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Характеристики квантового вивільнення глутамату 
та гамк у синапсах між кокультивованими  
гангліозними клітинами сітківки та нейронами 
superior colliculus

Були досліджені особливості вивільнення глутамату та ГАМК у синапсах кокультивованих ганглі-
озних клітин сітківки (ГКС) і нейронів superior colliculus (SC) за допомогою методу парної patch-
clamp-реєстрації. Використовуючи незалежні методи базового квантового аналізу були визначені 
квантові параметри вивільнення медіаторів та доведено, що розподіл кількості вивільнених квантів 
обох медіаторів відповідає біноміальному закону. Показано, що постсинаптичні струми (ПСС), які 
реєстрували в нейронах SC у відповідь на генерацію потенціалу дії в сомі ГКС, були опосередковані 
одночасним вивільненням щонайменше 2–14 квантів глутамату та 2 квантів ГАМК, що гарантує 
високу надійність передачі аферентних сигналів. Припускається, що багатоквантовий характер 
вивільнення медіаторів може бути пов’язаний зі збудженням декількох терміналей пресинаптичного 
аксона з однією активною зоною або однієї терміналі з декількома. 
Ключові слова: гангліозні клітини сітківки, нейрони superior colliculus, синаптична передача, про-
стий біноміальний розподіл, квантовий аналіз.

ВСТУП

Аксони гангліозних клітин сітківки (ГКС) 
формують зоровий тракт і забезпечують 
передачу інтегрованого в ній сигналу в суб-
кортикальні зорові центри. Проекції ГКС до 
superior colliculus (SC) відповідають першо-
му рівню передачі та обробки аферентних 
сигналів. Синаптична передача на цьому 
рівні є ключовим елементом в інтеграції та 
модуляції сенсорної інформації [4, 12, 16]. 
Однією з властивостей нейропередачі є флук-
туація амплітуд постсинаптичних відповідей 
одного синаптичного входу, яка відображає 
квантовий характер вивільнення відповідного 
нейротрансмітера. Попередні досліджен-
ня характеристик квантового вивільнення 
глутамату та ГАМК у синапсах між ГКС і 
нейронами SC проводилися in vitro на пара-
сагітальних зрізах SC [5, 8, 15,19]. При цьому 
викликані постсинаптичні струми (ПСС) 

реєструвалися в “наосліп” вибраних кліти-
нах у відповідь на електричну стимуляцію 
stratum opticum, оптичного пласту SC, який 
складається в основному з аксонів зорового 
тракту. Однак у зв’язку з необхідністю отри-
мати детальніші дані щодо функціональних 
характеристик специфічних синаптичних 
контактів між ГКС і нейронами SC виникло 
питання розробки зручнішого об’єкту до-
сліджень. У цій роботі ми використовували 
кокультуру дисоційованих клітин сітківки 
та нейронів SC, як адекватну in vitro модель 
для вивчення синаптичної передачі сигналів 
зорового тракту в підкірковий зоровий центр 
[1]. Клітини вищезгаданих популяцій були 
просторово розділені завдяки їх вихідному 
розміщенню в суміжних компартментах куль-
туральної камери. В процесі кокультивування 
аксони ГКС вільно утворювали синаптичні 
контакти з нейронами SC долаючи межу 
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розподілу. В такій системі значно полегшу-
ється ідентифікація клітин та стає можливим 
простежування проекції ГКС на нейрони SC. 

Метою нашої роботи було охарактери-
зувати особливості квантового вивільнення 
глутамату та ГАМК у синапсах кокультиво-
ваних ГКС і нейронів SC. 

МЕТОДИКА

Приготування кокультури та розчини. Кокуль-
тивування дисоційованих клітин сітківки та 
нейронів SC проводили згідно з розробленою 
нами методикою, яка була описана раніше [1]. 
Однодобових щурів лінії Вістар (обох ста-
тей) декапітували і виділяли та дисоціювали 
сітківку та верхні пласти SC (stratum griseum 
superficiale та stratum opticum). Суспензії 
нейронів обох типів, щільністю близько 104 

клітин/см2, кокультивували на покривному 
скельці в чашці Петрі в атмосфері повітряно-
газової суміші з підвищеним вмістом двооки-
су вуглецю (5 ± 0,5 % СО2) при температурі 
37 ± 0,5 0С та вологості не менше ніж 80 %.

