових фракцій про-
водили при силі струму 20 мА впродовж 2,5 годин. Фарбу-
вання розділених білків здійснювали протягом 30 хв. при 
кімнатній температурі у розчині, що містив Кумассі діаман-
товий синій G250 – 0,2 %, етанол – 33,3 %, оцтову кислоту 
– 3,3 %. Гелі відмивали до зникнення фону у розчині, що 
містив оцтову кислоту – 0,8 % впродовж однієї години при 
кімнатній температурі. Для оцінки результатів електрофо-
резу використовували програму Total Lab 2.01. 

Статистичну обробку отриманих результатів проводи-
ли за допомогою методів варіаційної статистики та коре-
ляційного аналізу з використанням комп'ютерної програми 
Excel. Для визначення достовірності відмінностей між 
двома вибірками використовували критерій Стьюдента (t). 
При цьому достовірними вважались різниці р<0,05. 

Результати. Електрофоретичний аналіз складу біл-
ків сироватки крові експериментальних тварин проде-
монстрував у всіх досліджених зразках, як у контролі 
так і за умов кислотного опіку стравоходу, наявність 
білкових фракцій з молекулярною масою від 15 до 
168 кДа (Табл. 1). Електрофоретичний аналіз білкового 
складу гомогенату стравоходу піддослідних тварин по-
казав наявність білкових фракцій з молекулярною ма-
сою від 34 до 126 кДа (Табл. 2). Проведені дослідження 
не виявили якісних змін вмісту білка, але при цьому 
необхідно відзначити кількісні зміни. 
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Таблиця  1. Відносний вміст білкових фракцій у сироватці крові щурів  
за розвитку кислотного опіку стравоходу, (мкг/мг білку) М±m, n=5 

Білкові фракції м.м.(кДа) контроль 1-ша доба 7-ма доба 15-доба 21-ша доба 
168 86,8 ± 2,5 101,6±0,8* 143,0±6,9* 80,8±3,8* 106,0±4,2* 
150 156,7±3,7 152,7±5,9 203.9±7,9* 247,0±8,1* 323,0±12,9* 
130 449,2±28,9 548,9±20,3* 468,4±16,4 231,6±7,1* 115,9±3,2* 
113 60,8±2,8 66,0±3,4 58,5±2,3 69,4±2,8* 30,6±1,4* 
103 185,2±11,7 61,2±2,5* 42,8±1,7* 25,7±1,02* 46,6±1,9* 
89 126,0±9,1 96,9±1,4* 84,0±0,2* 98,0±0,4* 46,0±1,8* 
67 325,3±16,7 287,4±11,5* 189,3±7,6* 216,0±16,9* 270,0±10,8* 
55 221,0±9,7 122,6±4,9* 130,1±5,2* 97,8±3,9* 118,2±4,7* 
40 145,0±0,9 53,7±2,1 * 48,3±1,9* 37,2±0,69* 34,1±0,96* 
25 79,8±3,1 40,4±1,7* 39,1±2,6* 20,3±0,4* 26,2±0,05* 
15 74,5±1,9 53,2±2,1* 18,1±0,72 * 18,5±0,74 * 21,2±0,85 * 

 
*р<0,05 по відношенню до контролю. 
 
Так, нами було показано зростання вмісту фракцій з 

молекулярною масою (М.м.) ~168 кДа у сироватці крові 
на 1, 7 та 21-шу добу моделювання КОС у 1,17; 1,65 та 
1,22 раза, відповідно, а також зниження вмісту на  
15 добу у 1,07 раза. Крім того, встановлено збільшення 
вмісту фракції з М.м. ~150 кДа на 7, 15 та 21-шу добу 
експерименту у 1,3; 1,58 та 2,06 раза відповідно, порів-
няно з контрольними значеннями. Дані білкові фракції 
сироватки крові відповідають фракції IgG. Вміст імуно-
глобулінів збільшується внаслідок збільшенням концен-
трації антитіл за опікової хвороби. Згідно літературних 
даних у пацієнтів з опіками спостерігається підвищення 
рівнів імуноглобулінів в перші тижні після опіку. Автора-
ми також відзначається пряма пропорційна залежність 
кількості В-лімфоцитів та підвищенням рівня імуноглобу-
лінів від глибини та ступеня опікового ураження [6]. Вміст 
білкової фракції сироватки крові з М.м. ~ 130 кДа зростав 
у 1,22 раза лише на 1-шу добу експерименту, на 15 та 
21-шу доби даний вміст знижувався у 2 та 4 рази відпо-
відно, порівняно з контрольними значеннями. Підви-
щення вмісту фракції з М.м. ~ 113 кДа на 1 та 15-ту до-
би після моделювання КОС у 1,1 та 1,15 раза, відповід-
но, може свідчити про гостру фазу запалення, оскільки 
дана фракція може відповідати С-реактивному білку [4]. 
Підвищений рівень цієї фракції може вказувати на при-
єднання бактеріальної інфекції або запального проце-
су. Встановлено різке зниження вмісту фракції з М.м ~ 
103 кДа за розвитку КОС, вже на 1-шу добу даний вміст 
знижувався у 3 рази порівняно з контрольними значен-
нями. Також знижувався вміст фракції з М. м. ~ 89 кДа 

за розвитку КОС на 1-шу добу у 1,3 раза і у 2,7 раза на 
21-шу добу після опіку. Зниження вмісту альбумінової 
(~67 кДа) та преальбумінової фракції (~55 кДа) після 
моделювання КОС може вказувати на дисфункцію печі-
нки, нирок або інших органів. Так, показано зниження 
вмісту альбумінової фракції з М.м ~67 кДа на 1; 7 та  
15-ту добу у 1,13; 1,7 та 1,5 раза, відповідно. І встанов-
лено зниження вмісту фракції з М.м. ~ 55 кДа після мо-
делювання кислотного опіку на 1, 7, 15 та 21-шу доби у 
1,8; 1,7; 2,3 та 1,9 раза відповідно, порівняно з контро-
льними значеннями. Результати досліджень показали, 
що у експериментальних тварин після моделювання 
КОС вміст постальбумінової фракції з М.м. ~ 40 кДа 
знижувався впродовж експерименту у 3-4 рази. Вміст 
фракцій М.м.~ 25 кДа так само знижувався протягом 
всього експерименту у 2–4 рази після опіку. Такі ж зміни 
відмічені для фракції з М.м ~15 кДа. Спостерігається 
зниження у 1,4–4 рази вмісту зазначеної фракції відно-
сно контрольних значень. Кількісні зміни постальбумі-
нових фракцій в сироватці крові пов'язані із зниженням 
синтезу альбуміну функціонально неспроможними ге-
патоцитами, що свідчить про порушення роботи печін-
ки. Отже, отримані дані вказують на активацію гумора-
льної ланки імунної системи та запальний процес. 

Молекулярні механізми процесу загоєння після опі-
кових ран вивчені недостатньо. Тому певний теоретич-
ний та практичний інтерес становить дослідження біл-
кових фракцій слизової оболонки стравоходу після опі-
ку, які можуть відкрити нові перспективи для лікування 
опікових ран та профілактики рубцювання (Табл.2). 
 

Таблиця  2. Відносний вміст білкових фракцій у гомогенаті стравоходу щурів  
при розвитку кислотного опіку стравоходу, (мкг/мг білку) М±m, n=5 

Білкові фракції м.м.(кДа) Контроль 1-ша доба 7-ма доба 15-доба 21-ша доба 
126 4,79±0,1 2,13±0,1* 5±0,1 2,37±0,1* 5,39±0,1* 
110 3,45±0,1 1,93±0,1* 4,87±0,1* 3,57±0,1 3,5±0,1 
87 8,97±0,2 2,01±0,1* 7,2±0,2* 8,39±0,2* 8,56±0,2 
74 5,87±0,1 6,13±0,2 17,83±0,5* 2,79±0,1* 2,52±0,1* 
55 4,54±0,1 2,67±0,1* 8,44±0,3* 8,13±0,2* 4,51±0,1 
52 2,91±0,1 1,85±0,1* 4,93±0,1* 7,75±0,2* 6,47±0,2* 
34 3,7±0,1 3,23±0,1* 16,92±0,5* 5,35±0,1* 8,18±0,2* 

 
Примітка: * – р<0,05 щодо контролю.  
 
Було показано зниження вмісту фракцій гомогенату 

стравоходу з М.м. ~126 кДа на 1-шу та 15 доби у 2,25 та 
2 раза відповідно, відносно контролю. На 7 та 21-шу 
добу вміст даної фракції підвищувався у 1,05 та  
1,13 раза відповідно. Дана фракція 126 кДа може відпо-
відати центросомному білку, який відіграє вирішальну 
роль в основних клітинних функціях, таких як ділення 
клітин та внутрішньоклітинний транспорт. Зміни в рів-

нях вмісту даної фракції напевно пов'язані з пошко-
дженням або загоєнням внутрішньої поверхні страво-
ходу. Вміст фракції з М.м. ~110 кДа зменшувався на  
1-шу добу після опіку у 1,8 раза відносно контрольних 
значень. На 7-му добу вміст даної фракції вище за кон-
троль у 1,4 раза, а на 15 та 21-шу добу знижується до 
контрольних показників. Подібна тенденція спостеріга-
лась для фракції з М.м. ~87 кДа. На 1-шу добу після 
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КОС відбувалось суттєве зниження вмісту фракції у  
4,5 раза, на 7 добу вміст фракції нижче контрольного 
значення у 1,25 раза, а на 15 та 21-шу добу даний по-
казник на рівні контрольних значень. Показано підви-
щення вмісту фракції з М.м. ~ 74 кДа на 7-му добу в 3 
рази за розвитку опіку. На 15 та 21-шу добу експериме-
нту вміст зазначеної фракції різко знижувався і був у  
2,1 та 2,35 раза нижче від контрольних значень. Нами 
зроблено припущення, що фракція з М.м. ~ 74 може 
відповідати білку теплового шоку Hsp70. З літературних 
даних відомо, що вміст зазначеного білка корелює зі 
ступенем опіку. Підвищення вмісту Hsp70, можливо, 
пов'язано з основною здатністю зазначених білків зв'я-
зувати пошкоджені денатуровані білки в результаті де-
структивної дії речовин, та захистом процесів біосинте-
зу білків. Hsp білки мають модуляторну дію на лейкоци-
тарні клітини, залучені в каскади гострого запалення, 
вони обмежують інтенсивність гострого запалення і 
формування гострих органних дисфункцій [2]. Аналіз 
електрофореграм показав зміни вмісту фракції з  
М.м. ~55 та 52 кДа за розвитку КОС. В результаті до-
сліджень встановлено підвищення вмісту фракції з  
М.м. ~55 на 7 та15-ту доби у 1,86 та 1,8 раза відповід-
но, тоді як на 1-шу добу цей показник нижче контроль-
ного у 1,7 раза. Показано також підвищення вмісту біл-
кової фракції з М.м. ~ 52 кДа на 7, 15 та 21-шу добу у 
1,7; 2,7 та 2,2 раза, відповідно. На 1-шу добу вміст даної 
фракції також нижче контрольного показника у 1,6 разa. 
Фракції з М.м. ~ 52 кДа та ~55 кДа можуть відповідати 
білкам кератинам. Базальними кератиноцитами експре-
суються кератин 5 (58 кДа) та кератин 14 (50 кДа). Про-
цес реепітелізації опікової рани супроводжується поси-
леною міграцією базальних кератиноцитів до дистальних 
ділянок епідермісу ушкоджених тканин та посиленим 
синтезом кератинів [5,8]. Підвищення фракцій з М.м. ~50 
та ~58 кДа, ймовірно, свідчить про активний процес 
епітелізації опікової травми. Результати досліджень по-
казали, що у експериментальних тварин після моделю-
вання хімічного опіку стравоходу підвищується вміст 
фракції з М.м. ~ 34 кДа на 7, 15 та 21-шу доби експери-
менту у 4,6; 1,5 та 2,2 раза, відповідно, відносно контро-
лю. Білкова фракція з М.м ~34 кДа, може відповідати 
фактору росту ендотелію судин (VEGF). VEGF належить 
до VEGF/PlGF суперродини, є глікопротеїном та володіє 
потужним мітогенним потенціалом для клітин ендотелію 
судин, стимулює їх проліферацію, викликає міграцію ен-
дотеліоцитів та розвиток нових кровоносних судин [1].  

Висновок. Отже, метод електрофорезу дозволяє роз-
ділити білки на основні фракції, що дає змогу оцінити якіс-
ний білковий склад тканин за КОС, оскільки будь-яка хво-
роба супроводжується змінами білкового складу організ-

му. При цьому відбуваються кількісні зміни білків, особли-
во в тих тканинах, в яких розвивається патологія. Нами 
було показано зміни вмісту білкових фракцій в сироватці 
крові та гомогенаті стравоходу за розвитку кислотного 
опіку. Таким чином, актуальним є дослідження білкових 
фракцій з М.м. нижче 20 кДа та вище 120 кДа для розу-
міння участі білків та факторів росту у процесі загоєння 
та/або рубцювання після хімічних опіків стравоходу. 
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THE PROTEIN CONTENT CHANGES OF BLOOD SERUM AND ESOPHAGEAL HOMOGENATE  

UNDER ACID BURN DEVELOPMENT IN IMMATURE RATS 
The steady increase of the number of chemical esophagus burns is noted over the past tenth anniversary. The esophageal acid burns are seen 

frequently in children ages 1 to 8 years. The chemical injuries sights are characterized by increase synthesis and degradation of proteins and scar 
formation. The cicatricial changes of the esophagus, developing as a result of burns, remain one of the most difficult problems of physiological 
functions maintaining. Despite of numerous studies, there are many insufficiently studied issues of esophagus burn healing and scarring process 
at the cellular and molecular level. Further study of the esophageal burns healing process would be useful to create effective approaches to 
prevention of scarring formation in esophagus. 

Keywords: burn the esophagus, protein fraction, electrophoresis. 
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ИЗМЕНЕНИЯ БЕЛКОВОГО СОСТАВА СЫРОВАТКИ КРОВИ И ГОМОГЕНАТА ПИЩЕВОДА  
ПРИ РАЗВИТИИ КИСЛОТНОГО ОЖОГА ПИЩЕВОДА НЕПОЛОВОЗРЕЛЫХ КРЫС 

За последние десятилетия отмечается стабильное увеличение числа химических ожогов пищевода. В детском возрасте кислот-
ные ожоги пищевода чаще всего встречаются в возрасте от 1 года до 8 лет. В месте локализации химической травмы увеличиваю-
тся процессы синтеза и деградации белков. Рубцовые изменения пищевода, развивающиеся в результате ожога, остаются одной из 
наиболее сложных проблем. Несмотря на многочисленные исследования, недостаточно изучены вопросы заживления и процессов 
рубцевания на клеточном и молекулярном уровне. Показаны количественные изменения белкового состава в условиях розвития кис-
лотного ожога пищевода. Дальнейшее исследование процессов заживления может быть полезным в создании эффективных подходов 
для профилактики образования рубцовых изменений пищевода. 

Ключевые слова: ожог пищевода, белковые фракции, электрофорез. 
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THE ROLE OF CENTRAL AND PERIPHERAL D2R RECEPTORS IN THE MECHANISM  
OF COLONIC VASCULAR PERMEABILITY DURING EXPERIMENTAL COLITIS IN RATS  

 
We investigated the involvement of central and peripheral D2 dopaminergic receptors in the mechanism of vascular permeability 

in rat's colon during experimental ulcerative colitis. Ulcerative colitis was induced in male white inbred rats by 6 % iodoacetamide 
enema. For the investigation of central and peripheral D2R, separate and joint injections of D2R antagonist domperidone (2 mg/100 
g, per os) and D2R agonist quinpirole (1 mg/100 g, per os) were applied. Central D2R were destroyed by neurotoxin injection – 6-
OHDA. Colonic vascular permeability was measured by colonic extravasation of 1,5 % Evans blue. It was observed that blockade of 
peripheral D2R decreased colonic vascular permeability, while simultaneous activation of central D2R and inhibition of peripheral 
D2R have additive positive effect in prevention of increased colonic vascular permeability during experimental colitis. 

Key words: D2 dopamine receptors, vascular permeability, ulcerative colitis. 
 

Introduction. Inflammatory bowel diseases (IBD) 
development in human, as well as in animal models, is 
usually supported by increase of vascular permeability, 
which leads to the tissue edema. Number of mediators 
such as angiotenin, chemokines (IL-8, IL-10), coagulation 
factors, cytokines (IFN-γ, IL-13) and growth factors, mainly 
vascular endothelial growth factor (VEGF), affect vascular 
permeability and angiogenic balance. Endothelial cells 
produce proinflammatory mediators in response to the 
activation of immune cells and changes in tissue 
microenvironment. Many of the cytokines, deregulated 
during IBD pathogenesis, are pro-angiogenic: e.g., IL-17, 
which is synthesized by invasive Th17 cells and TNFα, 
which is synthesized by macrophages, monocytes and 
endothelial cells [1].  

It should be mentioned that endothelium of colonic 
blood vessels is more permeable than vascular 
endothelium in brain and less penetrative comparing to the 
endothelium of liver and spleen blood vessels, which is 
related to the different amount of connections between the 
cells of endothelium [2]. Three different types of vascular 
permeability were previously defined: basal vascular 
permeability of normal tissues, acute vascular 
hyperpermeability, chronic hyperpermeability, which is 
typical for pathological angiogenesis. While basal 
permeability is most typical for capillaries because of their 
structure, acute vascular hyperpermeability appears in 
postcapillary venules in response to single or short-term 
influence of VEGF, histamine, serotonine etc. Most of them 
are present in tissue mast cells under normal conditions 
and may be released under the influence of mast cell 
degranulation factors. The increase in permeability in this 
case is performed through the contraction of endothelial 
cells, which leads to the 'channel' appearance between 
them. Under the constant influence of permeability-
increasing factors, deep changes in venules structure and 
functioning appear, which lead to the chronic 
hyperpermeability and pathologic angiogenesis [3].  

