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Âïëèâ åêçîãåííèõ ëåéêîòðèºí³â ³ áëîêàòîð³â
ë³ïîêñèãåíàç íà àïîïòîç òà íåêðîç ãåïàòîöèò³â ùóð³â
ó ïåðâèíí³é êóëüòóð³

Äâà âàðèàíòà ãèáåëè êëåòîê - àïîïòîç è íåêðîç - â ðàçíûõ ñîîòíîøåíèÿõ íàáëþäàþòñÿ â
ïå÷åíè ïðè ïàòîëîãèè. Âàæíûì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ôàêòîðîâ ðåãóëÿöèè ýòèõ ïðîöåññîâ ñ
öåëüþ âîçìîæíîãî íà íèõ âëèÿíèÿ. Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî ïðîäóêòû ëèïîêñèãåíàçíîãî ïóòè
ìåòàáîëèçìà àðàõèäîíîâîé êèñëîòû ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè àïîïòè÷åñêîé ãèáåëè íåêîòîðûõ
òèïîâ êëåòîê. Èõ ðîëü â ïðîöåññàõ ãèáåëè ãåïàòîöèòîâ ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíà. Â äàííîé
ðàáîòå èçó÷àëè âëèÿíèå ýêçîãåííûõ ëåéêîòðèåíîâ Â4 è Ñ4, à òàêæå áëîêàòîðîâ ëèïîêñèãåíàç
íà àïîïòîç è íåêðîç ãåïàòîöèòîâ êðûñ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ñ ïîìîùüþ ïîäñ÷åòà æèâûõ,
íåêðîòè÷åñêèõ è àïîïòè÷åñêèõ ãåïàòîöèòîâ (ïðèæèçíåííî îêðàøåííûõ êðàñèòåëÿìè Õåõñò
33342 è ïðîïèäèóì èîäèä), à òàêæå ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ïîêàçàíî, ÷òî îá-
ùèé áëîêàòîð ëèïîêñèãåíàç � íîðäèãèäðîãóàÿðåòîâàÿ êèñëîòà è áëîêàòîð 5-ëèïîêñèãåíàçû �
êîôåéíàÿ êèñëîòà (2 . 10-5 ìîëü/ë) èíäóöèðîâàëè àïîïòîç â êóëüòóðå ãåïàòîöèòîâ ÷åðåç 4 è
24 ÷. Â òî æå âðåìÿ ëåéêîòðèåíû Â4 è Ñ4 (10-8 ìîëü/ë) óâåëè÷èâàëè êîëè÷åñòâî íåêðîòè÷åñ-
êèõ è íå âûçûâàëè ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé êîëè÷åñòâà àïîïòè÷åñêèõ ãåïàòîöèòîâ â êóëüòó-
ðå. Ëåéêîòðèåíû Â4 è Ñ4, ïðèìåíåííûå íà ôîíå áëîêàòîðîâ ëèïîêñèãåíàç, îêàçûâàëè ïðîíåê-
ðîòè÷åñêîå äåéñòâèå è ñíèæàëè àïîïòîç, èíäóöèðîâàííûé áëîêàòîðàìè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ëèïîêñèãåíàçíûé ïóòü ìåòàáîëèçìà àðàõèäîíîâîé êèñëî-
òû ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ðåãóëÿòîðîì æèçíåñïîñîáíîñòè è àïîïòîçà ãåïàòîöèòîâ. Óâåëè÷åíèå
ïðè íåêîòîðûõ çàáîëåâàíèÿõ ïå÷åíè ñîäåðæàíèÿ ïðîäóêòîâ ëèïîêñèãåíàç, â ÷àñòíîñòè ëåé-
êîòðèåíîâ, ìîæåò ñìåùàòü áàëàíñ àïîïòè÷åñêîé è íåêðîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê â ñòîðî-
íó ïîñëåäíåé.