В експеримент відбирали пари синаптич-
нозв’язаних ГКС і нейронів SC, які візуально 
ідентифікували за морфологічними особли-
востями цих популяцій клітин. Покривне 
скельце з кокультивованими нейронами 
розміщали в робочій камері, заповненій 
стандартним зовнішньоклітинним розчи-
ном такого складу (ммоль/л): NaCl – 140, 
KCl – 3, CaCl2 – 2, MgCl2 – 2, HEPES – 20, 
глюкоза – 10 (всі реактиви фірми “Sigma”, 
США); pH 7,4. Неможливим виявилося з 
використанням стандартного розчину з 
зовнішньоклітинною концентрацією Mg2+ 
2 ммоль/л виявити ПСС, опосередкований 
активацією тільки НМДА-рецепторів при під-
тримуваному потенціалі -70 мВ. Цей ефект 
пояснюється потеанціалзалежним блокуван-
ням НМДА-рецептор-канальних комплексів 
Mg2+ [10]. НМДА-рецепторопосередковані 
викликані та спонтанні збуджувальні ПСС 
реєстрували в безмагнієвому зовнішньоклі-
тинному середовищі при -70 мВ. Мініатюрні 

ПСС різної ергічності реєстрували в нейро-
нах SC в зовнішньоклітинному розчині, що 
містив 0,5 ммоль/л Са2+, 0 ммоль/л Mg2+  та 
1  мкмоль/л тетродотоксина, при наявності 
блокаторів НМДА- чи не-НМДА-ергічної 
нейропередачі DL-APV (20  мкмоль/л) або 
DNQX (20 мкмоль/л) відповідно. 

Patch-піпетки з внутрішнім діаметром кін-
чика 1–1,5 мкм були виготовленні з бороси-
лікатних скляних капілярів (“World Precision 
Instruments”, США). Внутрішньоклітинний 
розчин мав такий склад (ммоль/л): глюконат 
калію – 155, EGTA – 0,5, MgCl2 – 1, HEPES 
– 20 (всі реактиви фірми “Sigma”, США), pH 
7,4. Заповненні цим розчином піпетки мали 
опір 4–7 МОм .

В усіх експериментах концентрації іонів 
хлору для зовнішньо- та внутрішньоклітинно-
го розчинів становили 151–144 та 2 ммоль/л 
відповідно. За цих концентрацій при підтри-
муваному потенціалі хлорні постсинаптичні 
струми через канали ГАМКА-рецепторів мали 
вихідний напрямок та гіперполяризували 
мембрану нейронів, а струми через канали іо-
нотропних глутаматних рецепторів – вхідний 
напрямок і деполяризували. Таким чином, під 
час реєстрації ставало можливим візуально 
розрізняти збуджувальні та гальмівні пост-
синаптичні струми, що значно полегшувало 
аналіз експериментальних результатів.

Реєстрація та аналіз результатів. Відво-
дили трансмембранні струми та потенціали у 
парах ГКС і нейронів SC методом patch-clamp 
у конфігурації «ціла клітина» в режимах 
фіксації напруги/струму одночасно на пре- 
та постсинаптичній клітині. Пресинаптичну 
клітину – ГКС – утримували в режимі фік-
сації струму. ПД викликали деполяризуваль-
ними поштовхами струму тривалістю 5 мс, 
амплітудою 100–300 пА з частотою 0,5 Гц. 
Постсинаптичний нейрон SC утримували в 
режимі фіксації потенціалу на рівні -70 мВ 
та реєстрували викликані ПСС у відповідь на 
кожний пресинаптичний ПД. Метод парного 
patch-clamp дає змогу одночасно контролюва-
ти виникнення ПД на сомі ГКС і реєструвати 
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ПСС на сомі нейрона SC. Контроль якості 
фіксації потенціалу протягом експеримен-
ту здійснювали за допомогою моніторингу 
варіацій значень амплітуди струму витоку 
(Івит) та сталої часу ємнісного струму (τємн) 
у відповідь на короткий (10  мс) гіперполя-
ризувальний прямокутний стимул невеликої 
амплітуди (-10  мВ). Отримані результати 
аналізували лише в тому разі, якщо варіації 
значень τємн та  Івит не перевищували 20 %. 
Експерименти проводили при 19–24 оС.

Викликані ПСС мали синаптичну за-
тримку в діапазоні 2,1–5,1 мс. Такі значення 
синаптичної затримки та температурний 
режим протягом експерименту дали змогу 
визначити викликані ПСС як моносинаптичні 
[7, 14]. Автоматичний пошук спонтанних і 
мініатюрних ПСС, вимірювання амплітуди, 
часу наростання та постійної часу спаду мо-
ноекспоненційної апроксимації проводили за 
допомогою програмного пакету Clamfit 9.0 
(“Axon Instruments”, США). Час наростання 
та постійна часу спаду струмів були розрахо-
вані в проміжку від 10 до 90 % висхідної та 
спадаючої частини кривої струму відповідно. 
Гістограми розподілів та їх апроксимацію бу-
дували за допомогою автоматичних функцій 
програмного пакету Origin 8.5 Pro (“OriginLab 
Corporation”, США).