Dopamine is a neurotransmitter, which is responsible 
for the happiness state and acts through two classes of 

dopamine receptors – D1 class, which consist of D1 and 
D5 subtypes and D2 class, which consists of D2, D3 and 
D4 subtypes. Expression of D1, D2, D3 and D5 dopamine 
receptors was found in mucosal layer of upper (stomach) 
and lower (small intestine and colon) parts of the 
gastrointestinal tract.  

There is direct and indirect evidence that disruption of 
dopaminergic system might have an influence in IBD 
pathogenesis. We showed that patients with schizophrenia, 
which is characterized by hyperdopaminergic activity, have 
less susceptibility to IBD development [4]. Meanwhile 
during Parkinson's disease, which is characterized by 
destroyed dopaminergic neurons in central nervous, the 
increased risk of IBD development was observed [5]. 
Previously we determined changes in D2R expression in 
colon mucosa of patients with IBD and experimental colitis 
[6]. D2R activation facilitated healing of experimental colitis 
lesions via decreasing of endothelial permeability and, as a 
result, reduction of colonic inflammation [7]. 

The aim of this work to determine whether central or 
peripheral D2 dopamine receptors affect vascular 
permeability in rat's colon during experimental UC. 

Materials and methods. Animals. Male white inbred 
rats (170-200 g, n=25) were housed under standard 
vivarium conditions. All animals had unlimited access to tap 
water and Purina chow. These studies were approved by 
Bioethical Committee of 'Institute of Biology and Medicine', 
Taras Shevchenko National University of Kyiv (Kyiv, 
Ukraine), protocol №1 from 20.02.2017.  

Iodoacetamide-Induced Colitis Model. Experimental UC 
in rats was induced by 6 % IA injection. IA is a widely used 
SH-alkylator [8]. This model of chemically induced UC is 
advantageous due to sufficient colonic lesions induction; 
during first 1-2 hours after IA enema such parameters as 
increased vascular permeability, massive mucosal edema 
etc can be seen with further erosions and ulcer formation 
(6-12 h) and acute and chronic inflammation (7-14 d). In 
brief, 0.1 ml of 6 % IA (Sigma, USA) dissolved in 1 % 
methylcellulose (Sigma, USA) or 0,1 ml of 1 % 
methylcellulose (MC) was given through rubber catheter 

© Prysiazhniuk А., Dovbynchuk T., Kopiyak B., Tolstanova G., 2017 



~ 40 ~ В І С Н И К  Київського національного університету імені Тараса Шевченка ISSN 1728-3817 
 

 

(Nelaton S-8, Rusch, Germany) 7 cm from anus. Rats were 
subjected to autopsy 1 h after intracolonic IA 
administration.  

Vascular permeability assay. For the quantitive 
measurement of colonic vascular permeability Evans blue 
assay was applied [9]. Evans blue irreversibly binds to 
albumin and crosses endothelial barrier in form of 
albumin/Evans blue conjugate (Mw≈67 kDa). Rats were 
anesthetized with urethane. Evans blue (1,5 %) in dose of 
100 µl/100 mg was injected intravenously 30 min before 
autopsy, which was performed 60 min after 6 % IA enema 
or vehicle (1 % MC). At autopsy 7 cm of colon were 
removed, rinsed in saline, gently blotted with filter paper 
and weighed. Using metal spatula the mucosa was gently 
scraped from the mucosal layer. Evans blue was extracted 
from the tissue using formamide and measured by 
spectrophotometry at 612 nm. Results were expressed as 
mg of dye/g colon wet weight. 

Destruction of central dopaminergic neurons. Chronic 
unilateral dopamine deficiency was performed by disruption 
of dopaminergic neurons of substantia nigra by stereotaxic 
microinjections of 12 μg of selective neurotoxin 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) (Sigma, USA) as described 
[10]. Briefly, under the nembutale anesthesia (50 mg/kg, i.p., 
Sigma, USA) rats were put into the modified stereotax (SEG-
4). Then animals were scalped and trepanated by injection 
needle in the area 2,2 mm in caudal direction and 1,5 mm in 
lateral direction from bregma. After that animals were given 
pargilin (40 mg/kg, i.p., Sigma, USA) to inhibit metabolic 
conversion of 6-OHDA by monoaminooxidase and 
desipramine (25 mg/kg, i.p., Sigma, USA) to block 
neurotoxin capture by noradrenergic cells. 4 μl of 6-OHDA 
(12 μg) were inserted into the brain into the bur hole in 2,8 
mm depth from cranium with the speed of 1 μl per minute 
(every 15 s). One week after the administration of 6-OHDA 
the number of destroyed central dopaminergic neurons was 
estimated by apomorphine test. The intensity of movements 
was recorded for 30 min after apomorhine injection (0,5 
mg/kg, i.p., Sigma, USA). Less than 180 turns per 30 min 
corresponded to 44 % of destroyed dopaminergic neurons of 
left hemisphere; more then 180 turns per 30 min – 95 % of 
destroyed dopaminergic neurons. 

Experimental design. 1) To check the role of central 
and peripheral D2R in mechanisms of colonic vascular 
permeability. The selective D2R agonist quinpirole was 
gavaged in dose 1 mg/100 g (Sigma, USA, cat 
#85798089) per os 15 min before IA enema (75 min 
before autopsy). Quinpirole was dissolved in saline strictly 
before using. The peripheral D2R antagonist 
domperidone (Domrid, 'Cusum Pharm') was gavaged in 
dose 2 mg/100 g body weight per os 30 min before IA 
enema (90 min before autopsy). Quinpirole and 
domperidone were gavaged separately or consecutively. 
Saline (1 ml/rat) was gavaged as the vehicle. 2) To check 
the role of central dopaminergic system in mechanisms of 
colonic vascular permeability. 6-OHDA-treated or sham-
lesioned rats were enrolled in experiment in 1 month after 
surgery. Rats were divided into 4 groups: I – sham-
lesioned rats treated with MC (n=3); II 6-OHDA-lesioned 
rats treated with methylcellulose (MC) (n=3); III sham-
lesioned rats treated with IA (n=3); IV – 6-OHDA-lesioned 
rats treated with IA (n=3). Colonic vascular permeability in 
rats was assessed in 60 min after IA or MC enema. 

Statistical analysis. Quantitative results were expressed 
as mean ±SD. Statistical significance was determined by 
Student's t-test, and p-values of <0.05 were considered 
statistically significant.  

Results and discussion. It is well known that 
increased vascular permeability is a major contributor to 
acute inflammatory response development and 
perpetuation of chronic inflammation. In our study rats 
injected with 6 % IA had increased vascular permeability in 
37.6 % (p<0.05) vs. control group (MC) (Fig. 1). These 
results are in line with previous data on increased vascular 
permeability during experimental UC [7]. 

On the models of ovarian hyperstimulation syndrome 
performed on human luteinized granulosa cells in vitro and 
in vivo, comercially available D2R agonist cabergoline 
showed effectiveness in prevention of increased vascular 
permeability by inhibition of VEGF protein production and 
secretion. Moreover, cabergoline in small doses activated 
D2R and reduced VEGF-mediated vascular permeability 
without affecting angiogenesis [11; 12]. Also the 
effectiveness of the D2R agonists was shown for treatment 
of lung cancer, which was performed on a LLC1 murine 
lung cancer model. Tumour angiogenesis was inhibited by 
D2R agonist via abrogation VEGFR-2-mediated signalling 
in endothelial cells [13]. 

For the determination of D2R role in colonic vascular 
permeability during experimental UC, rats were treated with 
D2R agonist quinpirole. Quinpirole decreased 23.9 % 
(p<0.05) colonic vascular permeability in rats with  
IA-induced UC (Fig. 1). So, activation of D2R decreased 
vascular permeability in rats with experimental UC and 
could indicate about the protective role of D2R. These data 
support previous research about the protective role of D2R 
in IBD pathogenesis [7]. Previous study showed that both 
central and peripheral dopamine plays a mechanistic role 
in duodenal ulceration [14; 15]. Quinpirole is a D2R 
agonist, which is able to cross blood-brain barrier and 
affects both central and peripheral dopaminergic neurons. 
Because of that question about the positive influence of 
central or peripheral D2R still remains open. 

To distinguish the role of central and peripheral D2R in 
regulation of colonic vascular permeability, selective D2R 
antagonist domperidone was used in our study. 
Domperidone does not cross blood-brain barrier and has 
an influence only on peripheral dopamine receptors [16]. 
Domperidone is commercially available antagonist and is 
used for treatment of gastroparesis, functional dyspepsia, 
nausea and vomiting and pediatric reflux [17; 18; 19; 20]. 
Pre-treatment with domperidone decreased in 18.8 % 
(p<0.05) colonic vascular permeability in rats with IA-
induced UC vs. saline-treated rats (Fig. 1). To our best 
knowledge, these data are the first indication that activation 
of peripheral dopaminergic neurons might play the negative 
role in the IBD pathogenesis via increase colonic vascular 
permeability. Previously, beneficial effects of D2R 
antagonists were shown in peptic ulcer disease. Namely, 
risperidone, D2R and 5-HT(2A) receptor antagonist pre-
treatment reversed the stress-induced alteration in 
hexosamine, PGE(2) and microvascular permeability [21]. 
Another antipsychotic D2R antagonist aripiprazole showed 
significant antiulcer and gastroprotective activity on the 
model of ethanol induced gastric ulcers [22].  
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Fig. 1. The effect of peripheral D2R antagonist domperidone (D),  
D2R agonist quinpirole (Q) and their combination  

on colonic vascular permeability during the IA-induced UC in rats.  
M±SD, * – р<0.05, vs. control group, treated with МС; # – р<0.05, vs. IA group 

 
Meanwhile, under the joint administration of quinpirole 

and domperidone level of colonic vascular permeability 
during IA-induced UC was decreased by 48.2 % (p<0.05), 
that almost twice lower than after single administration 
either quinpirole or domperidone (Fig. 1). The received 
results might indicate about the positive influence of central 
branch of dopaminergic system in IBD development and 
progression. Till date, there is no direct evidence on the 
central dopamine role in IBD development and 
progression, except evidence that patients with Parkinson's 

disease had increased levels of pro-inflammatory cytokines 
and intestinal permeability, which are key features of IBD 
pathogenesis [23; 24].  

To confirm the hypothesis on the beneficial effect of 
central dopaminergic system in the prevention of increased 
vascular permeability, we measured the level of colonic 
vascular permeability in rats with chemically destroyed 
central dopaminergic neurons during experimental UC (Fig. 
2).  
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Fig. 2.Colonic vascular permeability in the rats  
with damaged central dopaminergic neurons during IA-induced UC.  

Results were expressed as M±SD;  
n=3 rats/group. **p<0.01;  

 
We found that colonic vascular permeability was 

increased 40.0 % (p<0.01) in rats with destroyed 
dopaminergic neurons vs. sham-lesioned rats with IA-
induced UC.  

Conclusions. We showed for the first time that 
blockade of peripheral D2R decrease the colonic vascular 
permeability, while simultaneous activation of central D2R 
and inhibition of peripheral D2R have additive positive 

effect in prevention of increased colonic vascular 
permeability during experimental colitis. 
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РОЛЬ ЦЕНТРАЛЬНИХ І ПЕРИФЕРИЧНИХ Д2 РЕЦЕПТОРІВ  

У МЕХАНІЗМІ ЕНДОТЕЛІАЛЬНОЇ ПРОНИКНОСТІ 
ТОВСТОЇ КИШКИ ЩУРІВ ЗА УМОВ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО КОЛІТУ 

Визначено залучення центральних і периферичних Д2 дофамінергічних рецепторів у механізм ендотеліальної проникності товстої 
кишки щурів з експериментальним виразковим колітом (ВК). ВК викликали у білих нелінійних щурів-самців шляхом ректального вве-
дення 6 % йодоацетаміду. Для дослідження ролі центральних і периферичних Д2Р щурам окремо та сумісно вводили антагоніст Д2Р 
домперидон (2 мг/100 г, per os) та агоніст Д2Р квінпірол (1 мг/100 г, per os). Центральні дофамінергічні нейрони у щурів руйнували шля-
хом введення нейротоксину 6-OHDA. Ендотеліальну проникність товстої кишки щурів вимірювали за ступенем екстравазації 1.5 % 
фарби Еванса. Встановлено, що блокування периферичних Д2Р знижувало ендотеліальну проникність товстої кишки щурів, водночас 
активація центральних Д2Р та інгібування периферичних Д2Р мало додатковий позитивний ефект по запобіганню підвищеної ендо-
теліальної проникності товстої кишки щурів за експериментального ВК. 

Ключові слова: Д2 дофамінові рецептори, ендотеліальна проникність, виразковий коліт. 
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РОЛЬ ЦЕНТРАЛЬНЫХ И ПЕРИФЕРИЧЕСКИХ Д2 РЕЦЕПТОРОВ 

В МЕХАНИЗМЕ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ ПРОНИЦАЕМОСТИ 
ТОЛСТОГО КИШЕЧНИКА КРЫС С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ КОЛИТОМ 

Определили вовлеченность центральных и периферических Д2 дофаминергических рецепторов в механизм эндотелиальной про-
ницаемости толстого кишечника крыс с экспериментальным язвенным колитом (ЯК). ЯК у белых нелинейных крыс-самцов вызывали 
путем ректального введения 6 % йодоацетамида. Для исследования роли центральных и периферических Д2Р крысам отдельно и 
совместно вводили антагонист Д2Р домперидон (2 мг/100 г, per os) и агонист Д2Р квинпирол (1 мг/100 г, per os). Центральные дофами-
нергические нейроны у крыс разрушали путем введения нейротоксина 6-OHDA. Эндотелиальную проницаемость толстого кишечника 
крыс измеряли по степени экстравазации 1.5 % краски Эванса. Установлено, что блокирование периферических Д2Р снижало эндоте-
лиальную проницаемость толстого кишечника крыс, в то время как активация центральных Д2Р и ингибирование периферических 
Д2Р имели дополнительный позитивный эффект на предотвращение повышенной эндотелиальной проницаемости толстого кише-
чника крыс при экспериментальном ЯК. 

Ключевые слова: Д2 дофаминовые рецепторы, эндотелиальная проницаемость, язвенный колит. 
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STATE OF HYPERGLYCEMIA ANIMALS IN THE CONSUMPTION  

OF HIGH-CALORIE DIET WITH THE BIONANOCOMPOSITE ADDITION 
 

Glucose level and glucose tolerance test in blood of rats under conditions of obesity induced by consumption of high-calorie 
diet have been determined. It was also researched these indicators in the blood of animals that consumpt high-calorie diet with 
added bionanocomposite. These data suggest bionanocomposite preventive effect on the development of key indicators 
prediabetes. 
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Introduction. Obesity is a significant health problem 
worldwide and its incidence has more than doubled during 
the last 20 years [1]. Obesity is characterized by both a 
large increase in body weight and an increase in body fat 
exceeding standard measures. Obesity is a leading risk 
factor for the development of cardiovascular disease, and 
malignancies, and also has an impacton respiratory 
diseases such as asthma, chronic obstructive pulmonary 
disease as well as obesity hypoventilation syndrome and 
sleep apnea [2-4]. Obesity is associated with most of the 
components of metabolic syndrome, the leading cause of 
type 2 diabetes. The comorbidities of obesity and type 2 
diabetes associated with hyperglycemia (high blood 
glucose and impaired glucose tolerance). Therefore 
determination of glucose and glucose tolerance test is an 
important in period of prevention or treatment obesity. 

Features of metabolism at obesity can be the basis for 
the study of biologically active compounds of plant origin 
for the prevention of pathology. There is greater need to 
study the pharmacological and toxicological effects of 
herbal products to examine their clinical efficacy and 
safety. Because, every drug has potential side effects. 
They are not completely safe in this regard. Herbal 
supplements are being extensively used due to their 

effectiveness in managing many chronic disorders. They 
are cost-effective, and exert less to no toxic side-effects in 
comparison with many chemically synthesized drugs [5].  

Out of many such medicinal plants, fenugreek 
[Trigonella foenum-graecum Linn (Fabaceae)] has recently 
attracted the attention of scientists from across the globe. 
Fenugreek belongs to the family Fabaceae and is applied 
in many parts of the world for the treatment of diabetes. 
Fenugreek is well known for its antidiabetic properties [6-9]. 
The plant has been employed against different diseases 
including diabetes. 

In previous studies we have shown development of 
prediabetes in rats maintained on a high-calorie diet [10–12]. 
The aim of this work was to compare the performance of 
prediabetes in male and female under development of obesity 
and the impact of prophylactic administration 
bionanocomposite under the possibility of the state of 
hyperglycemia.  

Materials and methods.  
Animal care and experimental procedures  
Experiments were carried out on outbred female and 

male rats initially weighing 150–170 g. Research was 
conducted according to with the standards of the 
Convention on Bioethics of the Council of Europe's 'Europe 
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Convention for the Protection of Vertebrate Animals' used 
for experimental and other scientific purposes' (1997), the 
general ethical principles of animal experiments, approved 
by the First National Congress on Bioethics Ukraine 
(September 2001) and other international agreements and 
national legislation in this field. Animals were kept in a 
vivarium that was accredited in accordance with the 
'standard rules on ordering, equipment and maintenance of 
experimental biological clinics (vivarium)'. The tools used to 
research were metrological control.  