ÂÑÒÓÏ

Îäíèì ³ç åòàï³â æèòòºâîãî øëÿõó êë³òèíè º
¿¿ çàãèáåëü, ÿêà ìîæå áóòè îïîñåðåäêîâàíà
àïîïòîçîì òà íåêðîçîì. Ö³ äâà âàð³àíòè çàãè-
áåë³ õàðàêòåðèçóþòüñÿ ð³çíèìè ìîðôîëîã³÷-
íèìè òà ìîëåêóëÿðíèìè ÿâèùàìè òà ð³çíèìè
íàñë³äêàìè äëÿ íàâêîëèøí³õ òêàíèí. Îñê-
³ëüêè àïîïòîç ³ íåêðîç ó ð³çíèõ ñï³ââ³äíî-
øåííÿõ ñïîñòåð³ãàþòüñÿ ïðè ïàòîëîã³¿ ïå÷³í-
êè [3,4,16], âèâ÷åííÿ ôàêòîð³â, ùî ¿õ ðåãó-
ëþþòü, äîçâîëèòü ïåâíèì øëÿõîì âïëèâàòè
íà íèõ. Îñòàíí³ì ÷àñîì âñå á³ëüøå äàíèõ
ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî ë³ïîêñèãåíàçíèé øëÿõ
ìåòàáîë³çìó àðàõ³äîíîâî¿ êèñëîòè (ÀÊ) â³ä³ã-
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ðàº âàæëèâó ðîëü ó ðåãóëÿö³¿ âèæèâàííÿ òà
àïîïòîçó êë³òèí [2, 8, 14]. Òàê, áóëî ïîêàçà-
íî, ùî çàãàëüí³ òà ñåëåêòèâí³ áëîêàòîðè ë³ïîê-
ñèãåíàç ³íäóêóâàëè àïîïòè÷íó çàãèáåëü äåÿ-
êèõ êë³òèí [8, 12, 14]. Ïðîòå º â³äîìîñò³ ³
ïðî çäàòí³ñòü öèõ áëîêàòîð³â ³íã³áóâàòè àïîï-
òîç ó äåÿêèõ êë³òèíàõ [2]. Òàêîæ ñóïåðå÷-
ëèâ³ äàí³ ùîäî àïîïòîç³íäóêóþ÷î¿ ä³¿ áëîêà-
òîð³â îêðåìèõ ë³ïîêñèãåíàç (5, 12 àáî 15
ë³ïîêñèãåíàç) [12, 14]. Âñå öå ïðèçâîäèòü äî
íåîáõ³äíîñò³ äåòàëüíîãî âèâ÷åííÿ ó÷àñò³ îê-
ðåìèõ ë³ïîêñèãåíàç òà ¿õ ïðîäóêò³â ó ðîçâèò-
êó ïðîöåñ³â àïîïòîçó òà íåêðîçó â êîíêðåò-
íèõ òèïàõ êë³òèí. Â³äîìî, ùî â ãåïàòîöèòàõ
óòâîðþþòüñÿ ë³ïîêñèãåíàçí³ ïîõ³äí³ ÀÊ
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(5-ÍÅÒÅ, 15-ÍÅÒÅ, ëåéêîòðèºíè (ËÒ) Â4,
Ñ4 òîùî) [5, 13, 15]. Îäíàê ó÷àñòü ë³ïîêñè-
ãåíàç òà ¿õ ïðîäóêò³â ó ïðîöåñàõ àïîïòîçó â
ãåïàòîöèòàõ ïðàêòè÷íî íå âèâ÷åíà, º ëèøå
îêðåì³ â³äîìîñò³ â³äíîñíî òðàíñôîðìîâàíèõ
ïàðåíõ³ìíèõ êë³òèí ïå÷³íêè [11]. Ó íàøèõ
ïîïåðåäí³õ äîñë³äæåííÿõ (ìåòîäîì ïðèæèò-
òºâîãî ïîäâ³éíîãî çàáàðâëåííÿ êë³òèí òà âèç-
íà÷åííÿ âèõîäó öèòîçîëüíîãî ôåðìåíòó àëà-
í³íàì³íîòðàíñôåðàçè ç óøêîäæåíèõ ãåïàòî-
öèò³â) ïîêàçàíî, ùî çàãàëüíèé áëîêàòîð
ë³ïîêñèãåíàç íîðäèã³äðîãóàÿðåòîâà êèñëîòà
(ÍÄÃÊ) ³ áëîêàòîð 5-ë³ïîêñèãåíàçè êîôåé-
íà êèñëîòà (ÊÊ) ìàþòü ïðîàïîïòè÷íó òà àí-
òèíåêðîòè÷íó ä³þ [1].

Ìåòîþ ö³º¿ ðîáîòè - âèâ÷èòè çì³íè àïîï-
òîçó òà íåêðîçó ãåïàòîöèò³â ùóð³â ó ïåðâèíí³é
êóëüòóð³ ïðè ä³¿ åêçîãåííèõ ËÒ Â4 ³ Ñ4 òà
áëîêàòîð³â ë³ïîêñèãåíàç ìåòîäîì ïðèæèòòº-
âîãî ïîäâ³éíîãî çàáàðâëåííÿ  òà åëåêòðîííî¿
ì³êðîñêîï³¿.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Îá�ºêòîì äîñë³äæåííÿ áóëà ïåðâèííà êóëü-
òóðà ãåïàòîöèò³â. Êë³òèíè ïå÷³íêè áðàëè ó
äîðîñëèõ ùóð³â-ñàìö³â ë³í³¿ Â³ñòàð. Òâàðèí
íàðêîòèçóâàëè íåìáóòàëîì (40 ìã/êã) òà
ââîäèëè ãåïàðèí ó õâîñòîâó âåíó. Ãåïàòîöè-
òè âèä³ëÿëè çà äîïîìîãîþ äâîåòàïíî¿ êîëàãå-
íàçíî¿ ïåðôóç³¿ ñïî÷àòêó áåçêàëüö³ºâèì ðîç-
÷èíîì Õåíêñà (7-10 õâ), ùî ì³ñòèâ 9 ììîëü/ë
HEPES ³ 0,5 ììîëü/ë EGTA, ï³ñëÿ ÷îãî ïðî-
äîâæóâàëè ïåðôóç³þ 0,05%-ì ðîç÷èíîì
êîëàãåíàçè (òèï 1À,�Sigma�; ÑØÀ) â ðîç-
÷èí³ Õåíêñà ç 9 ììîëü/ë HEPES ³ 5 ììîëü/ë
ÑàÑl2 (pH 7,4; 37o Ñ) ïðîòÿãîì 25-30 õâ.
Ãåïàòîöèòè î÷èùàëè â³ä íåïàðåíõ³ìàòîçíèõ
êë³òèí òà íåæèòòºçäàòíèõ ãåïàòîöèò³â öåíò-
ðèôóãóâàííÿì íà ãðàä³ºíò³ ãóñòèíè Ïåðêîëà.