Квантовий аналіз ПСС. Основними пара-
метрами базової квантової теорії вивільнен-
ня нейромедіатора [6, 9, 13] є: q – значення 
ПСС, що еквівалентне одиничній квантовій 
події (вивільненню одного кванта медіатора); 
m – середній квантовий вміст (середня кіль-
кість квантів медіатора, що вивільняються 
у відповідь на поодинокий пресинаптичний 
імпульс). Ми застосували два незалежних 
методи базового квантового аналізу: метод 
“мініатюр” і гістограмний [17]. Перший 
метод, який часто називають “прямим”, ба-
зується на припущенні про те, що амплітуда 
мініатюрного спонтанного ПСС ідентична 
постсинаптичній відповіді на одиничну 
квантову подію: . Cередній квантовий 
вміст розраховується за формулою: , 

де Iсер – середня амплітуда викликаних ПСС. 
Гістограмний метод базується на припущенні 
про те, що амплітуда ПСС квантована, тобто 
пропорційна кількості квантів вивільненого 
нейромедіатора. За умов суттєвої кількості 
реєстрацій, гістограми амплітудного розпо-
ділу мають полімодальний вид з чітко вира-
женими рівновіддаленими піками. Середній 
інтервал між ними приймали тотожним 
постсинаптичний відповіді на одиничну 
квантову подію. У синапсах ЦНС імовірність 
вивільнення медіатора досить висока, тому 
для адекватного квантового аналізу ми вико-
ристовували просту біноміальну статистику. 
Ймовірність спостереження певної кількості 
квантовий одиниць (х) в одній реєстрації 
ППС є постійною: 

                                                          , 
де n – загальна кількість квантів, що можуть 
вивільнятися на пресинаптичний ПД, p – 
ймовірність вивільнення окремих квантів. 
Згідно з простою біноміальною моделлю 
середній квантовий вміст розраховується за 
формулою: m = n . p. 

Критерієм придатності біноміальної ста-
тистики для аналізу експериментальних ре-
зультатів є відповідність значень квантового 
вмісту, розрахованих за допомогою першого 
та другого методів.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Нами було досліджено 33 синаптичнозв’язані 
пари ГКС і нейронів SC в інтервалі від 10 
до 28 діб кокультивування. Збуджувальна 
синаптична передача була опосередкована 
пресинаптичним вивільненням глутамату з 
наступною активацією тільки НМДА-рецеп-
торів (13 пар нейронів) і неНМДА-рецепторів 
(14 пар нейронів) на постсинаптичній мем-
брані. Гальмівна синаптична передача була 
асоційована з пресинаптичним вивільнен-
ням ГАМК та активацією постсинаптичних 
ГАКМА-рецепторів (6 пар нейронів). Кінетич-
ні характеристики та фармакологічні власти-сер

Г.В. Думанська, О.В. Рихальський, М.С. Веселовський
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вості викликаних ПСС між ГКС і нейронами 
SC були описані нами раніше [1]. Критерієм 
відбору НМДА-, неНМДА- та ГАМКА-реце-
торопосередкованих ПСС для подальшого 
квантового аналізу була ідентичність кіне-
тичних характеристик наростання та спаду 
даним, наведеним у попередній публікації.

Квантові характеристики збуджувальних 
і гальмівних ПСС. Розподіли амплітуд НМ-
ДА-рецепторопосередкованих мініатюрних 
ПСС були унімодальними, добре описувалися 
кривою розподілу Гауса з модою в Аmin = 
-7,6±1,8 пА (n=4; рис. 1,а). Це значення серед-
ньої амплітуди мініатюрних ПСС відображає 
постсинаптичний ефект на вивільнення одно-
го кванта глутамата. Гістограми амплітудних 
розподілів НМДА-рецепторопосередкованих 
спонтанних ПСС були полімодальними та 
характеризувалися наявністю 2–5 піків, 
кожний з яких добре апроксимувався кривою 
розподілу Гауса (див. рис. 1,б). Відстань 