During week 1, all animals received standard Purina 
rodent chow and water ad libitum. On day 8, the animals 
were randomized into 4 groups. Rats of group 1 (Control) 
were given water ad libitum and were fed by a standard 
food during 14 weeks of the experimental period. The 
(HCD) group was fed by a high-caloric diet and water ad 
libitum [13]. Rats of group 3 (Control_BNC) were fed by a 
standard nutriment supplemented with 2 % 
bionanocomposite based on fenugreek seed powder. The 
(HCD_BNC) group was fed by, a high-caloric diet which 
contained bionanocomposite based on fenugreek seed 
powder (2 %) during 14 weeks of the experimental period.  

The animals were housed individually in cages at a 
constant temperature (20-22 °C) and humidity (60 %) with 
a 12-hour-light and 12-hour-dark cycle. 

Intraperitoneal glucose tolerance testing 
The serum glucose concentration was monitored using 

intraperitoneal glucose tolerance testing (IPGTT) in the 
control and obese rats. Before the test, the animals were 

narcotized with sodium thiopental (40 mg/kg body weight 
intraperitoneally). The rats were injected intraperitoneally 
with glucose solution (2 g/kg body weight). Blood samples 
were drawn from the tail vein at 0, 15 30, 60, and 120 
minutes after glucose administration through an 
intravenous catheter. Blood glucose levels were measured 
using a glucometer (Accu-Chek-Performa, Roche 
Diagnostics, Penzberg, Germany). The obtained data were 
used for construction of glycemic curves that reflect the 
rate of glucose level normalization after glucose 
administered. 

Statistical analysis 
Statistical analysis of data was carried out by the 

software package 'Statistica 7.0'. For the analysis of data 
distribution type, Shapiro-Wilks criterion was used. As the 
data were normally distributed, we used Student's t test for 
independent samples. Mean values (M) and standard 
deviations (SD) were calculated. Significant difference was 
considered at p ≤ 0.05. 

Results and discussion.  
Prediabetes is defined as an intermediate metabolic 

state between normoglycaemia and diabetes. Prediabetes 
includes impaired glucose tolerance and impaired fasting 
glucose [14, 15]. The blood glucose concentration in control 
and experimental groups of rats are represented in Fig 1.  
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Fig. 1. Effect of BNC on blood glucose in normal and obese rats (A-female, B-male) 

 
Means ± standard errors (n = 6) are shown (* p < 0.05 in comparison with control group; ** p < 0.05 in comparison with HCD group). 

 
Blood glucose concentration in control female and male 

rats was significantly higher than in high-calorie diet group 
(Fig 1, A,B). Blood glucose concentration in control female 
rats was 3.4 mmol/L (in control male rats was 3.6 mmol/L), 
while feeding high-calorie diet led to 1.7-fold elevation (5.8 
mmol/L) (in male – to 1.6-fold elevation (5.8 mmol/L)) of 
fasting blood glucose (Fig. 1,A,B). In the group of obese 
male rats treated with BNC had significantly lower blood 
glucose level compared to untreated obese rats. Blood 
glucose concentration in male rats of HCD_BNC group was 
3.3 mmol/L (Fig. 1, B). The results suggest a positive 
impact BNC on key indicator of diabetes and prediabetes. 
The blood glucose levels in control male and female rats 

treated with BNC and in untreated control animals were 
statistically comparable (Fig. 1, A,B). 

Our results indicate the development of hyperglycemia 
in animals research group. Hyperglycemia can develop 
due to decreased insulin secretion by β-cells of the 
pancreas, as well as lack of glucose utilization body 
tissues. High levels of glucose in the blood and other 
biological fluids causes the development of osmotic 
diuresis, which leads to dehydration and deficiency of 
cations. In addition, elevated levels of glucose increases 
non-enzymatic glycosylation of proteins and lipids and 
consequently develop numerous lesions in various organs 
[256]. However, adding a bionanocomposite in HCD 
prevents the development of hyperglycemia. 
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Effect of BNC on glucose tolerance in normal and 
obese rats is shown in Fig. 2. 

Glucose administration induced a high glucose level in 
the obese animals at all time points, from 0 to 120 minutes 
after glucose challenge, and the difference was significant 
at the 15 minutes and 30 minutes time point. 

For the control female rats, the mean blood glucose 
level was 4,03 mmol/L at 30 minutes after glucose 
administration and 3,45 mmol/L at 120 minutes (Fig. 2,A). 
For the control male rats, the mean blood glucose level 
was 4,7 mmol/L at 15 minutes after glucose administration 
and 3,4 mmol/L at 120 minutes (Fig. 2,B). Although 
impaired glucose tolerance is consistently defined as a 2 
hour plasma glucose concentration of 7.8-11.0 mmol/L 
during an oral glucose tolerance test, the cut-off point for 
diagnosis of impaired fasting glucose remains controversial 
[14]. WHO defines impaired plasma glucose as fasting 
plasma glucose of 6.1-6.9 mmol/L [14, 15], while the 2003 
American Diabetes Association (ADA) guideline 

recommended a cut-off point of 5.6-6.9 mmol/L [14, 16] For 
the obese female (and male) rats, the mean blood glucose 
level was 6,4 mmol/L (7,1 mmol/L) at 15 minutes after 
glucose administration and 6,0 mmol/L (6,2 mmol/L) at 120 
minutes (Fig. 2,A). IP glucose tolerance tests showed that 
HCD fed rats had impaired glucose clearance compared to 
standard food fed rats, as indicated by a significantly 
greater area under the glucose curve (Fig. 2,A,B). 

Prediabetes defined as impaired fasting glucose or 
impaired glucose tolerance is associated with an increased 
risk of composite cardiovascular events, coronary heart 
disease, stroke, and all cause mortality. In this regard, 
during the prevention of obesity should pay attention not 
only to normalize body weight but in maintaining glucose at 
normal levels. In groups of animals (Control_BNC and 
HCD_BNC) were observed glucose intolerance. Such data 
provide basis for further study of the bionanocomposite as 
a possible means for prevention and treatment of obesity. 
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Fig. 2. Effect of BNC on glucose tolerance in normal and obese rats (A-female, B-male) 

 

Top panels show plasma glucose concentration curves as a function of time, and bottom panels show areas under the curves. Means 
± standard errors (n = 6) are shown (* p < 0.05 in comparison with control group; ** p < 0.05 in comparison with HCD group). 
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СТАН ГІПЕРГЛІКЕМІЇ ТВАРИН  

В УМОВАХ СПОЖИВАННЯ ВИСОКОКАЛОРІЙНОЇ ДІЄТИ  
З ДОДАВАННЯМ БІОНАНОКОМПОЗИТУ 

Визначено вміст глюкози в крові щурів і проведено глюкозотолерантний тест за умов розвитку ожиріння, індукованого спожи-
ванням висококалорійної дієти. Досліджено дані показники в крові тварин, які споживали висококалорійну дієту з додаванням біонано-
композиту. Отримані дані свідчать про профілактичний ефект біонанокомпозиту на розвиток основних показників передіабету. 

Ключові слова: глюкоза, глюкозо-толерантний тест, біонанокомпозит, профілактика, ожиріння. 
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СОСТОЯНИЕ ГИПЕРГЛИКЕМИИ ЖИВОТНЫХ  

В УСЛОВИЯХ ПОТРЕБЛЕНИЯ ВЫСОКОКАЛОРИЙНОЙ ДИЕТЫ  
С ДОБАВЛЕНИЕМ БИОНАНОКОМПОЗИТА 

Было определено содержание глюкозы в крови крыс и проведен глюкозо толерантный тест в условиях развития ожирения, инду-
цированного потреблением высококалорийной диеты. Также были исследованы данные показатели в крови животных, которые по-
требляли высококалорийную диету с добавлением бионанокомпозита. Полученные данные свидетельствуют о профилактическом 
эффекте бионанокомпозита на развитие основных показателей передиабета. 

Ключевые слова: глюкоза, глюкозо-толерантный тест, бионанокомпозит, профилактика, ожирение. 
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СТАН ГЛУТАТІОНОВОЇ СИСТЕМИ В СИРОВАТЦІ КРОВІ ЩУРІВ  
ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ АРТРОЗІ ТА ПРИ ВВЕДЕННІ ХОНДРОЇТИНА СУЛЬФАТУ 

 
Встановлено, що при остеоартрозі, індукованого введенням монойодацетату натрію у сироватці крові щурів зни-

жуються активності ферментів глутатіонової системи – глутатіонпероксидази, глутатіонтрансферази, глутатіон-
редуктази і змінюється співвідношення окисненої та відновленої форм глутатіону в бік окиснення. Виявлено, що при 
введенні препарату на основі хондроїтина сульфату натрію в сироватці крові щурів із хімічно викликаним остеоартро-
зом зростають активності досліджуваних ферментів і нормалізується співвідношення форм глутатіону.  

Ключові слова: остеоартроз, окиснення, глутатіон, хондроїтина сульфат. 
 

Вступ. Остеоартроз – хронічне захворювання суг-
лобів, пов'язане із поступовою дистрофією хряща вна-
слідок розвитку запалення. Перші ознаки захворювання 
часто реєструються у пацієнтів віком від 30 років. Поча-
ток захворювання характеризується порушенням обмі-
ну речовин та активацією окисних процесів в синовіоци-
тах та хондроцитах [1]. Спостерігається зниження елас-
тичності суглобового хряща через часткову чи повну 
втрату протеогліканів внаслідок механічних травм чи 
порушення синтетичних процесів в хондроцитах при 
окисному стресі [2]. Вільні радикали безпосередньо та 
через цитокін – індуковане підвищення концентрації та 
активності матриксних металопротеїназ стимулюють 
хондро- та остеорезорбцію, викликають фрагментацію 
гіалуронової кислоти та хондроїтина сульфату [3].  

Внаслідок дії прозапальних цитокінів та активації си-
гнальних каскадів в клітинах синтезується надлишки 
перекису водню, супероксид-аніону та оксиду азоту, які 
активують колагеназу та пригнічують інгібітори протеаз, 
викликають перекисне окиснення ліпідів мембран, по-
шкоджують ферменти, структурні білки та руйнують 
нуклеїнові кислоти [4]. Глутатіонова система захищає 
компоненти клітини від окиснення. Основним антиокси-
дантом є відновлений глутатіон – низькомолекулярний 
тіол, що виступає донором водню в окисно-відновних 
реакціях [5]. У відновленій формі глутатіон хімічно вза-
ємодіє з активними формами кисню, руйнує вільні ра-
дикали, видаляє ацилпероксиди з мембран. В якості 
кофактора він входить до складу ферментів глутатіоно-
вої системи, які знешкоджують перекис водню (глутаті-
онпероксидаза), ліпоперекиси мембран та ксенобіотики 
(глутатіонтрансфераза), підтримують пул відновленого 
глутатіону (глутатіонредуктаза), забезпечуючи комплек-
сний антиоксидантний захист [6].   

Тому метою дослідження було визначити вплив хо-
ндропротекторного препарату на основі хондроїтина 
сульфату на стан антиоксидантної глутатіонової систе-
ми в сироватці крові щурів з монойодацетат натрію –
індукованим артрозом. 

Матеріали і методи. Роботу було виконано на білих 
нелінійних щурах обох статей масою 180-240 г, що 
утримувались на стандартному раціоні віварію. При 
роботі з тваринами дотримувались загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, ухвалених Пер-
шим національним конгресом України з біоетики (вере-
сень 2001 р) та міжнародних угод у цій галузі. Кожна 
група включала по 7 тварин кожної статі. Експеримент 
ставили за схемою: група "Контроль" – контрольні щу-
ри, яким в перший день в обидва коліна крізь колінну 
зв'язку кололи по 50 мкл 0,9 % розчину NaCl; група 
"МІА" (монойодацетат натрію) – щури, яким в перший 
день вводили в праве коліно 3 мг монойодацетату на-
трію, розчиненого у 50 мкл 0,9 % розчину NaCl, в ліве 
коліно – 50 мкл 0,9 % розчину NaCl крізь колінну зв'язку; 
тварини групи "Драстоп" слугували в якості негативного 
контролю на препарат, їм в перший день в обидва колі-

на крізь колінну зв'язку кололи по 50 мкл 0,9 % розчину 
NaCl і додатково застосовували внутрішньом'язево 
препарат на основі хондроїтина сульфату "Драстоп" 
1 раз на добу протягом 25 діб; тваринам групи "МІА + 
Драстоп" в перший день вводили в праве коліно 3 мг 
монойодацетату натрію, розчиненого у 50 мкл 0,9 % 
розчину NaCl, в ліве коліно – 50 мкл 0,9 % розчину NaCl 
крізь колінну зв'язку і проводили терапію "Драстопом" 
1 раз на добу протягом 25 діб. При розрахунку дози 
препарату для тварин використовували коефіцієнти 
перерахунку доз (мг/кг) з тварин на людину [7]. Забій 
щурів та забір сироватки крові проводили на 30 день 
після початку експерименту. 

У сироватці крові визначали наступні показники. 
Вміст білка вимірювали за методом Лоурі [8]. Активність 
глутатіонпероксидази визначали спектрофотометрично 
за підвищенням вмісту окисленого глутатіону. Актив-
ність глутатіонтрансферази визачали за накопиченням 
оптично активного кон'югату з 1-хлор-2,4-динітро-
бензолом. Активність глутатіонредуктази оцінювали в 
реакції відновлення окисленого глутатіону за знижен-
ням рівня NADPH [9]. Вміст відновленого та окисленого 
глутатіону визначали спектрофлюори-метричним мето-
дом із використанням ортофталевого альдегіду за різ-
них значень рН середовищ [10, 11]. Вимірювання про-
водили на спектрофлуориметрі RF–510 (Shimadzu, 
Японія). Статистичну обробку результатів дослідження 
проводили загальноприйнятими методами варіаційної 
статистики. Вірогідність різниці між контрольними та 
дослідними вимірами оцінювали методом однофактор-
ного дисперсійного аналізу. Достовірними вважали ре-
зультати при р<0,05 [12]. 

Результати та обговорення. В ході проведених екс-
периментів встановлено, що у групі щурів з МІА – індуко-
ваним остеоартрозом в сироватці крові знижуються ак-
тивності ферментів глутатіонової системи – активність 
глутатіонпероксидази знижується у 1,4 раза, активність 
глутатіонтрансферази – в 1,3 раза, активність глутатіон-
редуктази в 1,2 раза відносно контрою. При розвитку 
експериментального запалення суглобів у сироватці кро-
ві порушується співвідношення окисленого і відновлено-
го глутатіону. Так, вміст відновленого глутатіону знижу-
ється в 1,4 раза, а вміст окисленого зростає в 1,3 раза 
відносно відповідних показників контрольної групи. 

Негативний контроль на препарат показав, що хон-
дроїтина сульфат не змінює рівновагу глутатіонової 
системи в сироватці порівняно з контрольною групою. 

Після терапії препаратом тварин з експерименталь-
но викликаним остеоартрозом виявлено підвищення 
активностей ферментів глутатіонової системи – актив-
ність глутатіонпероксидази зросла у 1,3 раза, актив-
ність глутатіонтрансферази – в 1,4 раза, активність глу-
татіонредуктази в 1,7 раза відносно відовідних показни-
ків сироватки крові хворих тварин групи МІА. Встанов-
лено, що препарат на основі хондроїтина сульфату 
відновлює співвідношення окисленого і відновленого 
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глутатіону у сироватці крові щурів з експериментальним 
остеоартрозом. Так, вміст відновленого глутатіону під-

вищуться в 1,5 раза, вміст окисленого не змінюється 
відносно відповідних показників групи МІА (табл. 1). 

 
Таблиця  1. Глутатіонова система у сироватці крові щурів при остеоартрозі (M±m, n=7) 

Група 
Показник 

Контроль Драстоп МІА МІА+Драстоп 

Глутатіонпероксидазна активність,  
нмоль GSHЧхв-1 Чмг білка-1 

32,57 ± 2,95 35,29 ± 3,14* 23,56 ± 2,17* 29,75 ± 2,38** 

Глутатіонтрансферазна активність,  
нмоль Чхв-1 Чмг білка-1 

7,29 ± 0,07 7,97 ± 0,08* 5,66 ± 0,54* 8,15 ± 0,74** 

Глутатіонредуктазна активність,  
нмоль НАДФНЧхв-1 Чмг білка-1 0,38 ± 0,03 0,41 ± 0,03* 0,32 ± 0,03* 0,53 ± 0,05** 

Глутатіон відновлений, 
нмоль Чмг білка-1 

20,59 ± 1,82 21,62 ± 1,75* 15,06 ± 1,42* 22,93 ± 1,94** 

Глутатіон окиснений, 
нмоль Чмг білка-1 

6,59 ± 0,61 6,56 ± 0,63* 8,63 ± 0,81* 7,95 ± 0,75** 

 
* – p < 0,05, відносно контрольних показників відповідних груп 
** – p < 0,05, відносно показників групи "МІА" 

  
Глутатіонпероксидаза каталізує реакції відновлення 

пероксиду водню до води та органічних гідропероксидів 
(ROOH) до гідроксипохідних, і в результаті переходить 
в окислену дисульфідну форму GS-SG. На відміну від 
каталази, яка локалізована в пероксисомах, фермент 
функціонує в цитозолі та мітохондріях і має вищу спорі-
дненість до перекису. Фермент відновлює різні органіч-
ні ліпідні пероксили, які утворюються в організмі при 
активації перекисного окиснення ліпідів, такі як гідропе-
роксид лінолевої і ліноленової кислот, холестерин-7β-
гідропероксид і деякі синтетичні речовини (кумен-, трет-
бутил-гідропероксиди), захищаючи від окисної атаки 
білки, ліпіди, НАДФН, НАДН. Відновлення ферменту 
відбувається за участі глутатіонредуктази та відновле-
ного глутатіону [13]. В клініці у хворих на системні за-
хворювання сполучної тканини c ураженням суглобів 
спостерігається знижений антиоксидантний статус з 
низькою активністю глутатіонпероксидази та глутатіон-
редуктази еритроцитів при низькому рівні відновленої 
форми глутатіону на тлі підвищеного рівня оксиду азоту 
в плазмі крові [14, 15].  