Êóëüòèâóâàííÿ êë³òèí ïðîâîäèëè â îá-
ðîáëåíèõ êîëàãåíîì ïëàíøåòàõ äëÿ êóëüòóð
êë³òèí (�Sigma�, ÑØÀ) â ïîæèâíîìó ñåðå-
äîâèù³ RPMI 1640, ùî ì³ñòèëî 15 ììîëü/ë
HEPES, 10 % åìáð³îíàëüíî¿ òåëÿ÷î¿ ñèðîâàò-
êè òà àíòèá³îòèêè. Ãóñòèíà êë³òèí â 24-ëóí-
êîâèõ ïëàíøåòàõ ñòàíîâèëà 1�105  ãåïàòîöèò³â
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íà ëóíêó. Ï³ñëÿ 18-ãîäèíîãî êóëüòèâóâàííÿ
ïðè 37oÑ ó âîëîã³é êàìåð³ ãåïàòîöèòè óòâî-
ðþâàëè ìîíîøàðè. Êë³òèíè îáðîáëÿëè áëî-
êàòîðàìè ë³ïîêñèãåíàç ÍÄÃÊ ³ ÊÊ («Sigma»,
ÑØÀ) â ê³íöåâ³é êîíöåíòðàö³¿ 2 � 10-5 ìîëü/ë.
Åêçîãåíí³ ËÒ Â4 òà Ñ4 («Sigma», ÑØÀ) âíî-
ñèëè â êóëüòóðàëüíå ñåðåäîâèùå â ê³íöåâ³é
êîíöåíòðàö³¿ 10-8 ìîëü/ë îêðåìî òà íà ôîí³
áëîêàòîð³â ë³ïîêñèãåíàç ÍÄÃÊ ³ ÊÊ (÷åðåç
15 õâ ï³ñëÿ îáðîáêè áëîêàòîðàìè â ê³íöåâ³é
êîíöåíòðàö³¿ 2 � 10-5 ìîëü/ë). Îö³íêó àïîï-
òîçó òà íåêðîçó êë³òèí ïðîâîäèëè ÷åðåç 1, 4
òà 24 ãîä ï³ñëÿ ä³¿ áëîêàòîð³â ³ ËÒ.

Êóëüòóðè êë³òèí ïðèæèòòºâî çàáàðâëþ-
âàëè ôëþîðåñöåíòíèìè áàðâíèêàìè íóêëå¿-
íîâèõ êèñëîò (Õåõñò 33342 òà ïðîï³ä³óì éî-
äèä), ùî äàëî ìîæëèâ³ñòü äèôåðåíö³þâàòè
æèâ³, íåêðîòè÷í³ òà àïîïòè÷í³ êë³òèíè. Áàð-
âíèê Õåõñò 33342 ïðîõîäèòü êð³çü ìåìáðàíè
³ æèâèõ, ³ ìåðòâèõ êë³òèí òà çàáàðâëþº ¿õ ÿäðà
ó çåëåíèé êîë³ð. Ïðîï³ä³óì éîäèä ïðîõîäèòü
ëèøå êð³çü ìåìáðàíè ìåðòâèõ êë³òèí òà çàáàð-
âëþº ¿õ ÿäðà ó îðàíæåâèé êîë³ð. Àïîïòè÷í³
êë³òèíè ìàþòü õàðàêòåðíó êîíäåíñàö³þ õðî-
ìàòèíó ÷è ðîçïàäàþòüñÿ íà àïîïòè÷í³ ò³ëüöÿ.
Ãåïàòîöèòè â³äìèâàëè â³ä ñåðåäîâèùà êóëü-
òèâóâàííÿ çàáóôåðåíèì ôîñôàòàìè ô³ç³îëî-
ã³÷íèì ðîç÷èíîì (ÇÔÔÐ), ðÍ 7,4. Æèâ³
êë³òèíè ³íêóáóâàëè ïðîòÿãîì 10 õâ ó òåìðÿâ³
ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ ïðè íàÿâíîñò³ áàð-
âíèê³â Õåõñò 33342 ³ ïðîï³ä³óì éîäèäó â
ê³íöåâ³é êîíöåíòðàö³¿ 10 ìêìîëü/ë. Çàáàðâ-
ëåí³ êë³òèíè ðåòåëüíî â³äìèâàëè ÇÔÔÐ ³
ô³êñóâàëè çàáóôåðåíèì ôîñôàòàìè 5%-ì ðîç-
÷èíîì ôîðìàë³íó 5 õâ ó òåìðÿâ³. Çàô³êñî-
âàí³ êóëüòóðè ðåòåëüíî â³äìèâàëè òà âèñóøó-
âàëè. Ï³äðàõóíîê æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ òà àïîï-
òè÷íèõ êë³òèí çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ ëþ-
ì³íåñöåíòíîãî ì³êðîñêîïà (õ40). Ïðè êîæíî-
ìó âïëèâ³ ï³äðàõîâóâàëè ì³í³ìóì 600 êë³òèí.