між модами відображає амплітуду реакції 
постсинаптичних НМДА-рецепторів на ви-
вільнення одного кванта глутамату. В усіх 
отриманих розподілах відстань між модами 
була -9,9±1,3 пА (n=5). Амплітуди НМДА-ре-
цепторопосередкованих викликаних ПСС, які 
були відведені від нейронів SC у відповідь 
на генерацію ПД у ГКС, варіювали від -14 
до -70 пА. Гістограми розподілу амплітуд 
цих викликаних ПСС були полімодальними 
з чітко вираженими рівновіддаленими піка-
ми і добре апроксимувалися суперпозицією 
кривих розподілу Гауса відносно кожного 
піку (див. рис. 1,в). Кількість явних мод у 
полімодальних розподілах варіювалася від 
2 до 5 для різних нейронів SC. Відстань між 
модами в середньому становила -9,6±1,0 пА 
(n=12) при -70 мВ. 

Аналогічний аналіз неНМДА-рецептор
опосередкованих ПСС дав такі результати: 
середня амплітуда мініатюрного ПСС стано-

Рис. 1. Амплітудний розподіл НМДА-рецепторопосередкованих збуджувальних постсинаптичних струмів (ПСС): а, б, 
в – гістограми розподілу амплітуд мініатюрних, спонтанних та викликаних ПСС відповідно, які апроксимовані різною 
кількістю кривих розподілу Гауса. Зверху наведені записи реєстрацій відповідних струмів
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вила Аmin = -9,5±1,7 пА (n=4; рис. 2,а), а від-
стань між модами в амплітудних розподілах 
спонтанних і викликаних ПСС була -10,2±1,1 
пА (n=4) та –10,2±1,8 пА (n=13) відповідно 
(див. рис. 2,б,в).

Аналіз ГАМКА-рецепторопосередкованих 
ПСС показав, що середня амплітуда мініа-
тюрного ПСС становила Аmin = 11,7±1,7 пА 
(n=3; рис. 3,а), а відстань між модами в амп-
літудних розподілах спонтанних і викликаних 
ПСС була 12,0±2,4 пА (n=4) та 12,0±1,7 пА 
(n=6) відповідно (див. рис. 3,б,в).

Використовуючи Т-тест рівності (нерівності) 
середніх у разі нерівних дисперсій, ми виявили, 
що середні значення НМДА-, неНМДА-, ГАМ-
КА-рецепторопосередкованих ПСС на вивіль-
нення одного кванта відповідного медіатора, 
розраховані за допомогою двох незалежних 
методів, при Р = 0,05 достовірно не відрізнялися.

Квантовий аналіз збуджувальних і галь-
мівних ПСС. Значення кожної окремої кван-

тової події були описані розподілом Гауса. 
Кількість синаптичних подій, що відповідає 
вивільненню будь-якої певної кількості кван-
тів, визначали як кількість подій у діапазоні 
амплітуд, охоплених описаною кривою роз-
поділу Гауса. Зіставлення експериментально 
визначених кількостей синаптичних подій з 
величинами, отриманими при описані резуль-
татів (див. рис. 1,в, 2,в, 3,в) простим біномі-
альним законом представлено на рис 4,а,І; 
а,ІІ; а,ІІІ відповідно. Слід звернути увагу на 
те, що в умовах пресинаптичної генерації ПД 
не спостерігалося вивільнення одного кванта 
нейромедіатора. Таким чином, можна припу-
стити, що амплітуда викликаних ПСС у збу-
джувальних і гальмівних синапсах нейронів 
SC зумовлюється вивільненням, як мінімум, 
одночасно від 2 до 14 квантів нейромедіатора 
у всіх загалом активних зонах (АЗ) однієї чи 
декількох пресинаптичних терміналей ГКС. 
Результати деяких досліджень показали, що 

Рис. 2. Амплітудний розподіл неНМДА-рецепторопосередкованих збуджувальних постсинаптичних струмів (ПСС): а, б, 
в – гістограми розподілу амплітуд мініатюрних, спонтанних та викликаних ПСС відповідно, які апроксимовані різною 
кількістю кривих розподілу Гауса. Зверху наведені записи реєстрацій відповідних струмів
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одиночна синаптична терміналь не завжди 
має тільки одну АЗ в окремій терміналі [2]. 
Також іншими авторами була проведена 
статистична оцінка кількості АЗ за даними 
електронної мікроскопії, яка підтверджує 
наявність декількох сайтів вивільнення ней-
ромедіатора в синапсах [3]. Не виключено, 
що в нашому випадку, могли брати участь 
декілька, близько розташованих, терміналей 
з однією АЗ у кожній чи одна терміналь з 
декількома. Обидва припущення підтверджу-
ються ультраструктурними даними про наяв-
ність двох типів синаптичних терміналей між 
ГКС і нейронами SC [11, 18]. Терміналі пер-
шого типу або “синаптичні острівки” являють 
собою згрупованість великої кількості малих 
за розмірами синапсів і спостерігаються в 
верхніх пластах stratum griseum superficiale 
та stratum opticum SC. Терміналі другого типу 
характеризуються значними розмірами та 
наявністю декількох активних зон і спосте-

рігаються в нижніх пластах stratum griseum 
superficiale та stratum opticum SC.