За останні 30 років було доведено, що глутатіон  
S-трансферази використовують відновлений глутатіон 
не лише для знешкодження ксенобіотиків та екзогенних 
електрофільних сполук, а й регулюють сигнальні шля-
хи, які активуються кінцевим продуктом окиснення n-6-
поліненасичених жирних кислот – 4-гідрокси-транс  
2-ноненалем, вторинним месенджером, який впливає 
на активацію транскрипціїних факторів/репресорів. Ни-
зькі рівні гідроксіноненала активують клітинну проліфе-
рацію, синтез білків та ДНК, високі рівні, які досягають-
ся при розвитку перекисного окиснення ліпідів, запус-
кають механізми апоптозу. Встановлено, що в клітинах 
ця сполука впливає на токсичність окисного стресу, її 
гідроксильна група група взаємодіє з нуклеофільними 
групами білків, нуклеїнових кислот та фосфоліпідів. 
Було показано, що глутатіон S-трансферази використо-
вують гідроксіноненал як субстрат, ферменти регулю-
ють клітинні рівні гідроксіноненала, пригнічуючи його 
утворення в процесі перекисного окислення ліпідів, а 
також знижують вміст за допомогою кон'югації з віднов-
леним глутатіоном (GSH) та АТФ-залежного експорту 
кон'югатів [16, 17]. Відомо, що у людей при остеоартрозі 
активність глутатіон S-трансферази знижується на фоні 
посилення окисного стресу [18].  

Окиснений глутатіон (GSSH) відновлюється глутаті-
онредуктазою за участі NADPH. Помічено, що у людей 
з остеоартрозом активність цього ферменту знижена, 

відповідно, знижено вміст відновленого глутатіону 
(GSH) на фоні активації окисних процесів. Пригнічення 
відновлення глутатіону та розвиток окисного стресу 
призводить до зниження синтезу протеогліканів та гіа-
луронової кислоти – компонентів матриксу хряща [19]. 

На сьогодні дослідженнями in vivo та in vitro показано, 
що хондроїтина сульфат здатен проникати у тканини 
суглобових хрящів та стимулювати синтез колагену ІІ 
типу та протеогліканів: аутосинтез та синтез гіалуронової 
кислоти; може зв'язуватись з toll-подібним рецептором 
(TLR)-4 та інгібувати синтез прозапальних цитокінів 
MyD88 та TRAF-6 через пригнічення ядерної транслока-
ції NF-kB; знижувати експресію ADAMTS-4 та 5 (аггрека-
наз), інтерлейкінів IL-1b та (IL)-6, активацію iNOS, матри-
ксних металопротеїназ (MMP-1, −3 -9 та −13), мікросо-
мальної синтази простогландинів (mPGES)-1, циклоокси-
генази 2 та синтез простагландину (PG) E2; знижувати 
швидкість апоптозу хондроцитів через зниження транс-
локації NF-κB, пригнічення активності МАР-кіназного сиг-
нального шляху через р38 та Erk1/2, інгібування експре-
сії, вмісту та активностей каспаз 3 та 7 [20, 21].  

Висновки. Таким чином, в ході проведених експе-
риментальних досліджень встановлено, що в сироватці 
крові щурів при монойодацетат натрію – індукованому 
остеоартрозі знижуються активності ферментів глутаті-
онової системи – глутатіонпероксидази, глутатіонтран-
сферази, глутатіонредуктази та змінюється співвідно-
шення окисненої та відновленої форм глутатіону в бік 
окиснення у порівнянні з відповідними показниками кон-
трольних тварин. Застосування препарату на основі 
хондроїтина сульфату натрія призвело до відновлення 
стану глутатіонової антиоксидантної системи у сирова-
тці крові щурів з експериментальним остеоартрозом, 
що свідчить про позитивну дію препарату "Драстоп" на 
антиоксидантну систему організму, що робить його 
ефективним у лікуванні остеоартрозу. 
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СОСТОЯНИЕ ГЛУТАТИОНОВОЙ СИСТЕМЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ КРЫС  

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ АРТРОЗЕ И ПРИ ВВЕДЕНИИ ХОНДРОИТИНА СУЛЬФАТА 
Установлено, что при остеоартрозе, индуцированного введением монойодацетата натрия в сыворотке крови крыс снижаются 

активности ферментов глутатионовой системы – глутатионпероксидазы, глутатионтрансферазы, глутатионредуктазы и меня-
ется соотношение окисленной и восстановленной форм глутатиона в сторону окисления. Обнаружено, что при введении препарата 
на основе хондроитина сульфата натрия в сыворотке крови крыс с химически вызванным остеоартрозом растут активности исс-
ледуемых ферментов и нормализуется соотношение форм глутатиона. 

Ключевые слова: остеоартроз, окисления, глутатион, хондроитина сульфат. 
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CONDITION OF GLUTATHIONE SYSTEM IN THE SERUM OF RATS 
IN EXPERIMENTAL OSTEOARTHRITIS AND ADMINISTRATION OF CHONDROITIN SULPHATE 

It was established that in osteoarthritis induced by administering of sodium monoiodacetate in the blood serum of rats glutathione system 
enzyme activities reduced – glutathione peroxidase, glutathione, oxidized glutathione and the ratio of redox glutathione forms moved towards 
oxidation. It has been found that after the introduction of the drug based on the sodium chondroitin sulphate enzyme activities grew and 
glutathione balance normalized in the serum of rats with chemically induced osteoarthritis. 

Keywords: osteoarthritis, oxidation, glutathione, chondroitin sulfate. 



~ 50 ~ В І С Н И К  Київського національного університету імені Тараса Шевченка ISSN 1728-3817 
 

 

УДК: 661.8.67:577.112.85:57.083.3:591.16 
М. Храбко, асп., Р. Федорук, д-р вет. наук, проф., С. Кропивка, канд. с-г наук, 

Інститут біології тварин НААН, Львів 
 

ПОКАЗНИКИ СТАНУ ІМУННОЇ ТА АНТИОКСИДАНТНОЇ СИСТЕМ  
У КРОВІ ВАГІТНИХ САМИЦЬ ЩУРІВ F1 ПІД ДІЄЮ РІЗНИХ ДОЗ ЦИТРАТУ ГЕРМАНІЮ 
 
Досліджено вплив різних доз цитрату Ge, отриманого методами нанотехнології і хімічного синтезу, на актив-

ність імунної та антиоксидантної систем крові вагітних самиць щурів. Дослідження виконано на самицях щурів F1, 
яким випоювали з водою цитрат Ge у дозах 10 (IІ), 20 (IIІ), 200 (IV) мкг Ge, отриманий нанотехнологічним методом, і 
2000 (V) мкг Ge – хімічно синтезований. Цитрат Ge застосовували від молочного періоду до 18-20 доби вагітності. 
Виявлено неоднаковий вплив цитрату Ge на показники імунної та антиоксидантної систем з підвищенням вмісту 
імунних глобулінів, глікопротеїнів та активності ензимів антиоксидантного захисту, що більше виражено у самиць 
які отримували 20 мкг Ge. Встановлено інгібуючий вплив цитрату Ge в дозі 2 мг/кг на вміст альбуміну та триацилг-
ліцеролів на тлі підвищення рівня креатиніну у крові вагітних самиць.  

Ключові слова: цитрат германію; кров; щурі; імунофізіологія. 
 
Вступ. Мікроелементи відіграють важливу роль у 

функціонуванні живого організму, оскільки каталізують 
процеси обміну речовин та активують функції гормонів, 
вітамінів, ферментів. Одним із таких мікроелементів є 
Германій, який використовується у біології, медицині та 
ветеринарії [1-3]. З літературних джерел відомо, що 
найменш токсичним є цитрат Ge, отриманий методом 
нанотехнології [4]. Як мікроелемент, Ge володіє імуно-
стимулюючою, антиоксидантною, антигіпертензивною, 
протизапальною та знеболюючою властивостями [5–7]. 
Імуностимулююча дія Ge характеризується індукцією γ-
інтерферону, що бере участь в імунокорекції Т-клітин і 
макрофагів, тоді як імунодепресивна дія виявляється 
пригніченням синтезу антитіл. Завдяки таким властиво-
стям органічні сполуки Ge застосовуються в медицині у 
якості імуномодуляторів та антиоксидантів для покра-
щення загального стану організму, а також для поси-
лення кровопостачання органів і тканин та забезпечен-
ня їх О2 [5, 7, 9]. Доведено, що в організмі органічні 
сполуки Ge беруть участь у транспортуванні О2 до тка-
нин, попереджуючи розвиток гіпоксії на тканинному рів-
ні [5, 7-9]. Однак даних щодо впливу органічних сполук 
Ge на перебіг фізіолого-біохімічних процесів в організмі 
вагітних самиць, крім наших досліджень, не виявлено. 
Зокрема, результати раніше проведених нами дослі-
джень вказують на стимулюючий вплив цитрату герма-
нію, отриманого методом нанотехнології, на імунобіоло-
гічну реактивність організму самиць щурів F0 і його ре-
продуктивну і детоксикаційну функцію [2, 10]. Характер-
ним є також дозозалежні відмінності впливу цитрату Ge, 
отриманого методом нанотехнології та хімічного синтезу, 
на фізіолого-біохімічні показники крові, розвиток внутрі-
шніх органів та цілого організму самців щурів F1 з їх при-
плоду [11]. Метою цих досліджень було вивчення впливу 
різних доз цитрату Ge, отриманого методами нанотехно-
логії та хімічного синтезу, на активність імунної та анти-
оксидантної систем і деякі біохімічні показники крові ор-
ганізму самиць щурів F1 у період вагітності. 

Матеріали і методи. Дослідження проведені у віва-
рії Інституту біології тварин НААН на білих лаборатор-
них щурах-самицях, поділених на п'ять груп за принци-
пом аналогів, по 4-5 тварин у кожній. І група – контро-
льна, отримувала збалансований стандартний раціон 
(СР) зі згодовуванням гранульованого комбікорму 
впродовж усього періоду досліджень і споживанням 
води без обмеження. Тваринам ІІ – IV дослідних груп 
згодовували корми СР і випоювали з водою наногерма-
ній цитрат (НGeЦ), виготовлений нанотехнологічним 
методом [12], у таких кількостях (мкг Ge/кг маси тіла):  
ІІ – 10; ІІІ – 20; ІV – 200. Тварини V групи отримували 
СР + 2000 мкг Ge/кг м. т. з цитрату германію хімічно 
синтезованого (ЦGeХС). Водний розчин наногерманію 
цитрату, у концентрації 1,2 г/дм3, pH 1,30 отриманий від 

ТОВ "Наноматеріали та нанотехнології", м. Київ. Хімічно 
синтезований цитрат германію (біс(цитрато)германатна 
кислота) з концентрацією 1,452 г Ge/0,1 дм3, pH 0,31, був 
виготовлений співробітниками кафедри загальної хімії та 
полімерів Одеського національного університету імені 
І. І. Мечникова. Надходження НGeЦ і ЦGeХС в організм 
щурів F1 дослідних груп тривало впродовж лактації са-
миць F0 (з материнським молоком) і спожитою водою 
після виходу з гнізда, у період фізіологічного і статевого 
дозрівання та запліднення і завершувалося на 18-20 
доби вагітності. Природне парування проводили у віці 
4–4,5 місяці з розрахунком 1 самець на 2-3 самиці. На 
18–20 доби вагітності відповідно до міжнародних [13] і 
національних [14] вимог від всіх самиць після наркозу, 
знерухомлення та розтину черевної і грудної порожнин, 
отримували кардіальну кров. У змішаній крові визнача-
ли вміст імуноглобулінів нефелометричним методом, 
молекул середньої маси (МСМ), циркулюючих імунних 
комплексів (ЦІК), гексоз, зв'язаних з білками, сіалових 
кислот, церулоплазміну та активність каталази, суперо-
ксиддисмутази (СОД), глутатіонпероксидази (ГП), гід-
ропероксидів ліпідів (ГПЛ) і ТБК-активних продуктів за 
методиками, що описані у довіднику [15], а також кон-
центрацію альбуміну, креатиніну, триацилгліцеролів 
(ТАГ), Кальцію, Фосфору – на біохімічному аналізаторі 
"Humalyzer" 2000. Отриманий цифровий матеріал 
опрацьовано методом варіаційної статистики з викори-
станням критерію Стьюдента. Розраховували середні 
арифметичні величини (М) та їх похибки (± m). Зміни 
вважали вірогідними за Р≤0,05. Для розрахунків вико-
ристано комп'ютерну програму Excel. 

Результати та обговорення. У результаті прове-
дених досліджень встановлено, що за тривалого випо-
ювання цитрату Ge у крові вагітних самиць щурів F1 
відбуваються зміни фізіологічних і біохімічних показни-
ків, що характеризують не однакову дію різних доз Ge 
на їх організм. На це вказує зростання вмісту імуногло-
булінів у крові самиць дослідних груп, з вірогідним їх 
збільшенням на 20,9 % у ІІІ групі, а також, гексоз, зв'я-
заних з білками і сіалових кислот, крім ІІ групи. Зрос-
тання рівня імуноглобулінів і моноцукрів глікопротеїнів у 
крові самиць дослідних груп, що вірогідно виражено у 
тварин ІІІ групи, може вказувати на стимулюючий вплив 
цитрату Ge у дозі 20 мкг на синтез окремих їх класів у 
лімфоїдній тканині та печінці, тоді як ці процеси значно 
пригнічуються за дії збільшеного рівня естрогенів, що 
спостерігається під час вагiтностi щурів [2]. У той час як 
реакція показників гострої фази, зокрема концентрація 
молекул середньої маси у крові тварин V (p<0,001), а 
ЦІК – ІІ (p<0,01) груп зменшувалася порівняно з їх ве-
личинами у самиць контрольної групи (табл. 1). Однак 
вміст ЦІК зменшується (p<0,01) у крові самиць ІІ дослі-
дної групи, за дії 10 мкг Ge, проте прослідковується 
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тенденція до його збільшення у ІІІ групі, за дії 20 мкг 
Ge, що можливо пов'язано з високим рівнем імуногло-
булінів, гексоз, зв'язаних з білками і сіалових кислот у 

крові цих тварин, а також імунобіологічною реакцією їх 
організму під час вагiтностi на підвищення дози Ge. 

 

Таблиця  1. Імунні та глікопротеїнові комплекси крові вагітних самиць щурів F1  

за випоювання цитрату Ge (M ± m, n=4, 5) 

Група 
контроль дослід, мкг Ge/кг м. т. Показник 

І ІІ – 10 ІІІ – 20 ІV – 200 V – 2000 
Імунні глобуліни, г/л 6,7±0,40 7,4±0,60 8,1±0,47* 6,9±0,52 7,2±0,31 
МСМ, ум. од. 0,25±0,004 0,26±0,004 0,25±0,005 0,25±0,003 0,22±0,004*** 
ЦІК, ммоль/л 88,0±4,32 69,8±2,02** 98,0±3,94 83,0±3,08 88,0±3,02 
Гексози, зв'язані з білками, г/л 3,25±0,17 3,75±0,12* 4,15±0,16** 4,19±0,13** 4,12±0,16** 
Сіалові кислоти, ум. од. 114,8±2,17 119,4±4,78 133,8±4,85** 128,2±3,32* 134,2±2,87*** 
Церулоплазмін, ум. од. 366,8±5,62 363,7±4,50 380,6±6,83 368,8±3,17 358,8±5,32 
 

Примітка: у цій та наступних таблицях різниця статистично вірогідна порівняно з контрольною (І) групою * – р≤0,05; ** – р≤0,01, 
*** – р≤0,001. 

 

Характерно, що випоювання НGeЦ у дозах від 10 до 
200 мкг Ge не змінювало рівня МСМ і церулоплазміну в 
крові самиць, що вказує на фізіологічну адекватність 
цих доз щодо реакції білкових комплексів гострої фази 
імунної реактивності організму. У той час як висока до-
за (2 мг) хімічно отриманого цитрату Ge зумовлювала 
пригнічення синтезу цих молекул, що викликало вірогі-
дне зниження концентрації МСМ у крові самиць V групи, 
проте стимулювала зростання рівня інших компонентів 
імунної системи – імунних глобулінів, гексоз, зв'язаних з 
білками, сіалових кислот. Стимулюючий вплив застосо-
ваних доз цитрату Ge на імунофізіологічну реакцію ор-
ганізму вагітних самиць щурів підтверджує вірогідне 
збільшення у крові вмісту гексоз, зв'язаних з білками на 
15,4 – 28,9 % у всіх дослідних групах. Ця тенденція від-
значена і для сіалових кислот, вміст яких у крові вірогі-
дно збільшувався у самиць ІІІ групи на 16,5 % (p<0,01), 
ІV – 11,7 % (p<0,05), V – 16,9 % (p<0,001) порівняно до 
контролю, що відзначали й інші автори [2]. Вірогідно 
вираженого впливу цитрату Ge на рівень церулоплаз-
міну у крові тварин дослідних груп не відзначено.  