Åëåêòðîííî-ì³êðîñêîï³÷í³ äîñë³äæåííÿ
ïðîâîäèëè íà ãåïàòîöèòàõ, êóëüòèâîâàíèõ ó
ñïåö³àëüíèõ, îáðîáëåíèõ êîëàãåíîì, 8-ëóí-
êîâèõ ïëàíøåòàõ äëÿ åëåêòðîííî¿ ì³êðîñêîï³¿
(Nunc Inc.). Ãóñòèíà êë³òèí ñòàíîâèëà 5 � 105

íà ëóíêó. Êóëüòóðè ãåïàòîöèò³â ó â³äïîâ³äí³
ñòðîêè ï³ñëÿ âïëèâ³â â³äìèâàëè ôîñôàòíèì
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áóôåðîì (ÔÁ). Êë³òèíè ô³êñóâàëè ðîç÷è-
íîì, ÿêèé ì³ñòèâ 0,1 ìîëü/ë ÔÁ, ðÍ 7,4,
2% ôîðìàëüäåã³äó òà 2,5% ãëþòàðàëüäåã³äó,
ïðîòÿãîì 1 ãîä ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³.
Ï³ñëÿ â³äìèâàííÿ ÔÁ ïðîâîäèëè ïîñòô³êñà-
ö³þ 1%-ì ðîç÷èíîì ÎsÎ4 â ÔÁ, ðÍ 7,4, ïðî-
òÿãîì 1 ãîä ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³. Ï³ñëÿ
ô³êñàö³¿ òà íàñòóïíîãî â³äìèâàííÿ çðàçêè
îáåçâîäíþâàëè åòàíîëîì â êîíöåíòðàö³¿, ùî
ï³äâèùóºòüñÿ, òà çàëèâàëè â åïîêñèäíó ñìî-
ëó, ÿêà ì³ñòèëà Epon 812, DDSA òà Araldit.
Óëüòðàòîíê³ çð³çè (40-50 íì) îäåðæóâàëè çà
äîïîìîãîþ ä³àìàíòîâîãî íîæà, êîíòðàñòóâà-
ëè ¿õ óðàí³ëàöåòàòîì ³ öèòðàòîì ñâèíöþ çà
Ðåéíîëüäñîì ³ âèâ÷àëè â åëåêòðîííîìó ì³ê-
ðîñêîï³ JEM 100 � CX (�Jeol�, ßïîí³ÿ).

Ïðîâåäåíî òðè îêðåìèõ åêñïåðèìåíòè, â
êîæíîìó ç ÿêèõ âèêîðèñòîâóâàëè òðèïë³êàòè
êóëüòóð ãåïàòîöèò³â äëÿ êîæíîãî âïëèâó. Ñòà-
òèñòè÷íà îáðîáêà ðåçóëüòàò³â ïðîâåäåíà ç îá÷èñ-
ëåííÿì êðèòåð³þ t Ñòüþäåíòà äëÿ ïàð äàíèõ.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ðàí³øå ìè ïîêàçàëè, ùî áëîêàòîðè ë³ïîêñè-
ãåíàç ÍÄÃÊ ³ ÊÊ âèêëèêàëè çìåíøåííÿ âè-

õîäó öèòîçîëüíîãî ôåðìåíòó àëàí³íàì³íîò-
ðàíñôåðàçè (ÀËÒ) ç êóëüòèâîâàíèõ ãåïàòî-
öèò³â, òîáòî çìåíøóâàëè íåêðîòè÷í³ ïðîöåñè
â íèõ [1, 10]. Ï³äðàõóíîê æèâèõ, íåêðîòè÷-
íèõ òà àïîïòè÷íèõ ãåïàòîöèò³â çà ìåòîäîì
ïðèæèòòºâîãî ïîäâ³éíîãî çàáàðâëåííÿ çàñâ³-
ä÷èâ, ùî îáèäâà áëîêàòîðè çíà÷íîþ ì³ðîþ
çá³ëüøóâàëè ê³ëüê³ñòü àïîïòè÷íèõ êë³òèí ó
êóëüòóð³ âæå ÷åðåç 4 ãîä. Öåé åôåêò ïîñèëþ-
âàâñÿ íà 24 ãîä äîñë³äæåííÿ (òàáë.1). Àïîï-
òîç³íäóêóþ÷à ä³ÿ ÍÄÃÊ áóëà ñèëüí³øîþ, í³æ
ÊÊ (Ð<0,05).

Åëåêòðîííî-ì³êðîñêîï³÷í³ äîñë³äæåííÿ
ï³äòâåðäèëè ³íäóêö³þ àïîïòîçó áëîêàòîðàìè
ë³ïîêñèãåíàç ³ âèÿâèëè éîãî õàðàêòåðí³ óëü-
òðàñòðóêòóðí³ ðèñè. Ïîêàçàíî, ùî äëÿ ïåð-
âèííî¿ êóëüòóðè ãåïàòîöèò³â, îáðîáëåíî¿ áëî-
êàòîðàìè ë³ïîêñèãåíàç ÍÄÃÊ ³ ÊÊ (ê³íöåâà
êîíöåíòðàö³ÿ 2 � 10-5 ìîëü/ë) ïðîòÿãîì 4 òà
24 ãîä, õàðàêòåðíîþ áóëà íàÿâí³ñòü çíà÷íî¿
ê³ëüêîñò³ ãåïàòîöèò³â ç òèïîâèìè äëÿ àïîïòî-
çó ìîðôîëîã³÷íèìè çì³íàìè, à ñàìå â³äì³÷à-
ëàñÿ âèðàæåíà êîíäåíñàö³ÿ ÿäåðíîãî õðîìà-
òèíó, çì³íà ôîðìè ÿäðà, ùî ñòàâàëî ³íîä³
âèäîâæåíèì, ç³ãíóòèì, ïîä³áíèì äî ê³ëüöÿ;
ÿäåðíà ìåìáðàíà óòâîðþâàëà ³íâàã³íàö³¿ òà
âèï�ÿ÷óâàííÿ (ðèñ.1,à). Ãåïàòîöèòè ìàëè