Квантовий вміст для досліджуваних пар 
ГКС і нейронів SC був розрахований неза-
лежно за допомогою методу “мініатюр” та 
гістограмного, які були описані вище. Гра-
фічно представлена залежність отриманих 
значень для НМДА-, неНМДА- та ГАМКА-ре-
цептор-опосередкованих ПСС добре апрокси-
мувалася лінійною функцією з нахилом 45° 
та коефіцієнтом кореляції 0,99, 0,99 і 0,98 
відповідно (див. рис. 4,б,І; б,ІІ; б,ІІІ). Висока 
ступінь кореляції підтверджує придатність 
початкового припущення про значення кван-
тової події та біноміального закону розподілу 
для опису експериментальних результатів.

Таким чином, за допомогою методу пар-
ної patch-clamp-реєстрації, нами були дослі-
джені особливості вивільнення глутамату та 
ГАМК у синапсах кокультивованих ГКС і ней-
ронів SC. Використовуючи незалежні методи 

Рис. 3. Амплітудний розподіл ГАМКА-рецепторопосередкованих гальмівних постсинаптичних струмів (ПСС): а, б, в – 
гістограми розподілу амплітуд ПСС мініатюрних, спонтанних та викликаних ПСС відповідно, які апроксимовані різною 
кількістю кривих розподілу Гауса. Зверху наведені записи реєстрацій відповідних струмів
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Рис. 4. Застосування простої біноміальної статистики для описання та перевірки ймовірності вивільнення глутамату 
та ГАМК у синапсах кокультивованих ГКС і нейронів SC. а – розподіли кількості синаптичних подій, які відповідають 
вивільненню різного числа квантів: I, II, III – розподіли, побудовані на основі гістограм, представлених на рис. 1,в; 2,в; 
3,в відповідно. Білі стовпчики відповідають експериментальним результатам, заштриховані – значенням, отриманим 
при ъх описанні біноміальним розподілом. б: 1, 2,3 – графіки лінійної кореляції, які відображають відповідність значень 
квантового вмісту mm та mh для НМДА (n=12), неНМДА (n=13) та ГАМКА-(n=6) рецепторопосередкованої синаптичної 
передачі відповідно, де mm – середній квантовий вміст, розрахований за допомогою методу “мініатюр”, mh – середній 
квантовий вміст, розрахований за допомогою гістограмного методу
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базового квантового аналізу були визначені  
квантові параметри вивільнення медіаторів та 
доведено, що розподіл кількості вивільнених 
квантів обох медіаторів відповідає біноміаль-
ному закону. Показано, що ПСС, які виникали 
в нейронів SC у відповідь на генерацію ПД у 
сомі ГКС, були опосередковані одночасним 
вивільненням щонайменше 2-14 квантів глу-
тамату та 2 квантів ГАМК, що гарантує висо-
ку надійність передачі аферентних сигналів. 
Припускається, що багатоквантовий характер 
вивільнення медіаторів може бути пов’язаний 
зі збудженням декількох терміналей преси-
наптичного аксона з однією активною зоною 
або однієї терміналі з декількома. Обидва 
припущення підтверджуються ультраструк-
турними результатами про наявність двох 

типів синаптичних терміналей між ГКС і 
нейронами SC.

А.В. Думанская, О.В. Рихальский, 
Н.С.Веселовский 

ХАРАКТЕРИСТИКИ КВАНТОВОГО  
ВЫСВОБОЖДЕНИЯ ГЛУТАМАТА И ГАМК 
В СИНАПСАХ МЕЖДУ КОКУЛЬТИВИРО-
ВАННЫМИ ГАНГЛИОЗНЫМИ КЛЕТКАМИ 
СЕТЧАТКИ И НЕЙРОНАМИ SUPERIOR 
COLLICULUS

Нами были исследованы особенности квантового высвобо-
ждения глутамата и ГАМК в синапсах кокультивируемых 
ганглиозных клеток сетчатки (ГКС) и нейронов superior 
colliculus (SC) с помощью метода парной patch-clamp-
реестрации. С использованием независимых методов 
базового квантового анализа доказано, что распределение 
количества высвобождаемых квантов обоих медиаторов 