Підтвердженням вираженого біологічного впливу 
цитрату Ge є також вірогідні міжгрупові відмінності по-
казників антиоксидантної активності крові вагітних са-
миць щурів дослідних груп порівняно з контрольною 
(табл. 2). Відстежується тенденція до збільшення акти-
вності ензимів АОС крові за дії НGeЦ, проте вірогідні 
різниці відзначено лише у ІІІ групі, за випоювання 
20 мкг Ge зі зростанням активності каталази (p<0,001), 
СОД (p<0,05) та ГП (p<0,05) у ІІІ – V групах. Не має фі-
зіологічного пояснення вірогідне зниження СОД-ї актив-

ності крові самиць ІV і V груп за дії 200 і 2000 мкг Ge на 
тлі високої ГП-ої активності у цих тварин. Можливо це 
пов'язано з дозозалежними змінами функціонального 
стану й антиоксидантного захисту окремих органів і 
систем організму вагітних самиць, що було відзначено 
для показників імунної реактивності, зокрема вмісту 
імуноглобулінів, гексоз, зв'язаних з білками і сіалових 
кислот. Зростання активності каталази у 1,20, СОД в 
1,10, раза у самиць ІІІ групи може вказувати на поси-
лення синергічного зв'язку цих ензимів за умов гіперок-
сичної дії Ge та перетворення активних форм Оксигену 
в клітинах крові. Підвищувалася також активність ГП у 
1,33–1,22 раза, що вказує на однаково виражений сти-
мулюючий вплив НGeЦ у дозах 20 і 200 мкг, але мен-
ший – в дозі 2 мг Ge, на стан клітин крові та систему їх 
антиоксидантного захисту у цих тварин. Доведено, що 
ГП захищає еритроцити від передчасного старіння та 
гемолізу, а нейтрофіли і макрофаги – від дії Н2О2 та 
органічних пероксидів, оскільки має високу спорідне-
ність до пероксидації [5, 9]. Очевидно, нагромадження 
токсичних перекисних продуктів в організмі, що відзна-
чено в крові самиць ІІІ і ІV груп, пригнічує активність 
цього ензиму. Однак у крові самиць V групи, які отриму-
вали найвищу дозу (2 мг Ge) з хімічно синтезованого 
його цитрату, вміст ГПЛ і ТБК продуктів у крові зберіга-
вся на рівні контрольної групи. Це може вказувати на 
більше виражений інгібуючий вплив цитрату Ge у цій 
високій дозі на процеси пероксидації в крові вагітних 
самиць з нормалізуючим впливом на вміст ГПЛ і МДА, 
структурно-функціональні властивості клітинних мем-
бран та обмін фосфоліпідів.  

 

Таблиця  2. Показники антиоксидантної активності крові самиць щурів F1 за випоювання цитрату Ge (M± m, n=4, 5) 

Група 
контроль дослід, мкг Ge/кг м. т. Показник 

І ІІІ – 20 ІV – 200 V – 2000 
Каталаза, мМоль/мг білка/хв  4,47±0,07 5,40 ±0,05*** 4,63±0,15 4,26±0,16 
СОД, ум. Од./мг білка 1,79±0,06 1,97 ±0,012* 1,22±0,03*** 1,5±0,02** 
ГП, нМоль/хв/мг білка 48,36±1,13 63,3±0,53*** 64,39±2,27*** 59,0±1,53*** 
ГПЛ, од. Е/мл 0,87±0,01 1,11±0,01*** 1,3±0,06*** 0,85±0,029 
ТБК, нмоль/мл 5,06±0,08 4,49±0,07** 5,21±0,10 4,92±0,04 

 

Аналіз інших біохімічних показників крові самиць 
щурів вказує на міжгрупові різниці вмісту у ній альбумі-
ну, креатиніну, Кальцію, Фосфору та триацилгліцеролів 
(табл. 3). Зокрема, відзначено вірогідне зниження вміс-
ту альбуміну у крові самиць V (p<0,05) і не вірогідно – 
ІV дослідних груп. Вміст креатиніну вірогідно підвищу-
вався на 18,7 % у крові тварин V групи зі збереженням 
цієї тенденції для ІІІ і ІV груп, що може вказувати на 
зростання інтенсивності катаболізму протеїнів і зни-

ження абсорбційно-фільтраційної функції ниркових клу-
бочків у щурів цих дослідних груп. Рівень Ca у крові 
тварин ІІ – ІV груп вірогідно зменшувався, а Р – зростав 
у самиць ІІ та ІІІ груп на 49,6 та 54,1 % порівняно до 
контрольної групи. Це може вказувати на інгібуючий 
вплив НGeЦ в кількості 10, 20 і 200 мкг на рівень Ca, 
але стимулюючий у дозах 10 і 20 мкг – на вміст Р у кро-
ві самиць цих груп.  
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Таблиця  3. Біохімічні показники крові самиць щурів F1 за випоювання цитрату Ge (M±m, n=4, 5) 

Група 
контроль дослід, мкг Ge/кг м. т. Показник 

І ІІ – 10 ІІІ – 20 ІV – 200 V – 2000 
Альбумін, г/л 31,9±0,71 31,0±1,33 31,2±2,53 28,8±2,04 27,7±1,03* 
Креатинін, мкмоль/л 59,4±2,26 56,6±1,47 64,5±2,69 67,2±2,61 70,5±2,61* 
Кальцій, ммоль/л 3,48±0,09 2,45±0,11*** 2,40±0,10*** 2,78±0,06*** 3,50±0,23 
Фосфор, ммоль/л 1,25±0,13 1,87±0,06** 1,88±0,16* 1,00±0,14 1,40±0,12 
Триацилгліцероли, ммоль/л 1,49±0,12 1,69±0,22 1,92±0,46 1,38±0,30 0,91±0,10** 

 
Для концентрації триацилгліцеролів у крові вагітних 

самиць ІІ – ІV груп не встановлено дозозалежні вірогідні 
зміни за дії НGeЦ. Вплив найвищої (2 мг) дози цитрату 
Ge у вигляді ЦGeХС супроводжувався вірогідним зме-
ншенням (p<0,01) на 38,9 % у крові тварин V групи вмі-
сту триацилгліцеролів порівняно до контролю, що ви-
являє прямий зв'язок зі зниженням вмісту ГПЛ і ТБК–
активних продуктів (див. табл. 2). Підсумовуючи аналіз 
одержаних результатів можна відзначити виражений, 
але не однаково спрямований, вплив застосованих доз 
цитрату Ge, отриманого як нанотехнологічним, так і 
хімічним методами на показники імунофізіологічного й 
антиоксидантного стану організму та вмісту Ca і Р у 
крові вагітних самиць F1, а також на рівень білкових і 
ліпідних комплексів за дії ЦGeХС в дозі 2 мг. 

Висновки 
Біологічний вплив різних доз цитрату Ge, отримано-

го методами нанотехнології та хімічного синтезу, у са-
миць щурів F1 характеризується такими змінами показ-
ників імунної та антиоксидантної систем:  

1. Не однаково вираженою активацією імунобіоло-
гічної реактивності організму щурів за дії 10, 20, 200 і 
2000 мкг Ge з вірогідним зростанням вмісту імуноглобу-
лінів у крові самиць ІІІ, гексоз, зв'язаних з білками – ІІ – 
V, сіалових кислот – ІІІ – V груп;  

2. Зниженням альбумін-транспортної і ліпідно-
структурної функцій крові та фільтраційно-абсорбційної 
– нирок у самиць V групи за дії вищих доз цитрату Ge, 
отриманого хімічним синтезом; 

3. Посиленням резервування P з підвищенням його 
рівня в крові самиць ІІ і ІІІ груп на тлі зниження Ca в ІІ – 
ІV групах за дії наногерманію цитрату. 
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Институт биологии животных НААН, Львов, Украина 

 
ПОКАЗАТЕЛИ СОСТОЯНИЯ ИММУННОЙ И АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМ В КРОВИ  

БЕРЕМЕННЫХ САМОК КРЫС F1 ВСЛЕДСТВИЕ ДЕЙСТВИЯ РАЗЛИЧНЫХ ДОЗ ЦИТРАТА ГЕРМАНИЯ 
Исследовано и изучено влияние различных доз цитрата Ge, полученного методами нанотехнологии и химического синтеза, на ак-

тивность иммунной и антиоксидантной систем крови беременных самок крыс. Исследования выполнены на самках крыс F1, которым 
выпаивали с водой цитрат Ge в дозах 10 (IІ), 20 (III), 200 (IV) мкг Ge, полученный нанотехнологическим методом, и 2000 (V) мкг Ge – хи-
мически синтезированным. Цитрат Ge применяли от молочного периода до 18-20 суток беременности. Отмечено разнонаправленное 
влияние цитрата Ge на показатели иммунной и антиоксидантной систем с повышением содержания иммунных глобулинов, гликоп-
ротеинов и активности энзимов антиоксидантной защиты, что более выражено у самок, которые получали 20 мкг Ge. Установлено 
ингибирующее влияние цитрата Ge в дозе 2 мг/кг на содержание альбумина и триацилглицеролов на фоне повышения уровня креати-
нина в крови беременных самок. 

Ключевые слова: цитрат германия; кровь; крысы; иммунофизиология. 
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THE INDICATORS OF THE IMMUNE SYSTEM AND ANTIOXIDANT IN THE BLOOD  

OF PREGNANT FEMALE RATS F1 BY ACTION OF DIFFERENT DOSES OF GERMANIUM CITRATE  
The aim of research was to study the effect of different doses of Ge citrate, obtained by nanotechnology method and chemically synthesized, 

the activity of their immune and antioxidant system blood of pregnant female rats. Research performed on rats F1 which were watering Ge citrate 
obtained by nanotechnology method in doses 10 (II), 20 (III), 200 (IV) mcg Ge and chemically synthesized Ge citrate in dose 2,000 (V) mg Ge. Ge 
citrate watering during the milk-feeding period up to 18-20 days of pregnancy. Not the same directional effect Ge citrate parameters of immune and 
antioxidant systems with increased content of immune globulin, glycoproteins and activity of enzymes of antioxidant protection that is more 
pronounced in females receiving 20 mcg Ge. Established inhibitory effect of Ge citrate 2 mg/kg albumin content and threeacylglycerol, amid 
increasing the level of creatinine in the blood of pregnant females V group which may indicate a decrease of albumin-transport function of filtering 
and absorption the ability of the kidneys. 

Key words: germanium citrate; blood; rat;, immunophysiology. 
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CORRECTION OF MELANIN PROTEOLYTIC ACTIVITY IN THE CONDITIONS  
OF MODELING ALKALI BURNS OF THE ESOPHAGUS 

 
During the esophageal burns first and second degree, were observed the increase of total proteolytic activity and of the main 

proteinase (metalloproteinases and serine). Experimental melanin correction at a dose of 0.1 mg / kg contributed to the 
normalization of the pathological increase of total proteolytic activity and the activity of the main proteinase (metalloproteinases 
and serine), which indicates the normalization of the proteolysis system.  

Keywords: alkaline burn of the esophagus, proteolysis, melanin. 
 
Esophageal burns takes the first place among all 

diseases of the esophagus with severe pathological 
condition, accompanied by profound and often irreversible 
local general changes in the body. Chemical burns the 
esophagus remains one of the major problems of clinical 
medicine. [1,2,3]. Medical statistics show that among the 
total number of people who received burns of the 
esophagus, 70.0 % are children under the age of 10 years. 
Often the cause of impaired patency of esophageal 
stricture is a scar that is caused by chemical burns [2,3, 4]. 
Tissue damages due the breach cell membranes as a 
result of the dissolution of lipids that make up their basic 
structural unit. Necrosis is observed not only in mucosa – 
the process can spread to the entire thickness of the 
submucosal and muscle layers. For chemical burns of the 
esophagus, regardless of the severity of lesions are three 
major successive processes: alternative-destructive, 
reparative and restorative without the appearance or the 
appearance of preconditions to chronic inflammation. Burn 
wound in most cases prone to chronic due to prolonged 
inflammation and high proteolytic activity [5]. 

According to modern concepts proteolisis is considered 
as a special form of biological control, which occupies a 
leading place in realization of variety biochemical processes 

and rapid physiological response of the body to unstable 
conditions of endogenous and exogenous environment. 
Proteinase, active participants of the proteolysis system, 
perform a huge variety of functions and control practically all 
levels of biological processes occurring at the molecular, 
cellular, tissue and organ levels [6]. Regulatory role of 
proteolytic enzymes is carried in two forms: full and limited 
proteolysis. Full proteolysis is the degradation of protein 
cleavage abnormal and damaged proteins. At the same time 
limited proteolysis is considered a universal mechanism 
responsible for the creation, modification and inactivation of 
hormones, enzymes and other physiologically active 
substances. In some pathological conditions occur 
excessive activation of proteolysis, which is an important link 
in the pathogenesis of destructive, inflammatory, allergic 
reactions, disturbance of hemostasis, as well as one of the 
factors that contributes to cell invasion of tumors [7]. The 
reaction of proteolysis has a key role not only in the 
regulation of intracellular protein metabolism, but also in 
processes such as their translocation inside and outside the 
cell, the formation of active enzymes, hormones and other 
biologically active substances [8].  

Integral role in balancing of the physiological synthesis 
and proteolysis play inhibitors proteinases [9]. These 
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specific proteins prevent excessive destruction of protein 
compounds, allowing timely or slow down, or stop any 
biological process. Violation of proteinase-inhibitory system 
can be both a cause and a consequence of pathological 
conditions. However, excessive activation of proteolysis 
causes damage of native tissue proteins, promotes 
activation of inflammatory processes, the flow of which is 
the rapid destruction of the ECM and cell migration [10].  

Despite the large number of drugs used for this 
purpose in the literature is conflicting information about 
their effectiveness and sufficiently acute is the problem of 
shortening the healing of burn wounds, prevent post burns 
complications [11,12,13]. Actual is the use of non-toxic 
natural antioxidants as cytoprotectors [14]. The protective 
effect of antioxidants is widely studied under the influence 
of adverse factors, metabolic disorders. With deep burns of 
the esophagus, it is important to provide assistance quickly 
because any delay or improper treatment can significantly 
slow down the healing process or cause serious infection. 
Today, the market has a lot of drugs for the treatment of 
burns, still lacks ideal preparation, as most of the available 
products have only antimicrobial activity but does not affect 
on the process of wound healing. In addition, these 
products can be toxic for intact cells and cause allergic 
reactions. [15] Medicinal plants rich in phenolic compounds 
could potentially accelerate healing process in burn 
wounds and protects the wound from bacterial infections 
[16]. An additional advantage of using herbal medicines 
rich in polyphenols in the treatment of burns is their low 
cost, high availability, and fewer side effects [16]. In burns 
there is a violation of homeostasis between reactive 
oxygen species and antioxidant defense systems in the 
body [17]. Antioxidant activity of phenolic compounds 
occurs through different mechanisms of action: inhibition of 
the formation of reactive oxygen species, the ability to 
neutralize singlet oxygen molecule, to bind metal ions that 
are catalysts of reactions, leading to the formation of 
reactive oxygen species, interrupting the cascade of 
reactions of free radicals in the lipids peroxidation 
[18,19,20,21]. Analysis of recent literature suggests that 
possible promising remedy in normalization of proteinase-
inhibition imbalance during esophageal burns first and 
second degree can be substances of natural origin based 
on polyphenolic compounds. To these substances belongs 
melanin, which is the waste products of yeast fungi 
Nadsoniella nigra strain X-1 [22]. This product demonstrates 
antioxidant [23,24,25], immunomodulatory [26, 27], 
anticarcinogenic [26, 28] and stress-protective [29] 
properties, which allows its use in medicine. Melanin also 
has a pronounced cytoprotective effect on the gastric 
mucosa of rats, reducing the activity of lipid peroxidation and 
increases the activity of antioxidant enzyme system [30]. 

Therefore, the aim of this study was to determine the 
total proteolytic activity and activity of the main proteinase 
(metalloproteinases and serine) in rats with esophageal 
burns first and second degree on the background of the 
drug in melanin dose of 0.1 mg / kg. 

Materials and methods. White wild rats (1-month, 90-
110 g body weight) were used in experiments in compliance 
with provisions for the use of animals in biomedical 
experiments approved by the First Ukrainian National 
Congress on Bioethics (September 2001) and other 
international agreements and national legislation in this area. 
Chemical burns in animals were experimentally modeled in 
the following way: alkaline esophageal burn was caused by 
10 % and 20 % NaOH and acid esophageal burn was 
caused by, for this injected the probe into the esophagus 
soldered up end and a hole at a distance of 2 mm from it. 
The probe was injected to a depth of 4 cm from the upper 

incisors rat and slowly injected 0.1 solution of 10 % NaOH, 
modeling changes corresponding to the 1st degree burn 
injury. Similarly injected 0.2 ml of 20 % NaOH, thereby 
reproducing the 2 degree burns. The control rats once orally 
administered the appropriate amount of water for injection [1, 
31]. Studied animals received a standard diet.  