Âïëèâ åêçîãåííèõ ëåéêîòðèºí³â ³ áëîêàòîð³â ë³ïîêñèãåíàç

Ñõåìà äîñë³äó                                 Æèâ³ êë³òèíè          Íåêðîòè÷í³ êë³òèíè Àïîïòè÷í³ êë³òèíè

²íòàêòí³ êë³òèíè 70,4±7,6 26,6±6,8 3,0±0,8

Íîðäèã³äðîãóàÿðåòîâà êèñëîòà
(2 � 10-5 ìîëü/ë) 64,3±7,3 24,7±6,5 11,0±1,0*(P<0,001)

Íîðäèã³äðîãóàÿðåòîâà êèñëîòà
òà ëåéêîòðèºí Â4 (10-8 ìîëü/ë) 50,2±10,6 43,6±10,6**(P<0,05) 6,2±0,6**(P<0,001)

Íîðäèã³äðîãóàÿðåòîâà êèñëîòà
òà ëåéêîòðèºí Ñ4 (10-8 ìîëü/ë) 61,2±10,9 31,4±10,5 7,4±1,0**(P<0,01)

Êîôåéíà êèñëîòà (2 . 10-5ìîëü/ë) 70,7±5,2 22,3±4,9 7,5±0,9*(P<0,001)

Êîôåéíà êèñëîòà òà ëåéêîòðèºí
Â4 (10-8 ìîëü/ë) 65,0±8,0 30,5±7,6**(P<0,05) 4,5±0,8**(P<0,05)

Êîôåéíà êèñëîòà òà
ëåéêîòðèºí Ñ4 (10-8 ìîëü/ë) 63,8±8,4 31,6±7,8**(P<0,05) 3,9±0,8**(P<0,01)

Òàáëèöÿ 1. Çì³íè ê³ëüêîñò³ æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ òà àïîïòè÷íèõ ãåïàòîöèò³â (%) ïðè ä³¿ áëîêàòîð³â
ë³ïîêñèãåíàç òà åêçîãåííèõ ëåéêîòðèºí³â íà ¿õ ôîí³ ÷åðåç 24 ãîä ï³ñëÿ âïëèâó

(çà äàíèìè ïðèæèòòºâîãî ïîäâ³éíîãî çàáàðâëåííÿ)

* â³ðîã³äíà ð³çíèöÿ â³äíîñíî ³íòàêòíèõ êóëüòóð;
** â³ðîã³äíà ð³çíèöÿ â³äíîñíî êóëüòóð, îáðîáëåííèõ áëîêàòîðàìè ë³ïîêñèãåíàç â³äïîâ³äíî.
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íîðìàëüíó àáî êîíäåíñîâàíó öèòîïëàçìó òà
ö³ë³ñíó ïëàçìàòè÷íó ìåìáðàíó. Íà ïîâåðõí³
êë³òèí ñïîñòåð³ãàëèñÿ âèï�ÿ÷óâàííÿ ïëàçìà-
òè÷íî¿ ìåìáðàíè, òîáòî óòâîðþâàëèñÿ òàê çâàí³
�blebs�, õàðàêòåðí³ äëÿ àïîïòîçó (ðèñ.1,á).
Ê³ëüê³ñòü ì³êðîâîðñèíîê ³ñòîòíî çìåíøóâà-
ëàñÿ, êë³òèíè îêðóãëþâàëèñü ³ âòðà÷àëè ì³æ-
êë³òèíí³ êîíòàêòè. Çóñòð³÷àëèñÿ òàêîæ àïîï-
òè÷í³ êë³òèíè ç çîíàìè, ÿê³ ì³ñòèëè âåëèêó
ê³ëüê³ñòü íåâåëèêèõ åëåêòðîííî-ïðîçîðèõ âà-
êóîëåé, ùî, çëèâàþ÷èñü ì³æ ñîáîþ, ìîæóòü
â³äîêðåìëþâàòè ÷àñòèíó öèòîïëàçìè, òîáòî
óòâîðþâàòè àïîïòè÷í³ ò³ëüöÿ (ðèñ.1,â). ×àñ-
òî ïðè ôîðìóâàíí³ àïîïòè÷íèõ ò³ëåöü óòâî-
ðþâàëèñü åëåêòðîííî-ù³ëüí³ ñòðóêòóðè, ùî
ì³ñòèëè ì³òîõîíäð³¿ (ÌÒÕ) ç êîíäåíñîâàíèì
ìàòðèêñîì òà îòî÷óþ÷èìè ¿õ ê³ëüêîìà ðÿäà-
ìè çåðíèñòîãî åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëó-
ìà (ÅÏÐ). Ñïîñòåð³ãàëè øèðîêèé ñïåêòð çì³í
ó ÌÒÕ (â³ä ³íòàêòíîãî äî äåñòðóêòèâíîãî
ñòàíó): ñë³ä â³äì³òèòè ¿õ ñêóï÷åííÿ ïîáëèçó
ÿäåð, ³íîä³ ñïîñòåð³ãàëèñÿ íàáóõàííÿ ÌÒÕ ³
ïîðóøåííÿ ñòðóêòóðè êðèñò ³ç óòâîðåííÿì
âíóòð³øíüîì³òîõîíäð³àëüíèõ ïóõèðö³â, âàêó-
îëÿðèçàö³ÿ ÌÒÕ òà çì³íà ¿õ ôîðìè. Â àïîï-
òè÷íèõ êë³òèíàõ áóëà äåùî ï³äâèùåíà ê³ëü-
ê³ñòü àóòîôàãîñîì ç ì³ºë³íîïîä³áíèìè ñòðóê-
òóðàìè. Â³äì³÷àëèñÿ òàêîæ ãåïàòîöèòè, ùî
ïîâí³ñòþ ðîçïàëèñÿ íà àïîïòè÷í³ ò³ëüöÿ ç
³íòàêòíîþ ïëàçìàòè÷íîþ ìåìáðàíîþ.