Г.В. Думанська, О.В. Рихальський, М.С. Веселовський
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соответствует биномиальному закону. Показано, что 
постсинаптические токи (ПСТ), возникающие в нейро-
нах SC в ответ на генерацию потенциала действия в соме 
ГКС были опосредованы одновременным выбросом как 
минимум от 2 до 14 квантов глутамата и 2 квантов ГАМК, 
что гарантирует высокую надежность передачи аффе-
рентных сигналов. Предполагается, что многоквантовый 
характер высвобождения медиаторов может быть связан 
с одновременным возбуждением нескольких терминалей 
пресинаптического аксона с одной активной зоной или 
одной терминали с несколькими. 
Ключевые слова: ганглиозные клетки сетчатки, нейроны 
superior colliculus, синаптическая передача, простое бино-
миальное распределение, квантовый анализ.

G. V. Dumanska, O. V. Rikhalsky, N. S. Veselovsky

CHARACTERISTICS OF QUANTAL RELEASE 
OF GLUTAMATE AND GABA IN SYNAPSES 
BETWEEN RETINAL GANGLION CELLS  
AND SUPERIOR COLLICULUS NEURONS  
IN COCULTURE

We investigated features of quantal release of glutamate and 
GABA in synapses between retinal ganglion cells (RGC) 
and superior colliculus (SC) neurons in coculture using dual 
patch-clamp technique. The main quantal characteristics of 
neurotransmitters release were defined on the basic of quantal 
analysis. Number of released quanta distributions for both 
neurotransmitters were corresponded to the binomial law. It 
was shown that evoked postsynaptic currents (PSC) in SC 
neurons as response to generation of action potential (AP) in 
RGC were mediated by simultaneous release at least from 2 to 
14 quanta of glutamate and 2 quanta of GABA. Thereby high 
efficacy of excitatory and inhibitory signals transmission is 
guaranteed in retinocollicular projections. It is supposed that 
multiquantal character of the neurotransmitters release can be 
related to simultaneous involvement of several closely adjacent 
excited terminals, each of which possesses one active zone, or 
by one terminal with several. 

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology National Academy 
of Science of Ukraine, Kyiv
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Морфофункціональний стан репродуктивної  
системи щурів у період старіння  
за умов застосування наноцерію

Досліджено вплив 1 або 100 мг/кг нанокристалічного діоксиду церію (НДЦ) на морфофункціональний 
стан органів репродуктивної системи у старіючих самців щурів. Встановлено стимулювальний вплив 
низької дози НДЦ (1 мг/кг) на гормональну функцію сім’яників і сперматогенез. Показано, що в основі 
цієї дії НДЦ лежить активація гормонпродукуючих клітин Лейдига сім’яників, а також секреторних 
і проліферативних процесів у передміхуровій залозі старіючих самців щурів. Застосування НДЦ у 
дозі 100 мг/кг не спричиняло суттєвого впливу на досліджувані показники морфофункціонального 
стану репродуктивної системи.
Ключові слова: нанокристалічний діоксид церію, сім’яники, передміхурова залоза, самці щурів, 
старіння.
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вступ

Нанотехнології відкрили нові і перспективні 
напрями в сучасній біології та медицині. Ба-
зову позицію в них займають нанокристалічні 
матеріали, до яких відносяться і наноматеріа-
ли на основі діоксиду церію (НДЦ). Нині 
накопичений значний експериментальний 
матеріал, який свідчить про високу біологіч-
ну активність НДЦ і розкриває потенційну 
можливість його використання для розробки 
і застосування нанокомпозицій, здатних акти-
вувати системи клітинного та гуморального 
імунного захисту, профілактики і терапії 
вірусних захворювань, а також для підви-
щення ефективності лікування злоякісних 
новоутворень [2, 4, 5]. Показано, що НДЦ має 
високу антиоксидантну активність, він здійс-
нює нейротрофічну і нейропротекторну дію, 
підвищує життєздатність клітин головного 
мозку (астроцити, нейрони, мікрогліальні 
клітини та олігодендроцити), збільшує три-
валість життя мікро- та макроорганізмів [1, 
6–9, 11, 12]. Разом з тим свідчення про дію 

НДЦ на репродуктивні процеси в період 
старіння вкрай обмежені. Є повідомлення про 
його вплив на мейотичне дозрівання ооцитів 
і фолікулогенез в яєчниках старіючих мишей 
[13]. У наших попередніх дослідженнях було 
показано, що введення НДЦ спричиняє деякі 
зміни функціональної активності репродук-
тивної системи у старіючих самців щурів [3]. 
Останні залежать від морфофункціонального 
стану органів статевої системи, проте такі 
відомості стосовно НДЦ відсутні. У зв’язку 
з цим метою нашої роботи було вивчити гор-
мональну функцію та проаналізувати особли-
вості морфологічної будови органів статевої 
системи у старіючих самців щурів за умов 
застосування високих і низьких доз НДЦ. 