Scheme of the experiment was as follows: Group 1 – 
control. Healthy rats (intact control); group 2, 3 – rats, 
which modeled ABE 1st and 2nd degree, which was 
administered saline in the appropriate dose and timing 
(burn control); Group 3, 4 – ABE rats with 1st and 2nd 
degree, which was injected with melanin from the 2nd day 
of the experiment at a dose of 0.1 mg / kg for 14 days. 
Producers of melanin used in our studies were mushrooms 
Nadsoniella nigra strain X1 that sown with vertical rock 
samples o.Halindez. The method of removing animals from 
the experiment was cervical dislocation. To study plasma 
total proteolytic activity and determining the activity of 
serine proteases and metal obtained using 3.8 % sodium 
citrate at 7, 15 and 21 days [32]. 

The total proteolytic activity analyzed by method of 
caseinolytic activity with modifications. For determination 
selective activity of MMP and serine proteases to the 
reaction mixture (final concentration) was added 0.2 mol/l 
EDTA or PMSF, respectively. [9] 30 ml plasma argued  
0.05 M (pH 7.4) phosphate buffer to a volume of 1 ml [33]. 
Was stirred and added to 1 ml of 4 % casein. Then 
incubated for 30 min. in a water bath at 37 C. The reaction 
was stopped by introducing 3 ml of 15 % CCl3COOH 
followed by centrifugation at 2000 rev. / min., 30 min. The 
supernatant was selected optical density measured at a 
wavelength of 280 nm. The control sample consisted of a 
mixture of casein, phosphate buffer and respective 
CCl3COOH in identical proportions. To prepare 4 % casein 
reagent sample weighing 4 grams dissolved in 80 ml 0.05 M 
phosphate buffer pH 7.4 and 1.6 ml 1M NaOH. The mixture 
is left at room temperature for 40 minutes. for swelling. Then 
boiled 15 minutes in a water bath. Once cooled, casein pH 
was adjusted to 7.4 and 1 M NaOH volume was adjusted to 
100 ml phosphate buffer. 

The statistical analysis of the obtained results was 
performed using the methods of variation statistics and 
correlation analysis using the computer program Excel. To 
determine the reliability of the differences between the two 
samples we used the Student test (t). Whereby differences 
P <0.05 were deemed reliable. 

Results. The progress of wound healing, after the 
chemical inflammation, is determined of interaction of 
different metabolic systems, as the organism, and as the 
contacting tissue. This process is controlled of the different 
kind of biochemical homeostasis support. Important role at 
the wound heling, have some proteolytic enzymes, that 
catalyze splitting of the protein molecules. Thus, these 
enzymes by nonspecific proteolysis, involved at the remove 
of the necrosis tissues. The progress of cicatrization, after 
inflammation wounds are the dynamical process, and are 
required some balance between mechanisms of synthesis 
and degradation of the ECM components. Proteolytic 
degradation of the ECM, are one of the crucial steps at the 
cicatrization of inflammation lesions, and are provided of 
the proteolytic enzymes [34].  

The proteinases activity depends, from their 
appearance from inactive predecessors, and inactivating of 
the specific inhibitors, which are present in cells, tissues 
and blood plasm, and make anti-proteolytic potential [35]. 
At the critical states, are violated the dynamic balance 
between proteinases and their inhibitors, that are important 
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link of pathogenesis of the many diseases (pancreatitis, 
fibrosis, cancer, etc.) [36]. 

We have determined the overall activity of proteolytic 
enzymes in the rat's blood plasma at the different degrees 
of the ABE (Fig. 1).  

 

 
 

Fig. 1. The total proteolytic activity in plasma (caseinolytic units/mg protein) after experimental burn  
and under conditions administration of melanin (М±m, n=8) 

 
Note : (*р<0,05 compared with control value, # р<0,05 compared with ABE 1st and 2nd degree). 
 
Proteolytic activity increased at the first and second 

degrees of the inflammation, during of all of the experiment 
time. So, at the ABE 1st, activity was increased by 2.5 
times on the 7th day, and by 2.3, 1.8 times on the 15th and 
21st days. Melanin administered was decreased of the 
activity on the 7th, 15th and 21st days by 1.3, 1.1, and 1.4 
times, in compared with the animals with first degree of 
ABE. At the second degree of ABE, was noted the growth 
of proteolytic activity at the all days of the experiment. On 
the 7th day by 2.9 times, on the 15th and 21th days by 2.5 
and 2.95 times, in compared with intact control. At the 
melanin administered, was observed the trend to the 
decreased of the proteolytic activity, in compared with 
animals with inflammation, so on the 7th, 15th and 21st days 
activity was decreased by 1.6, 1.35 and 1.1 times. 

Among the proteolytic enzymes, the most crucial are 
serine and metalloproteinase. Thus, increased of serine 
proteinase activity in the extracellular matrix, view as basic 
link of the many pathological states, at which there is 
infiltration of tissues by the neutrophils, which are 
accompanied of inflammatory reaction [37]. The most typical 
serine protease is the chymotrypsin, trypsin, plasmin, 
elastase, urokinase, kalikreine of blood plasma and some 

clotting factors [38]. From the references are known that 
crucial function of the MMP are degradation of the ЕCM 
complexes. But the new impetus to the most detail of the 
MMP function research, data become information that in 
addition to these destructive this MMP have regulatory 
function, making the processing of biological activity 
substances. MMP involved and control many process: cell 
proliferation, adhesion, migration, differentiation and 
apoptosis [39]. Therefore, we were studied activity of the 
serine protease and metalloprotease in rat's blood plasm 
with ABE (1st and 2nd degrees). 

Metalloproteinase activity increased throughout the 
experiment (Fig. 2), at the ABE 1st degree the highest 
values were for 15th days, which exceeded the reference 
value by 2.3 times, while the ABE 2nd degree for 15th and 
21st days where activity was higher by 2.4 and 2.76 times, 
respectively. With the used of melanin metalloproteinase 
activity decreased notably 15th days at ABE 1st degree by 
1.4 times, the ABE 2nd degree by 1.47 times compared with 
animals that were burned esophagus. 

 

 
 

Fig. 2. Activity of MMP in plasma (caseinolytic units/mg protein) after experimental burn  
and under conditions administration of melanin (М±m, n=8) 

 
Note: (*р<0,05 compared with control value, # р<0,05 compared with ABE 1st and 2nd degree). 
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The activity of serine proteases in the conditions of burn 
increased especially on 7th day of experiment (Fig. 3), which 
exceeded the reference value at ABE 1st degree by 3.5 
times, the ABE 2nd by 4.7 times. In the conditions the used 

of melanin activity of serine proteases was decreased for 
ABE 1st degree at 7th day by 1.23 times and for ABE 2nd 
degree by 2 times compared with animals that were burned 
esophagus. 

 

 
 

Fig. 3. Activity of serine proteinase in plasma (caseinolytic units/mg protein) after experimental burn  
and under conditions administration of melanin (М±m, n=8) 

 

(*р<0,05 compared with control value, # р<0,05 compared with ABE 1st and 2nd degree) 
 

Conclusion. Thus, a chemical burn of the esophagus 1 
and 2 degrees led to a breach in the system proteolysis, 
increased general proteolytic activity and activity of certain 
proteases (matrix metalloproteinases and serine). In the 
conditions of first degree the most activity was at 7 and  
15 days. While second-degree burns the most activity was  
15 and 21 days. When using melanin at a dose of 0.1 mg / kg 
was observed a significant decrease of total proteolytic activity 
and activity of matrix metalloproteinases and serine, which 
may indicate the prospect of of its use in clinical practice. 
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Verlag, 1992. – 336 p. 

9. Hiemstra P.S. Novel roles of protease inhibitors in infection and 
inflammation / P.S. Hiemstra // Biochem Soc. Trans., 2002. – № 2. – P.116–120. 

10. Kirpichenok L. N. The value of the components of proteolysis 
system in the regulation of inflammatory responses / L. N. Kirpichenok // 
Medico-biological problems of life, 2010. – № 2. – P. 15-23. 

11. Klimenko M. O. Burn disease (pathogenesis and treatment) /  
M. O. Klimenko, L.G. Netyuhaylo, 2009. – 118 p. 

12. Hetyuhaylo L. G. Mechanisms of burn disease and justification of 
the drug "Kriohor" for its treatment : Author. Dis. on competition sciences. / 
L.G. Hetyuhaylo ; Dr. med degree. Sciences specials. 14.03.04 "Pathologic 
Physiology". – Kharkiv, 2007. 34 p.  

13. Combustiology / E.Y. Fistal, G.P. Kozinets, G.E. Samoilenko et al. – 
Kharkov, 2004. – 184 p. 

14. Effects of melanin-glucan complex, isolated from polypore fungi, on 
the lifespan of female icr mice Probl. aging and longevity / O.F. Seniuk, 
L.F. Gorovyi, L.A. Palamar, N. I. Krul, 2014. – Vol. 23, № 1. P. 11–27. 

15. Inhibition of the proteasome activity, a novel mechanism associated 
with the tumor cell apoptosis-inducing ability of genistein / A. Kazi, 
K.G. Daniel, D.M. Smith et al. // Biochem. Pharmacol, 2003. – Vol. 66. – 
Р. 965–976.  

16. Bahramsoltani R. Medicinal plants and their natural components as 
future drugs for the treatment of burn wounds : An integrative review / 
R. Bahramsoltani, M.H. Farzaei, R. Rahimi // Arch. Dermatol. Res., 2014. – 
Vol. 306. – Р. 601–617.  

17. Lithospermum erythrorhizon extract protects keratinocytes and 
fibroblasts against oxidative stress / H.G. Yoo, B.H. Lee, W. Kim et al. // J. 
Med. Food, 2014. – Vol. 17. – Р. 1189–1196.  

18. Nutritional countermeasures targeting reactive oxygen species in 
cancer: From mechanisms to biomarkers and clinical evidence /  
A. Samoylenko, J.A. Hossain, D. Mennerich et al. // Antioxid. Redox Signal; 
2013. – Vol. 19. – Р. 2157–2196. 

19. Phenolic composition and antioxidant activity of Malus domestica 
leaves / M. Liaudanskas, P. Viskelis, R. Raudonis et al. // Sci. World J., 
2014. – Р. 306217.  

20. Alov P. Computational studies of free radical-scavenging properties 
of phenolic compounds / P. Alov, I. Tsakovska, I. Pajeva // Curr. Top. Med. 
Chem., 2015. – Vol. 15. – Р. 85–104.  

21. Iron-chelation properties of phenolic acids bearing catechol and 
galloyl groups / M. Andjelkovich, J. van Camp, B. de Meulenaer et al. // 
Food Chem., 2006. – Vol. 98. – Р. 23–31. 

22. Chyzhanska N.V. The level of cortisol in the blood of rats before 
and after stress action against the background of melanin / 
N.V. Chyzhanska, O.I. Tsyryuk, T.V. Beregova // Visnik of problems of 
biology and medicine, 2007. – Vol. 1. – P. 40–44.  

23. Brenner M. The protective role of melanin against UV damage in 
human skin / M. Brenner, V.G. Hearling // Photochem Photobio, 2008. – 
Vol. 84(3). – P. 539–549.  

24. Resistance to UV radiation of microorganisms isolated from 
Antarctic rock habitats / V.A. Romanovskay, A.B. Tashirev, S.O. Shilin, 
N.A. Chornaia // Mіkrobіologіchny Journal, 2010. – Vol. 72, №3. – P. 8–14. 

25. Investigation of the antibacterial activity of a chloroform extract of 
Ling Zhi or Reishi medicinal mushroom / S. Keypour, H. Riahi, M. Moradali, 
H. Rafati ; Ganoderma lucidum (W. Curt.: Fr.) P. Karst. 
(Aphyllophoromycetideae) // from Iran. Int. J. Med. Mushrooms, 2008. – 
Vol. 10, №4. – P. 345–349. 

26. Effects of swim stress and alpha-MSH acute pre-treatment on brain 
5-HT transporter and corticosterone receptor / S. Racca, A. Spaccamiglio, 
P. Esculapio et al. // Pharmacol Biochem Behav, 2005. – Vol. 81(4). – 
Р. 894-900. 

27. Correction Parameters of Endogenous Intoxication in Experimental 
Burn Disease at the Stage of Toxemia / N.M. Chornenka, YA.B. Raetska, 
O.M. Savchuk et al. // RJPBCS 7(5), Sep.–Oct. 2016. – Р. 1042 

28. Anticancerogenic propertis of melaninglucan complex from higher 
fungi / O. Seniuk, L. Gorovoj, V. Kovalev et al. // Proc. 5th Internat. Med. 
Mushroom Con. (Nantong, China, 5th–8th September, 2009). – Nantong, 
2009. – P. 142–149. 

29. White blood count of rats under stress-induced stomach lesions and 
the prophylactic administration of melanin / D.V. Golyshkin, 
T.M. Falalyeyeva, N.V. Chyzhanska et al. // Ukrainian Antarctic Journal, 
2015. – № 14. – P. 114 

30. Sukhomlyn A.A. Experimental correction of proteinase inhibitor 
imbalance by melanin in salivary glands under hypergastrinemia conditions / 
A.A. Sukhomlyn // The journal "Ukrainian Medical Dental Academy". 

31. Experimental modeling of first-degree chemically-induced 
esophageal burns in rats / Ya.B. Raetska, T.V. Ishchuk, O.M. Savchuk, 
L.I. Ostapchenko // Medical chemistry, 2013. – Vol. 15, № 4. – P. 30-34. 

32. Combustiology / E.Y. Fistal, G.P. Kozinets, G.E. Samoilenko et al. – 
Kharkov, 2004. – 184 p. 



ISSN 1728-2624                  ПРОБЛЕМИ РЕГУЛЯЦІЇ ФІЗІОЛОГІЧНИХ ФУНКЦІЙ. 1(22)/2017 ~ 57 ~ 
 

 

33. Hummel В. С. Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, 
1956. – № 37. – P. 1393–1995. 

34. Wolf K. Extracellular matrix determinants of proteolytic and non-
proteolytic cell migration / K. Wolf, P. Friedl // Trends Cell Biol., 2011. – Vol. 
21, №12. – P. 736–744. 

35. Hibbetts K.  An Overview of Proteinase Inhibitors / K. Hibbetts, 
B. Hines, D. Williams // J. Vet Intern. Med., 1999. – Vol. 13. – P. 302–308. 

36. Veremeyenko K.N. Proteolysis in normal and pathological /  
K.N. Veremeyenko, O.P. Goloborodko, A.I. Kizim // Health Protection, 1988. 
– P. 199.  

37. Luonut A. Proteases and Delayed Wound Healing / A. Luonut, 
G. Dindelegan, C. Ciuce // Adv Wound Care, 2013. – № 8. – P. 438–447. 

38. Barrett A. Handbook of Proteolytic Enzymes : Academic Press / 
A. Barrett, F. Woessner, N. Rawling. – London, 2012. – 4104 p.  

39. Petrenko O. The Role of matrix metalloproteinases in the 
physiological processes of wound healing / O. Petrenko, O.A. Tikhomirov // 
Medical and Clinical Chemistry, 2013. – №4. – P. 100–106. 

 
References (of Scopus) 
1. Ishchuk TV., Savchuk O.M, Raetska YaB, Vereschaka VV., 

Ostapchenko LI. Functioning proteases in the esophagus mucosa after 
chemical burns. Physiological Journal. 2015; 61. 5 

2. Zvyagintsev TV, AV Krivoshapka, EV Zhelnin. Effect of wound 
healing drugs with different mechanisms of action to ukroven 
proinflammatory cytokines in burn injury in rats. Experimental and Clinical 
Medicine. 2011. №1 (50) P.57-60 

3. Raetska Y, Ischuk T, Dzhus O, Savchuk O, Ostapchenko L. 
Experimental modeling of 1st and 2nd degrees alkali esophageal burn in 
immature rats. Biological system. 2014; 6(1): 39 -44. 

4. Ishchuk TV., Koval TV., Savchuk OM., Raetska YaB., Ostapchenko LI. 
Dynamics Changes of Proteolytic Balance in Blood Plasma under 
Experimental Chemical Burns of Esophageal Development in Rats 
International Journal of Health Sciences & Research. 2016. 259. 12. 

5. Abaev JK Biology healing acute and chronic wounds. Med. News, 
2003; 6. 3-10 

6. Wolf K. Friedl P. Extracellular matrix determinants of proteolytic and 
non-proteolytic cell migration. Trends Cell Biol. 2011; 12. P. 736–744.  

7. Beynon R, Judith S.Bond Proteolytyc enzymes : a practical 
approach. Oxford : Oxford University Press. 2001; 340 p. 
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КОРЕКЦІЯ МЕЛАНІНОМ ПРОТЕОЛІТИЧНОЇ АКТИВНОСТІ ЗА УМОВ ЛУЖНОГО ОПІКУ СТРАВОХОДУ 

За умов опіку стравоходу першого та другого ступенів відмічено підвищення загальної протеолітичної активності та активнос-
ті основних протеїназ (серинової та металопротеїназ). Експериментальна корекція меланіном у дозі 0,1 мг/кг сприяла нормалізації 
патологічного зростання загальної протеолітичної активності та активності основних протеїназ (серинової та металопротеїназ), 
що вказує на нормалізацію стану системи протеолізу. 

Ключові слова: лужний опік стравоходу, протеоліз, меланін. 
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КОРРЕКЦИЯ МЕЛАНИНОМ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  
В УСЛОВИЯХ ЩЕЛОЧНОГО ОЖОГА ПИЩЕВОДА 

В условиях ожога пищевода первой и второй степени, было отмечено повышение общей протеолитической активности и акти-
вности основных протеиназ (сериновых и металлопротеиназ). Экспериментальная коррекция меланином в дозе 0,1 мг / кг способст-
вовала нормализации патологического роста общей протеолитической активности и активности основных протеиназ (сериновых и 
металлопротеиназ), что указывает на нормализацию состояния системы протеолиза. 