Òàêèì ÷èíîì, íàìè ïîêàçàíî, ùî áëî-
êàòîðè ë³ïîêñèãåíàç ìàþòü ïðîàïîïòè÷íó òà
àíòèíåêðîòè÷íó ä³þ íà ãåïàòîöèòè. Ìîæíà
ïðèïóñòèòè, ùî ñàì³ ë³ïîêñèãåíàçè òà ¿õ ïðî-
äóêòè, çîêðåìà ËÒ, ìîæóòü çíèæóâàòè àïîï-
òîç ³ ï³äñèëþâàòè íåêðîç. Ðàí³øå ìè âñòàíî-
âèëè, ùî åêçîãåíí³ ËÒ Â4 ³ Ñ4 ó øèðîêîìó
ä³àïàçîí³ ê³íöåâèõ êîíöåíòðàö³é (â³ä 10-7 äî
10-12 ìîëü/ë) ³ñòîòíî çá³ëüøóâàëè âèõ³ä öè-
òîçîëüíîãî ôåðìåíòó ÀËÒ ç êóëüòèâîâàíèõ
ãåïàòîöèò³â ÷åðåç 1 ãîä ï³ñëÿ âïëèâó, ùî
ñâ³ä÷èòü ïðî ïîñèëåííÿ íåêðîòè÷íèõ ïðîöåñ³â
³ âèñîêó ÷óòëèâ³ñòü êë³òèí äî ä³¿ ËÒ [10]. Ó
ö³é ðîáîò³ ìè âèêîðèñòîâóâàëè åêçîãåíí³ ËÒ
ó êîíöåíòðàö³¿, ÿêà ìàëà ñóòòºâèé åôåêò íà
âèõ³ä ÀËÒ, à ñàìå 10-8 ìîëü/ë. Ïîêàçàíî
â³ðîã³äíå çìåíøåííÿ ê³ëüêîñò³ æèâèõ òà çá³ëü-

Ðèñ. 1. Óëüòðàñòðóêòóðà ãåïàòîöèò³â ïðè ä³¿ áëîêà-
òîð³â ë³ïîêñèãåíàç ó êîíöåíòðàö³¿ 2 � 10-5ìîëü/ë:
à - êîíäåíñàö³ÿ ÿäåðíîãî õðîìàòèíó òà çì³íà ôîðìè
ÿäðà; á - óòâîðåííÿ âèï�ÿ÷óâàíü íà ïîâåðõí³ àïîï-
òè÷íîãî ãåïàòîöèòà; â - ôîðìóâàííÿ àïîïòè÷íèõ ò³-
ëåöü.
ß � ÿäðî, ÊÕð � êîíäåíñîâàíèé õðîìàòèí, Ì � ì³òî-
õîíäð³¿, Â � âàêóîë³, ÏÌ � ïëàçìàòè÷íà ìåìáðàíà,
ÂÌ � âèï�ÿ÷óâàííÿ ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, Àò -
àïîïòè÷í³ ò³ëüöÿ.

Ã.Ì. Êîðí³é÷óê, Í.Â. Ìàêîãîí, ².Ì. Àëåêñººâà, ².Â.Ëóøí³êîâà
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øåííÿ ê³ëüêîñò³ íåêðîòè÷íèõ êë³òèí ïðè ä³¿
ËÒ Â4 òà Ñ4 ÷åðåç 1 ãîä ï³ñëÿ âïëèâó (òàáë. 2).
Ïðîòå îáèäâà ëåéêîòðèºíè íå âèêëèêàëè â³ðî-
ã³äíî¿ çì³íè ê³ëüêîñò³ àïîïòè÷íèõ êë³òèí â
äîñë³äæåí³ ñòðîêè.