Методика 

Експерименти проведено на 29 щурах Вістар 
віком 18 міс, масою тіла 380–440 г. Тварин 
утримували у стандартних умовах віварію 
при природному освітленні та раціоні. Роботу 
виконано з дотриманням вимог Європейської 
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конвенції із захисту хребетних тварин, яких 
використовують для експериментальних та 
інших наукових цілей. 

Цитратний золь НДЦ, що містив частинки 
СеО2 розміром 2–3 нм, отримували як опи-
сано раніше [3]. Золь різної концентрації (1 
або 100 ммоль/л) вводили в дозі 1 або 100 мг/
кг самцям щурів (по 6 тварин у кожній групі) 
через металевий зонд у шлунок щодобово 
впродовж 10 діб. Щурів швидко декапіту-
вали під легким ефірним наркозом через 24 
год після останнього введення препарату. 
Контрольні тварини отримували розчинник 
препарату (n=7).

Для морфологічних досліджень відбирали 
зразки тканин сім’яників і передміхурової 
залози, які фіксували в рідині Буена. Зрізи 
завтовшки 5-6 мкм фарбували гематоксилі-
ном Бемера та еозином. Гістологічні препа-
рати вивчали на світлооптичному мікроскопі 
Leika DME. 

У змивах епідидимісів визначали кіль-
кість сперматозоїдів і аналізували їх морфо-
логічну будову. Для оцінки запліднювальної 
здатності частину старіючих самців кон-
трольної та дослідної груп (по 5 тварин у 
кожній групі) парували з молодими самицями 
статевозрілого віку у співвідношенні 1:2. У 
потомства вивчали показники соматичного 
розвитку та статевого дозрівання.

Вміст тестостерону в плазмі крові визна-
чали радіоімунологічним методом з викорис-
танням набору реагентів “RIA Testosterone 
direct” (“Immunotech”, Франція). Вірогідність 
різниці розраховували за критерієм t Стью-
дента. 

Результати та їх обговорення

Відомо, що процес старіння організму супро-
воджується інволюційними змінами органів 
статевої системи і зниженням їх гормональної 
активності. З цим узгоджуються результати 
наших досліджень. Показано, що у старію-
чих самців щурів контрольної групи вміст 
тестостерону в плазмі крові відповідав ві-

ковій нормі і становив 2,64 ± 0,40 нмоль/л, 
що приблизно вдвічі менше, ніж у молодих 
статевозрілих тварин (діапазон коливання 
вмісту гормону від 5 до 6 нмоль/л). Після 
10-добового перорального застосування НДЦ 
у дозі 1 мг/кг вміст тестостерону в плазмі 
крові вірогідно підвищувався (Р<0,05), проте 
за умов введення більш високої дози НДЦ 
(100 мг/кг) – суттєво не змінювався порівняно 
з контролем (рис. 1).

Одним із інформативних показників для 
морфологічної оцінки гормональної функції 
репродуктивної системи є активність гор-
монпродукуючих клітин Лейдига сім’яників. 
Проведені гістологічні дослідження показа-
ли, що морфологічна будова сім’яників ста-
ріючих самців контрольної групи відповідала 
загальній картині їх вікових змін (рис. 2, а). 
Кількість активованих клітин Лейдига значно 
зменшувалася, що свідчить про зниження 
секреторної активності сім’яників. Більшість 
клітин Лейдига мала середнього об’єму цито-
плазму, нерідко густу. Вакуолізованою вона 
була лише в частині клітин. Ядра клітин Лей-
дига були овальної форми, дещо гіперхромні. 