Ключевые слова: щелочной ожог пищевода, протеолиз, меланин. 
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THE CHARACTERIZATION OF THE SOLUBLE FIBRIN MONOMER COMPLEXES  
IN PATIENTS WITH ACUTE AND ONE YEAR POST ACUTE ISCHEMIC STROKE 

 
It was shown that atherothrombotic and cardioembolic subtypes of ischemic stroke in acute phase of the disease 

accompanied with the appearance of the high concentrated soluble fibrin monomer complexes in blood plasma. But the 
concentration returned to the norm one year post ischemic stroke attack. Instead the concentration, the qualitative content of the 
year post stroke SFMC fraction was characterized by the higher diversity in comparison with acute fraction both subtypes of 
ischemic stroke as well as the healthy donors.  

The different qualitative content of the SFMC fraction was observed for the both tested subtypes of ischemic stroke. The 
higher diversity of SFMC fractions was showed for the cardioembolic subtypes of ischemic stroke.  

Key words: soluble fibrin monomer complexes, ischemic stroke, hemostasis. 
 
Introduction. Stroke is a cerebrovascular accident, 

which is characterized by structural and morphological 
changes in the brain tissue, and persistent neurological 
deficits. This pathology is the third leading cause of death 
and long term disability in developed countries [1]. 
Although the incidence of the disease, mankind has only a 
superficial understanding of the processes of ischemia and 
changes in hemostasis that accompany it. 

One of the most common cases of ischemic stroke is 
atherothrombotic and cardioembolic subtype. 
Atherothrombotic stroke mainly occurs on the background 
of atherosclerosis of cerebral arteries. Atherosclerotic 
plaque narrows the lumen and promotes thrombosis. At the 
heart of cardioembolic stroke, cerebral vessel occlusion is 
a fragment of a blood clot or other emboli, which were 
formed in the cavities of the heart or its valves [2, 3]. 

Whereas the treatment of stroke is limited, the best way 
to reduce the negative effects of this pathological condition 
is timely prevention, treatment and rehabilitation individual 
approach [4]. Today remains a topical study of the causes 
and mechanisms of stroke and its subtypes, as well as 
search for new biomarkers that can be used in diagnostics 
to identify individuals at high risk for stroke, as well as to 
optimize and control treatment. 

One of the markers of haemostatic deviation is 
concentration of soluble fibrin monomer complex (SFMC), 
which are intermediate products of the transformation of 
fibrinogen into fibrin. Accumulation SFMC indicates abnormal 
activation of blood coagulation and in violation of dynamic 
balance between the functioning of blood coagulation and 
fibrinolysis [5]. The composition may include a SFMC native 
fibrinogen and its decay products. SFMC are well-known early 
markers of thrombophilia. Assay complex forms fibrin 
monomer can detect pathological process in the early stages 
of pre-clinical [6, 7]. Level of SFMC is not directly dependent 
on heparin therapy or thrombolytic agents, which allows the 
figure for accurate diagnosis of thrombosis. 

The purpose of this study was to analyse the content of 
soluble fibrin monomer complex in blood plasma in patients 
with atherothrombotic and cardioembolic ischemic stroke in 
acute phase and one year after disease. 

Methods. It was performed clinical and laboratory 
examination of 122 patients with acute ischemic stroke for 
the study. Depending on the subtype of stroke patients 
were randomized to open by two groups: group 1 – 
patients with atherothrombotic ischemic stroke (n = 66) and 
group 2 – patients with cardioembolic ischemic stroke (n = 
56). One year past acute phase of disease groups 
consisted of 57 patients for AIS and 56 patients for CIS. 
The age of patients at the time of the inspection averaged 
73 ± 8 years. Patients were hospitalized in I and II 
neurological department of the Kyiv city clinical hospital 
№4. The diagnosis of ischemic stroke was confirmed by 

neuroimaging (CT or MRI of the brain). All patients or their 
relatives have been warned of a clinical study and gave 
written consent to participate in it. On the first day of 
admission to the hospital all the patients received aspirin 
325 mg orally, followed by a daily intake of 100 mg of 
aspirin internally. Since the second day patients received 
prophylactic dose of low molecular weight heparin. Plasma 
samples from 35 healthy donors were taken as a control. 

Blood samples were collected from the cubital vein of all 
patients from 8 to 9 o'clock in the morning on an empty 
stomach in a plastic tube with sodium citrate (38 g/l) in the 
final 9:1 and stirred gently (not shaking). The mixture was 
centrifuged for 15 min at 2,000 g at the room temperature. 
The resulting plasma was frozen at -20°C. Plasma samples 
were defrosted by warming in a water bath (37°C) no longer 
than 15 min, then stirred by turning the tube and immediately 
moved on the ice. With this method of defrosting decreased 
activity of coagulation factors not occurred. 

To determine the content of soluble fibrin monomer 
complex o-phenanthroline test was used. This method unlike 
the widely used ethanol and protamine sulfate test is more 
informative, standardized and has great diagnostic value [8, 
9]. This technique is based on an assessment of the advent 
of plasma fibrin particles investigated after adding 0,78 % o-
phenanthroline solution (in the ratio 1:1). This mixture was 
centrifuged at 2,000g for 15 min at the room temperature. 
Further purification of precipitate was done by washing three 
times with addition of 0,9 % NaCI in volume equal to the 
initial volume of plasma. The concentration of SFMC was 
measured through the time record from the moment of 
addition of the reagent until the first plates of fibrin were 
precipitated. Measurements were carried out only to 150 
seconds. Test was considered positive for appearance of 
visible light plates during the first 150 seconds. The time of the 
plates appearance was noted in seconds and concentration 
was calculated according the calibration chart [10]. 

For the next step SFMC were collected from the 1 ml of 
blood plasma of each pathology by incubation with 0,78 % 
o-phenanthroline per 5 min. Aliquots in volume 50 mkl of 
each tested fraction of SFMC were diluted 10 times by 
SDS-PAGE sample buffer and applied on in 8 % 
polyacrylamide gels in the presence of sodium dodecyl 
sulfate in denaturing conditions [11, 12]. Electrophoresis 
was done in the unit for vertical preparative disc 
electrophoresis (BioRad) in glass plates 1 mm thick in 
amperage 19 mA for concentrating and 35 mA for 
separating gels. Gels were stained with 0,125 % solution of 
coomassie G-250 in 25 % isopropanol and 10 % acetic 
acid. Washing of excess paint was performed using a 
0,8 % solution of acetic acid. 

Electrophoresis was followed by Western Blotting.  
10 time diluted aliquots of SFMC were transferred into Am-
ersham Hybond-C Membrane under standard conditions. 

© Katrii T., Shabanova N., Ostapchuk S., Savchuk O., 2017 
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Western blot detection was performed using primary poly-
clonal anti-α-FDP in ration 1:2000 (Shijin International, 
Mongolia). Corresponding secondary antibodies (Sigma, 
USA) horseradish peroxidase-conjugated antibody in ratio 
1:1500 were detected by 3,3'-diaminobenzidine (DAB) 
substrate 5 mg/ml with 30 % H2O2. 

Statistical analysis was performed using statistical 
analysis applications of Microsoft® Excel. To assess inter-
group differences the parametric Student test was used. 
The difference between the parameters was considered 
statistically significant at p<0,05. Analysis of 
electrophoregrams was performed by the scanning of the 
computer program TotalLab 2.01. 

Results. SFMC fractions were obtained from each 
tested group: healthy donors, patients with acute AIS, 

acute CIS and the same group of patients one year past 
AIS or CIS were diagnosed. 

The first stage of this study was to determining of the 
concentration of SFMC by o-phenanthroline test in blood 
plasma of patients with cardioembolic and atherothrombotic 
ischemic stroke in the acute phase of the disease and one 
year after. The data shown in a Table 1 summarize the 
dynamic changes of concentration of the SFMC. It was 
shown that both acute stroke fractions was significantly 
higher comparing to the healthy donors value and was equal 
33,4±1,5 mg/l for AIS patients and 36,9±1,2 mg/l for CIS 
patients. Also, studies indicate that one year past acute 
phase this index was equal 8,1±2,4 mg/l for AIS and 
13,8±2,6mg/l for CIS patients. Accordingly, concentrations of 
soluble fibrin monomer complexes become close to 
physiological one year past ischemic stroke. 

 
Tab le  1. Concentration of soluble fibrin monomer complexes in blood plasma of the patient with stroke 

Tested group Concentration of SFMC (mg/l) 
Healthy donors 2,0  

АІS acute 33,4±1,5 
AIS year past 8,1±2,4 

CIS acute 36,9±1,2 
CIS year past 13,8±2,6 

 
At the second stage 8 % SDS-PAGE was performed. Our 

study showed presence of proteins with molecular weight from 
20 kDa to higher that 330 kDa. Proteins with Mr about 330 
kDa and higher are the soluble fibrin monomer complexes. It 
was also discovered fractions with Mr lover than 300 kDa 
which could witness about splitting by plasmin.  

The next task of our work the qualitative composition of 
the SFMC fraction was determined through Western Blot 
analysis (Fig. 2). It was shoved that o-phenanthroline 
method of SFMC separation is accompanied by the 
additional precipitation of fibrinogen and fibrin fragments. 
The presence of SFMC with molecular weight higher 330 
kDa as well as some fibrin and fibrinogen fragments with 
Mr corresponded to X 240 kDa, DD 180 kDa and Y 150 
kDa were detected in healthy donors. Acute AIS fraction 
had the same content. The higher diversity of the proteins 
was observed in acute CIS and both year past stroke 
fractions. Molecular weights of the proteins from 10 to 

higher 330 kDa in these fractions were detected. It could 
be explained by activation of the fibrinolysis one year past 
ischemic stroke attack. Moreover the presence of fibrin and 
fibrinogen degradation products in the acute CIS fraction 
and absence of this fragments in acute AIS fractions 
showed the shifted it time fibrinolysis for AIS.  

It is well known that fibrinogen is a 330-kDa soluble 
plasma protein. Fragmentation of fibrinogen occurs upon 
cleavages within the α-chain to release the αC fragments, 
thereby producing fragment X (260 kDa). Further cleavage 
of fragment X in the α-, β-, and γ-chains between the two 
disulfide rings in one half of the molecule produces 
fragment Y (160 kDa) and fragment D (100 kDa). Thus 
thrombin-treated fibrin fragments were noticed in each 
tested fractions. Further cleavage of fragment Y produces 
a second fragment D and fragment E (60 kDa) which were 
not noticed in healthy donors and acute AIC fractions.  

 

 
 

Fig. 1. SDS PAGE image of the fraction of soluble fibrin monomer complexes obtained from:  
1. Molecular weight ladder; 2. Patients with AIS; 3. Patients with CIS; 4. Healthy donors 
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Fig. 2. Western Blot image of fraction  
of the soluble fibrin monomer complexes obtained from: 

1. Healthy donors; 2. Patients with acute AIS; 3. Patients with acute CIS; 
4. Patients with year past AIS; 5. Patients with year past CIS 

 
Tables  2. Content of fraction of soluble fibrin monomer complexes  

in plasma of ischemic stroke patients 

AIS CIS 
Healthy donors 

Acute Year past Acute Year past 
>330 >330 >330 >330 >330 
260 260 260 260 260 
250 250 250 250 250 
220 220 220 220 220 
195 195 195 195 195 
160 160 160 160 160 
130 130 130 130 130 
100 100 100 100 100 

- - 80 80 80 
- - 60 60 60 
- - - - - 
- - 45 45 45 

- - 35 35 35 
- - - 25 25 
- - - 10 10 

 

Conclusion. It was shoved that o-phenanthroline 
method of the detection of SFMC concentration is 
accompanied by the additional precipitation of fibrinogen and 
fibrin fragments. The presence of hipercoagulation marker 
as soluble fibrin monomer complexes in increased 
concentration in blood plasma of acute stroke patients was 
shown. This is evidence of coagulation activation. 
Nevertheless the concentrations of SFMC become more 
close to physiological one year past ischemic stroke. Instead 
of the concentration, the qualitative content of the year post 
stroke SFMC fraction was characterized by the higher 
diversity in comparison with acute fraction both subtypes of 
ischemic stroke. It could be explained by activation of the 
fibrinolysis one year past ischemic stroke attack. Moreover 
the presence of fibrin and fibrinogen degradation products in 
the acute CIS fraction and absence of this fragments in 
acute AIS fractions showed the shifted in time of the 
fibrinolysis process for AIS. 
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ХАРАКТЕРИСТИКУ РОЗЧИННИХ ФІБРИН-МОНОМЕРНИХ КОМПЛЕКСІВ  

У ХВОРИХ ІШЕМІЧНИМ ІНСУЛЬТОМ  
У ГОСТРУ ФАЗУ ТА ЧЕРЕЗ РІК ПІСЛЯ ПЕРЕНЕСЕНОЇ ГОСТРОЇ ФАЗИ 

Показано, що о-фенантроліновий метод визначення концентраціі розчинних фібрин мономерних комплексів супроводжується 
додатковим осадженням фрагментів фібриногену та фібрину у плазмі крові. Доведено, що за атеротромботичного та кардіоем-
болічного підтипів ішемічного інсульту в гострій фазі захворювання у плазмі крові присутні висококонцентровані розчинні фіб-
рин-мономерні комплекси, що є показником високої активності коагуляційної ланки системи гемостазу. Проте іх концентрація 
повертається до норми через один рік після перенесеної гострої фази. На відміну від концентраціі, її якісний вміст для обох підти-
пів ішемічного інсульту характеризується більшою різноманітністю через рік після перенесеної гострої фази. Присутність фраг-
ментів фібриногену та фібрину в обох річних фракціях інсультів доведено, що є свідченням активаціі фібринолітичної ланки гемо-
стазу через рік після перенесеного захворювання. Наявність фрагментів фібриногену і фібрину в гостру фазу кардіоемболічного 
ішемічного інсульту та відсутність іх у гостру фазу атеротромботичного ішемічного інсульту вказує на відсутність якісної 
відповіді системи фібринолізу в гостру фазу атеротромботичного ішемічного інсульту. 

Ключові слова: розчинний фібрин мономерних комплексів, ішемічний інсульт, гемостаз. 
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ХАРАКТЕРИСТИКА РАСТВОРИМЫХ ФИБРИН-МОНОМЕРНЫХ КОМПЛЕКСОВ  
У БОЛЬНЫХ ИШЕМИЧЕСКИМ ИНСУЛЬТОМ В ОСТРУЮ ФАЗУ И ЧЕРЕЗ ГОД  

ПОСЛЕ ПЕРЕНЕСЕННОЙ ОСТРОГОЙ ФАЗЫ 
Было показано, что о-фенантролиновый метод определения концентрации растворимых фибрин мономерных комплексов сопро-

вождаеться преципитацией фрагментов фибриноген фибрина в плазме крови. Доказано, что атеротромботический и кардиоемболи-
ческий подтипы ишемического инсульта в острой фазе заболевания сопровождается появлением высокой концентрации раствори-
мых фибрин-мономерных комплексов в плазме крови, что является показателем активации коагуляции. Однако их концентрация 
возвращается к норме через один год после острой фазы. В отличии от концентрации исследуемой фракции, ее качественный кон-
тент для обоих подтипов ишемического инсульта характеризуется большим разнообразием через год после перенесенной острой 
фазы по сравнению с аналогичной фракцией полученной в острую фазу. Наличие фрагментов фибриногена и фибрина в обеих годо-
вых фракциях было показано, что является свидетельством активации фибринолиза через год после атаки ишемического инсульта. 
Кроме этого присутствие фрагментов фибриногена и фибрина в острой фазе кардиоемболического ишемического инсульта в отли-
чии от острой фазы атеротромботического ишемического инсульта говорит об отсутствии качественного ответа системы фи-
бринолиза в острую фазу атеротромботического ишемического инсульта.  

Ключевые слова: растворимый фибрин мономерных комплексов, ишемический инсульт, гемостаз. 
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РЕАКЦІЯ ЛІМФОЇДНИХ ОРГАНІВ ЩУРІВ НА РІСТ ГЛІОМИ С6 
 

Дослідження реакції периферичних організованих лімфоїдних структур на присутність злоякісної пухлини в мозку 
відкриває перспективи застосування імунотерапевтичних підходів до лікування цього захворювання, спрямованих на 
активацію презентації пухлинних антигенів поза зоною росту злоякісного новоутворення. Метою роботи була оцін-
ка вагових індексів і клітинності лімфоїдних органів за умов росту гліоми С6 у щурів. Встановлено, що ріст гліоми С6 
супроводжується зміною клітинності органів лімфатичної системи. Зареєстровані зміни вказують на ймовірність 
презентації антигенів гліоми С6 у периферичних організованих лімфоїдних утвореннях, а також на негативний вплив 
росту гліоми С6 на гомеостаз тимусу та селезінки. 

Ключові слова: лімфоїдні органи, гліома, клітинність органу, ваговий індекс. 
 

Вступ. Тривалий час загально визнаним вважався 
постулат про те, що мозок є "імунологічно привілейова-
ною" тканиною, ізольованою від імунної системи гема-
то-енцефалічним бар'єром. Відсутність лімфатичних 
судин у мозку, згідно цього постулату, унеможливлює 
транспорт мозкових антигенів у периферичні організо-
вані лімфоїдні структури [1]. Наразі відомо, що розчинні 
антигени і клітини з ЦНС здатні потрапляти у перифе-

ричні лімфоїдні органи шляхом дренажу тканинної та 
спинномозкової рідини назальними та шийними лімфо-
вузлами. З кров'ю мозкові антигени можуть також по-
трапляти у селезінку [2]. 