Åëåêòðîííî-ì³êðîñêîï³÷í³ äîñë³äæåííÿ
ïåðâèííî¿ êóëüòóðè ãåïàòîöèò³â ïðè ä³¿ åêçî-
ãåííèõ ËÒ Â4 òà Ñ4 (10-8 ìîëü/ë) ïðîòÿãîì
1 ãîä ïîêàçàëè ³ñòîòíå çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³
êë³òèí ç òèïîâèìè ðèñàìè íåêðîòè÷íèõ çì³í
(äèâ. ðèñ.2,à). Âèÿâëåí³ êë³òèíè íà ïî÷àò-
êîâèõ ñòàä³ÿõ íåêðîçó, äëÿ ÿêèõ áóëî õà-
ðàêòåðíå ïðîñâ³òëåííÿ öèòîïëàçìè, ôîðìó-
âàííÿ âàêóîëåé, íàáóõàííÿ òà ïðîñâ³òëåííÿ
ìàòðèêñó ÌÒÕ òà ¿õ âàêóîëÿðèçàö³ÿ, ïðî-
ñâ³òëåííÿ òà ãîìîãåí³çàö³ÿ âì³ñòó ÿäðà; ïðè
öüîìó ÿäåðíà ìåìáðàíà çáåð³ãàëà ñâîþ ö³-
ë³ñí³ñòü. Ñïîñòåð³ãàëàñÿ çíà÷íà ê³ëüê³ñòü êë³-
òèí íà ê³íöåâèõ ñòàä³ÿõ íåêðîçó, à ñàìå: ç
âåëèêîþ ê³ëüê³ñòþ âàêóîëåé, ç äåñòðóêö³ºþ
ÌÒÕ, ç ïîðóøåííÿì ö³ë³ñíîñò³ ÿäåðíî¿ òà
ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàí, ³, ÿê íàñë³äîê, ç âè-
ìèâàííÿì âì³ñòó ÿäðà (äèâ. ðèñ.2,á).

Îñê³ëüêè ³ñíóþòü îêðåì³ â³äîìîñò³, ùî
ãåïàòîöèòè çäàòí³ ñèíòåçóâàòè ïîõ³äí³ ÀÊ çà
ë³ïîêñèãåíàçíèì øëÿõîì ¿¿ ìåòàáîë³çìó, ìè
ââàæàëè äîö³ëüíèì âèâ÷èòè ä³þ åêçîãåííèõ
ËÒ íà ôîí³ áëîêàäè ñèíòåçó åíäîãåííèõ ïî-
õ³äíèõ ÀÊ. Íàìè ïîêàçàíî ñóòòºâå çìåíøåí-
íÿ ê³ëüêîñò³ æèâèõ êë³òèí ³ çá³ëüøåííÿ ê³ëü-
êîñò³ íåêðîòè÷íèõ êë³òèí ïðè ä³¿ ËÒ Â4 òà Ñ4
çà íàÿâíîñò³ áëîêàòîð³â ë³ïîêñèãåíàç ÍÄÃÊ ³
ÊÊ, òîáòî ïðîÿâëÿëàñÿ ïðîíåêðîòè÷íà ä³ÿ ËÒ
(äèâ. òàáë.1). Ó äàíîìó äîñë³äæåíí³ âàæëè-
âèì áóëî òå, ùî îáèäâà ËÒ âèêëèêàëè çíà÷-

Ðèñ. 2. Óëüòðàñòðóêòóðà ìîíîøàðó ãåïàòîöèò³â ïðè
ä³¿ åêçîãåííèõ ëåéêîòðèºí³â Â4 òà Ñ4 â êîíöåíòðàö³¿
10-8 ìîëü/ë. à - íåóøêîäæåíèé ãåïàòîöèò (1) òà ïî-
÷àòêîâà ñòàä³ÿ íåêðîçó (2), á - ãåïàòîöèò íà ê³íöåâ³é
ñòàä³¿ íåêðîçó.
ß �ÿäðî, Ì-ì³òîõîíäð³¿, Â -âàêóîë³, ÏÌ-ïëàçìà-
òè÷íà ìåìáðàíà, ßì � ÿäåðíà ìåìáðàíà, Ð-ðîçðèâ
ÿäåðíî¿ ìåìáðàíè òà âèò³êàííÿ âì³ñòó ÿäðà.

íå çìåíøåííÿ àïîïòîçó, ³íäóêîâàíîãî áëîêà-
òîðàìè ë³ïîêñèãåíàç (äèâ. òàáë.1). Ñë³ä â³ä-
ì³òèòè, ùî åëåêòðîííî-ì³êðîñêîï³÷í³ äîñë³ä-
æåííÿ êóëüòóð ãåïàòîöèò³â, îáðîáëåíèõ áëî-
êàòîðàìè òà ËÒ, îêðåìî òà ñóì³ñíî, âèÿâèëè
êë³òèíè, â ÿêèõ îäíî÷àñíî ñïî-
ñòåð³ãàëèñü ÿê îçíàêè àïîïòîçó (êîíäåíñàö³ÿ
ÿäåðíîãî õðîìàòèíó, éîãî ðîçòàøóâàííÿ ïî
ïåðèôåð³¿ ÿäðà, çìåíøåííÿ òà çì³íè ôîðìè
ÿäðà), òàê ³ íåêðîçó (ïðîñâ³òëåííÿ öèòîïëàç-
ìè, íàáóõàííÿ ÌÒÕ òà ¿õ äåñòðóêö³ÿ, çíà÷íà

Âïëèâ åêçîãåííèõ ëåéêîòðèºí³â ³ áëîêàòîð³â ë³ïîêñèãåíàç

Òàáëèöÿ 2. Çì³íè ê³ëüêîñò³ æèâèõ òà íåêðîòè÷-
íèõ ãåïàòîöèò³â (%) ïðè ä³¿ åêçîãåííèõ ëåéêî-
òðèºí³â (ËÒ) Â4 òà Ñ4 ÷åðåç 1 ãîä ï³ñëÿ âïëèâó

(çà äàíèìè ïðèæèòòºâîãî ïîäâ³éíîãî çàáàðâëåííÿ)