Реакція організованих лімфоїдних структур на при-
сутність злоякісної пухлини у мозку є важливим питан-
ням фундаментальної і прикладної імунології. Оцінка 
вагових та клітинних показників лімфоїдних органів ві-
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дображає загальний стан імунної реактивності на рівні 
організму та її генералізовану реакцію на пухлинний 
ріст в імунологічно привілейованому компартменті [3]. 
Крім того, вивчення феномену презентації антигенів 
пухлин головного мозку у периферичних організованих 
лімфоїдних структурах відкриває перспективи застосу-
вання імунотерапевтичних підходів до лікування цього 
захворювання, спрямованих на активацію презентації 
пухлинних антигенів поза зоною росту пухлини. Провід-
не місце у структурі злоякісних новоутворень ЦНС за-
ймають гліоми, які складають близько 40-45 % усіх ін-
тракраніальних пухлин. Гліоми – це пухлини з високим 
ступенем злоякісності, котрі уражують переважно осіб 
працездатного віку [4, 5]. Згідно статистичних даних, 
гліоми складають усього 1,4 % від усіх діагностованих у 
клініці пухлин, однак не зважаючи на їх малу частку, 
прогноз для пацієнтів з гліомами є одним із найгірших. 
Так, середня тривалість життя пацієнтів зі злоякісними 
гліомами мозку в Україні складає близько 8 міс., у США 
– 14 міс. з моменту встановлення діагнозу [6]. Саме 
тому проблема лікування пацієнтів з гліомами різного 
ступеню злоякісності наразі є однією з найгостріших у 
клінічній онкології. Традиційні методи лікування гліом, 
серед яких основним є хірургічне, залишаються мало 
результативними і не знижують смертності від цієї па-
тології. Перспективним напрямком у лікуванні гліом 
вважають імунотерапію [7, 8]. 

У роботі використовували гліому мозку щурів С6, 
отриману Benda у 1968 році у результаті хімічної інду-
кції N,N-нітрозо-метилсечовиною [9, 10]. Вона харак-
теризується низькою васкуляризацією, високоінвазив-
ним ростом та відсутністю метастазів поза межами 
ЦНС. С6 вважають моделлю, яка є найбільш близькою 
до гліобластоми людини [11, 12], тому ця лінія як мо-
дельна застосовується для проведення доклінічних 
досліджень нових хіміопрепаратів, рекомендованих 
при пухлинах мозку. 

Доведено, що розвиток гліом супроводжується пору-
шенням гомеостазу тимусу – лімфоїдного органу, який 
має виключне значення у протипухлинному захисті орга-
нізму [13]. Поруч з тимусом, важливу роль у протипух-
линній резистентності відіграють також селезінка і печін-
ка. Селезінка є осередком активації антитілогенезу у 
відповідь на Т-залежні антигени, основним джерелом 
природних кілерних клітин у мишей і щурів. Печінка є 
основним органом екстратимічного дозрівання  
Т-лімфоцитів у випадку порушення тимічного гомеостазу, 
а також органом, що регулює локальні і системні запаль-
ні імунні реакції. Крім того, селезінка і печінка є осеред-
ками екстрамедулярного гемопоезу, активація якого вла-
стива пухлинному росту та асоційованому з ним паране-
опластичному синдрому і супроводжується гепато- і 
спленомегалією. Реакція печінки і селезінки в умовах 
росту пухлин головного мозку практично не досліджена. 

Метою даної роботи була оцінка вагових індексів та 
клітинності лімфоїдних органів за умов росту гліоми С6 
у щурів. 

Матеріали та методи досліджень. Длявнутріш-
ньомозкової інокуляції пухлинних клітин та локальної 
імунотерапії цієї пухлини, запланованої у подальших 
дослідженнях, нами було розроблено пристрій для ба-
гатократних внутрішньомозкових експериментальних 
досліджень, що містить інтракраніальний катетер  
(№ заявки на винахід a 2016 07307 від 05.07.2016).  

Дослідження проведені на білих нелінійних статево-
зрілих щурах (2-3 місячних) масою 200-250 г розведен-
ня віварію ННЦ "Інституту біології та медицини"  
КНУ імені Тараса Шевченка. Після рандомізації за ва-
гою тварини були поділені на три групи по вісім тварин 

у кожній: 1 група – інтактні тварини, 2 група – тварини, 
яким робили операцію по встановленню інтракраніаль-
ного катетера без перещеплювання пухлини, 3 група – 
тварини, яким встановлювали інтракраніальний катетер 
та перещеплювали пухлину. Усі дослідження на твари-
нах здійснювали згідно із нормами, встановленими за-
коном України №3447-ІV "Про захист тварин від жорс-
токого поводження" і норм, прийнятих в Європейській 
конвенції із захисту хребетних тварин, яких використо-
вують для експериментальних і наукових цілей від 
20.09.1985 [14]. 

Культуру клітин гліоми щурів С6 було отримано з На-
ціонального банку клітинних ліній людини та тварин при 
ІЕПОР ім. Р.Є. Кавецького НАН України. Клітини лінії 
гліоми щурів С6 культивували у культуральному пласти-
ку класу cell+ (Sarsted, Німеччина) у повному культура-
льному середовищі DMEM у CO2-інкубаторі за 37 °С. При 
пересівах клітини знімали трипсинізацією (0,1 % розчин 
трипсину). Для перещеплення тваринам брали клітини з 
третього пасажу на період формування половини від 
конфлюенту (фаза експоненційного росту культури). 

Перещеплення гліоми С6 щурам проводили після за-
гальної анестезії із застосуванням в/ч кетаміну (0,1 мг/г 
тварини) і седазину (0,02 мг/г тварини) з використанням 
пристрою для багатократних внутрішньомозкових експе-
риментальних дослідженьметодом інтрацеребральної 
інокуляції 50 мкл клітинної суспензії (600 тис. клітин на 
тварину) у ліву тім'яну зону (передній ріг лівого бокового 
шлуночку) на відстані 3 мм від sinus sagittalis для уник-
нення інтракраніальної кровотечі. Тваринам також без-
посередньо перед операцією вводили 0,25 % маркаіну в 
дозі 0,04 мл/г для полегшення болю протягом 6-8 годин. 
Контроль пухлинного росту здійснювали за показниками 
середньої тривалості життя тварин та їх вагою в динаміці 
після інокуляції пухлинних клітин. 

Реакцію органів імунної системи щурів: регіонарних 
(по відношенню до місця введення пухлинних клітин) 
шийних лімфовузлів, селезінки, тимусу, а також печінки 
оцінювали за відносною масою органу (ваговим індек-
сом), котрий розраховували за формулою: маса орга-
ну/загальна маса тварини, а також за відносною клітинні-
стю органу (відносною кількістю каріоцитів), який визна-
чали за формулою: абсолютна клітинність/маса органу 
[15]. Абсолютну клітинність органів визначали у тканин-
ному гомогенаті, отриманому шляхом механічної гомоге-
нізації з наступним осмотичним лізисом еритроцитів.  

Для визначення сироваткового рівня циркулюючих 
імунних комплексів (ЦІК) використовували метод преци-
пітації в 3,75 % поліетиленгліколі (ПЕГ) 6000 (в мікромо-
дифікації). Паралельні розведення досліджуваної сиро-
ватки інкубували 1 год. за кімнатної температури в бор-
но-боратному буфері (рН=8,4) та ПЕГ. Вимірювали опти-
чну густину преципітату за довжини хвилі 450 нм [16]. 

Статистичну обробку результатів проводили мето-
дами варіаційної статистики з розрахунком середнього 
значення, середнього квадратичного відхилення(σ) та 
середньої квадратичної похибки(m). Для визначення 
вірогідної відмінності показників використовували  
t-критерій Стьюдента [14]. 

Результати та їх обговорення.  
Ріст гліоми С6 супроводжувався зниженням маси 

дослідних тварин, починаючи з 10 доби після інокуляції 
пухлинних клітин (табл.1). На момент закінчення експе-
рименту маса тварин з пухлинами була майже у півтора 
рази нижчою від маси контрольних щурів. Слід зазначи-
ти, що встановлення пристрою для багатократних внут-
рішньомозкових експериментальних досліджень не 
впливало на масу дослідних тварин. 
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Таблиця  1. Вага щурів після перещеплення пухлини. (n=8 у всіх групах) 

Групи тварин 1й день 4й день 7й день 10й день 13й день 16й день 21й день 

Інтактні тварини  
231,8± 
13,28 г 

247± 
9,56 г 

265± 
10,11 г 

275,8± 
9,76 г 

282,4± 
11,7 г 

295,2± 
10,4 г 

305,5± 
14,58 г 

Інтактні тварини з інтракра-
ніальним катетером 

233,4± 
8,98 г 

244,5± 
10,36 г 

256,25± 
4,73 г 

278,75± 
9,91 г 

290,5± 
10,4 г 

302± 
12,36 г 

317± 
11,48 г 

Тварини з гліомою С6 
235,6± 
9,68 г 

238,5± 
7,21 г 

245,25± 
6,96 г 

244,5± 
17,09 г 

239± 
15,54 г 

222,6± 
31,6 г # 

225± 
17,22 г *# 

 
* – р<0,05 відносно показників щурів відповідної контрольної групи.  
# – р<0,05 відносно показників щурів з катетером.  

 
Тривалість життя тварин з гліомою на момент закін-

чення експерименту (21 доба після трансплантації пух-
линних клітин) була на 15 % меншою за аналогічний по-

казник контрольних тварин (рис. 1).Середня тривалість 
життя інтактних неоперованих тварин та тварин з інтрак-
раніальним катетером достовірно не відрізнялася. 

 
 

Рис.1. Середня тривалість життя щурів на 21 добу після перещеплення гліоми С6 (n=8 у всіх групах) 
 
* – р<0,05 відносно показників щурів відповідної контрольної групи.  
# – р<0,05 відносно показників щурів з катетером.  

 
Порівняльний аналіз вагових показників і клітинності 

лімфоїдних органів у контрольних тварин і тварин з 
гліомою С6 показав наступне. Вагові індекси дренуючих 
шийних лімфовузлів у тварин з пухлиною не відрізня-
лися достовірно від аналогічних показників контрольних 
щурів (табл.2). Однак кількість каріоцитів у реґіонар-
них по відношенню до зони пухлинного росту лімфову-
злах була достовірно вищою у тварин з пухлинами, що 

вказує на імовірну презентацію пухлинних антигенів у 
цьому організованому лімфоїдному утворі.  

Функції тимусу полягають у регуляторному впливі на 
рівень як клітинного, так і гуморального імунітету шля-
хом експорту на периферію ефекторних та регулятор-
них клітин. У наших дослідженнях відносна вага тимусу 
у щурів з гліомою С6 не відрізнялася від такої у контро-
льних тварин (табл.2).  

 
Таблиця  2. Вагові індекси і відносна клітинність шийних лімфовузлів, 

тимусу, селезінки та печінки у щурів з гліомою С6, n=8 у всіх групах 

Показник Інтактні тварини 
Інтактні тварини  

з інтракраніальним катетером 
Тварини з гліомою С6 

Ваговий індекс лімфовузлів (ум.од.) 2,52±0,54Ч10-4 2,47±0,15Ч10-4 2,30±0,6Ч10-4 
Клітинність лімфовузлів  

(кількість каріоцитів/г ваги органу) 
60,64±13,6Ч107 63,23±14,2Ч107 113,16±14,1Ч107 

Ваговий індекс тимуса (ум.од.) 14,59±1,28Ч10-4 15,12±2,14Ч10-4 13,03±1,06Ч10-4 
Клітинність тимусу  

(кількість каріоцитів/г ваги органу) 
29,95±5,61Ч107 35,48±4,91Ч107 13,75±4,99Ч107# 

Ваговий індекс селезінки (ум.од.) 67,22±6,86Ч10-4 70,73±7,61Ч10-4 49,91±7,05Ч10-4* 
Клітинність селезінки 

 (кількість каріоцитів/г ваги органу) 
78,13±4,08Ч107 84,2±1,56Ч107 52,53±4,48Ч107# 

Ваговий індекс печінки (ум.од.) 41,14±0,21Ч10-4 38,77±0,66Ч10-4 36,47±1,5Ч10-4 
Клітинність печінки 

(кількість каріоцитів/г ваги органу) 
122,33±5,6Ч107 115,66±7,8Ч107* 151,66±6,3Ч107 

 
# – р<0,05 відносно показників клітинності у контрольних щурів.  
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Зареєстровано статистично вірогідне зменшення кі-
лькості тимоцитів, що вказує на негативний вплив росту 
гліом на гомеостаз тимусу і узгоджується з даними ін-
ших дослідницьких груп [13]. Показники тимусу у тварин 
з катетером не відрізнялися від таких у контрольних 
неоперованих тварин. 

Мікрооточення селезінки сприяє міжклітинним кон-
тактам і генерації імунної відповіді. Головні події, які 
відбуваються в селезінці – індукція Т-залежної  
В-клітинної імунної відповіді, генерація антитілопроду-
куючих В-лімфоцитів і проліферація СD8+ Т-лімфо-
цитів. [17]. За результатами наших досліджень відміче-
но зниження вагового індексу та достовірне зниження 
кількості каріоцитів у щурів з гліомою С6 порівняно з 
показниками контрольних інтактних тварин (табл.2). 
Можна припустити, що зареєстрована гіпоспленія є 
наслідком загальної кахексії, притаманної агресивному 
перебігу пухлинного процесу за росту гліом. Крім того, 
однією з причин зменшення показника клітинності селе-
зінки може бути нещодавно описаний експорт селезін-
кових мієлоїдних супресорних клітин у зону пухлинного 
росту [18]. Показники вагових індексів і клітинності се-

лезінки тварин з катетером не відрізнялися від аналогі-
чних показників неоперованих тварин.  

Вагові показники печінки та клітинність органу у груп 
щурів, яким проводили операцію без перещеплення 
пухлини, також були подібними до показників неоперо-
ваних тварин (табл.2). Зареєстровано зменшення ваго-
вого індексу печінки і значне підвищення відносної кіль-
кості печінкових каріоцитів у щурів з пухлиною, що вка-
зує на наявність запалення у супроводі деструктивно-
дегенеративних процесів в органі, загальну інтоксика-
цію організму з явищем кахексії, зареєстровані також у 
тварин з гліомою іншими дослідницькими групами [19].  

Додатково до аналізу вагових показників і клітинності 
лімфоїдних органів ми досліджували сироватковий рі-
вень ЦІК (рис. 2). За фізіологічних умов, утворення та 
присутність ЦІК у біологічних рідинах є одним з проявів 
імунної відповіді організму на надходження антигенів. 
Утворені імунні комплекси деякий час циркулюють в лі-
мфі і крові, після чого відбувається їх елімінація фагоци-
тами печінки і селезінки. Рівень ЦІК в сироватці крові є 
важливим показником імунної реактивності, оскільки ві-
дображає не лише ступінь навантаження організму анти-
генами, а й дегенеративні явища у тканинах [20]. 

 

 
Рис.2. Рівень циркулюючих імунних комплексів у сироватці крові щурів з гліомою С6 (n=8 у всіх групах) 
 

За результатами наших досліджень незначно під-
вищений сироватковий рівень ЦІК спостерігався у групі 
тварин, яким перещеплювали пухлину. Слід відмітити 
значну індивідуальну варіабельність цього показника у 
тварин усіх дослідних груп. 

Висновок. Таким чином,за результатами наших 
спостережень ріст гліоми С6 супроводжується зміною 
клітинності органів лімфатичної системи, залучених у 
презентацію антигену і генерацію адаптивної імунної 
відповіді. Зареєстровані зміни вказують на імовірність 
презентації антигенів гліоми С6 у периферичних органі-
зованих лімфоїдних утворах, а також на негативний 
вплив росту гліоми С6 на гомеостаз тимусу і селезінки.  
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РЕАКЦИЯ ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНОВ КРЫС НА РОСТ ГЛИОМЫ С6 

Исследование реакциипериферических организованных лимфоидных структур на присутствие злокачественной опухоли в мозге 
открывает перспективы применения иммунотерапевтических подходов к лечению этого заболевания вне зоны роста злокачествен-
ного новообразования. Целью работы была оценка весовых индексов и клеточности лимфоидных органов в условиях роста глиомы 
С6 у крыс. Установлено, что рост глиомы сопровождается изменениями клеточности органов лимфатической системы. Зарегист-
рированные изменения указывают на вероятность презентации антигенов глиомы С6 в периферических лимфоидных структурах, а 
также на негативное влияние роста глиомы на гомеостаз тимуса и селезенки.  

Ключевые слова: лимфоидные органы, глиома, клеточность органа, масовый индекс. 
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REACTION OF LYMPHOIDAL ORGANS OF RATS TOTHE GROWTH OF GLIOMA C6 

The study of the responce of peripheral lymphoid structures to the presence of malignant tumor in the brain offers the challenge for the use of 
immunotherapeutic approaches for the treatment of this disease. This work was aimed to evaluate weight indices and cellularity of lymphoid organs 
in rat with C6 glioma. One was found that the growth of glioma is accompanied by changes in the cellularity of the organs of the lymphatic system. 
The observed changes indicate the likelihood of the presentation of C6 glioma antigens in peripheral lymphoid structures, as well as the negative 
impact of glioma growth on thymus and spleen homeostasis. 

Key words: lymphoid organs, glioma, cellularity of the organ, mass index. 
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