  ²íòàêòí³ êë³òèíè 69,6±3,7 26,5±3,5

  ËÒ Â4 (10-8 ìîëü/ë) 63,4±5,8* 32,0±5,6*

  ËÒ Ñ4 (10-8 ìîëü/ë) 60,4±6,3** 35,8±5,9**

* Ð<0,05 - â³äíîñíî ³íòàêòíèõ êë³òèí;
** Ð<0,01 - â³äíîñíî ³íòàêòíèõ êë³òèí.
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âàêóîëÿðèçàö³ÿ, óøêîäæåííÿ ïëàçìàòè÷íî¿
ìåìáðàíè). Ö³ ñïîñòåðåæåííÿ ñâ³ä÷àòü íà êî-
ðèñòü íåùîäàâíî âèñëîâëåíî¿ êîíöåïö³¿ íå-
êðîàïîïòîçó, çã³äíî ç ÿêîþ íå ³ñíóº ÷³òêî
â³äîêðåìëåíèõ àïîïòîçó òà íåêðîçó, âîíè º
ïîëþñàìè, ì³æ ÿêèìè çíàõîäèòüñÿ øèðîêèé
ñïåêòð ïåðåõ³äíèõ ôîðì. Ñèãíàëè, ùî óø-
êîäæóþòü êë³òèíó, ïðèçâîäÿòü äî ¿¿ çàãèáåë³,
ÿêà, çàëåæíî â³ä ôóíêö³îíàëüíîãî ñòàíó êë³-
òèíè, à îñîáëèâî, â³ä çàáåçïå÷åíîñò³ åíåðã³ºþ,
ìîæå â³äáóâàòèñÿ òèì ÷è ³íøèì øëÿõîì [9].
Íàø³ ïîïåðåäí³ äîñë³äæåííÿ âñòàíîâèëè, ùî
ËÒ ïðèãí³÷óþòü àêòèâí³ñòü åëåêòðîíòðàíñïîð-
òíîãî ëàíöþãà ÌÒÕ, ï³ä ÷àñ ôóíêö³îíóâàí-
íÿ ÿêîãî óòâîðþºòüñÿ ÀÒÔ, à áëîêàòîðè ë³-
ïîêñèãåíàç ï³äâèùóþòü öþ àêòèâí³ñòü [1, 10].
Öå ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî âïëèâ ïðîäóêò³â ìå-
òàáîë³çìó ÀÊ íà çàãèáåëü ãåïàòîöèò³â ìîæå
áóòè îïîñåðåäêîâàíèé ÷åðåç ôóíêö³¿ ì³òî-
õîíäð³é.

Àíàë³ç îòðèìàíèõ ðåçóëüòàò³â äîçâîëÿº
çðîáèòè âèñíîâîê, ùî ë³ïîêñèãåíàçíèé øëÿõ
ìåòàáîë³çìó àðàõ³äîíîâî¿ êèñëîòè º âàæëè-
âèì ðåãóëÿòîðîì æèòòºçäàòíîñò³ òà çàãèáåë³
ãåïàòîöèò³â. Ë³ïîêñèãåíàçè òà ¿õ ïðîäóêòè
çìåíøóþòü àïîïòîç ãåïàòîöèò³â. Çá³ëüøåííÿ
ê³ëüêîñò³ ïðîäóêò³â ë³ïîêñèãåíàç, çîêðåìà ËÒ
Â4 òà Ñ4, ÿêå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ïðè áàãàòüîõ
óðàæåííÿõ ïå÷³íêè [6, 7], ìîæå çì³ñòèòè áà-
ëàíñ àïîïòè÷íî¿ òà íåêðîòè÷íî¿ çàãèáåë³ êë³òèí
â á³ê îñòàííüî¿.

G.M. Korniychuk, N.V. Makogon,
I.N. Alexeyeva, I.V. Lushnikova.

THE INFLUENCE OF EXOGENOUS
LEUKOTRIENES AND LIPOXYGENASE
INHIBITORS ON APOPTOSIS AND
NECROSIS IN RAT CULTURED
HEPATOCYTES.

Liver cell death by apoptosis and necrosis occurs upon
the liver injury. Lipoxygenase pathway of arachidonic
acid metabolism is known to regulate the viability
and apoptosis in some cell types, but its role in
hepatocyte cell death is not fully understood. We
studied the influence of leukotrienes (LT) and li-
poxygenase inhibitors on apoptosis and necrosis in
rat hepatocyte primary culture by double staining with

Hoechst 33342 and propidium iodide and electron
microscopy. Treatment with general lipoxygenase inhi-
bitor nordihydoguaiaretic acid and 5-lipoxygenase
inhibitor ñaffeic acid (2 . 10-5M) for 4 and 24 h indu-
ced hepatocyte apoptosis. LTB4 and LTC4 (10-8M)
decreased the number of living cells and increased the
number of necrotic cells. LTs exerted the same necrotic
effect on hepatocytes, treated with lipoxygenase inhi-
bitors. It is important that LTs decreased apoptosis
induced by inhibitors treatment. These data suggest
that lipoxygenase pathway of arachidonic acid meta-
bolism is important regulator of hepatocytes viability
and apoptosis The increase of lipoxygenase product
formation, in particular LTs, may diminish apoptosis
and increase necrosis in hepatocytes upon the liver
injury.

A.A. Bogomoletz Institute of Physiology, National
Academy of Science of Ukraine, Kiåv
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