При введенні низької дози НДЦ (1 мг/
кг) характерною була наявність певних змін, 

Рис. 1. Вміст тестостерону в плазмі крові старіючих 
самців: 1 – контроль, 2, 3 – нанокристалічний діоксид 
церію в дозі 1 і 100 мг/кг відповідно. *Р<0,05 порівняно 
з контролем
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а саме збільшення кількості активованих 
гормонпродукуючих клітин Лейдига (див. 
рис. 2,б). Цілком імовірно, що це є найбільш 
вірогідною причиною підвищення гормо-
нальної активності сім’яників і, як результат, 
зростання вмісту тестостерону в плазмі крові 
(див. рис. 1). Про активацію клітин Лейдига 
свідчить наявність більших за об’ємом нор-
мохромних ядер з чітким ядерцем. Цитоплаз-
ма їх також мала більший об’єм, часто була 
вакуолізованою по периферії. 

Слід зазначити, що у разі дії НДЦ в дозі 
100 мг/кг, активованих клітин Лейдига було 
значно менше, а їх дегенеративні зміни більш 
виражені, ніж у тварин, що отримували низь-
ку дозу НДЦ (див. рис. 2, в). У цілому за умов 
введення високої дози НДЦ спостерігалися 
такі самі вікові зміни клітин Лейдига, як і в 
контролі. 

Беручи до уваги тісний функціональний 
зв’язок між сім’яниками і передміхуровою 
залозою, ми визнали доцільним дослідити 
гістологічну будову останньої. У щурів кон-
трольної групи стан вентральної частки пе-
редміхурової залози можна охарактеризувати 
як гіпофункціональний, що відповідає віковій 
нормі (рис. 3, а, б). У багатьох центрально 
розташованих ацинусах, які мали підвище-
но звивисту форму, епітелій був плаский, 
атрофічний. Частина прошарків сполучної 
тканини між ацинусами була розширена, 
мала ознаки набряку строми. В них знаходили 
активовані тканинні базофіли, лейкоцити та 
гістіоцитарні клітини. 

Під впливом НДЦ у дозі 1 мг/кг у перед-
міхуровій залозі старіючих щурів спостері-
галась активація секреторних і проліфера-
тивних процесів. Про це свідчить різке зро-
стання базофільної зернистості цитоплазми 
у перинуклеарній та апікальній частинах 
епітеліальних клітин і збільшення кількості 
рибосом і полісом, а також наявність у шарі 
епітелію клітин на різних стадіях мітотично-
го поділу (див. рис. 3, в, г). Це цілком узгод-
жується з даними про вірогідне збільшення 
відносної маси передміхурової залози (135,6 

Рис. 2. Мікрофотографії острівців клітин Лейдига в ін-
терстиціальному просторі сім’яників старіючих щурів: 
а – контроль; б, в – нанокристалічний діоксид церію в 
дозі 1 і 100 мг/кг відповідно. Стрілка – клітина Лейдига 
з масивною цитоплазмою в острівці. Фарбування гема-
токсилін-еозин. Об. ×40
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Рис. 3. Мікрофотографії тканин вентральної частки передміхурової залози старіючих щурів: а – контроль (загальний 
вигляд), б – контроль (гіперхромні ядра в частині епітеліальних клітин та набряк строми); в – нанокристалічний діоксид 
церію в дозі 1 мг/кг (загальний вигляд), г – нанокристалічний діоксид церію в дозі 1 мг/кг (високий циліндричний епітелій 
з великою кількістю базофільної зернистості у перинуклеарній ділянці); д – нанокристалічний діоксид церію в дозі 100 
мг/кг (загальний вигляд), є – нанокристалічний діоксид церію в дозі 100 мг/кг(плаский і низький циліндричний епітелій 
в ацинусах та утворення простатичних конкрементів). Фарбування гематоксилін-еозин. а, в, д – Об. ×4; б, г, є – Об. ×40
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± 6,0 мг/100 г) відносно контролю (107,2 ± 
10,6 мг/100 г; Р<0,05).

У разі введення високої дози НДЦ зміни 
у будові передміхурової залози були менш 
виражені, ніж у дослідних тварин, які отри-
мували низьку дозу. Проте й мали свої осо-
бливості, які характеризувались активацією 
як секреторних, так і атрофічних процесів у 
епітелії та стромі органа (див. рис. 3, д,є). Це 
може свідчити як про меншу ефективність 
застосованої дози препарату, так і про при-
гнічення функціональної активності перед-
міхурової залози після короткого етапу її ак-
тивації. В частині залоз епітелій був високий 
циліндричний, проте його висота, кількість 
папілярних виростів і їх розміри були менші, 
ніж у дослідних тварин, що отримували НДЦ 
в дозі 1 мг/кг. У багатьох ацинусах епітелій 
був плаский, атрофічний. Зрідка знаходили 
клітини на різних етапах мітотичного поділу, 
частина мітозів були патологічними. Частіше 
виявляли простатичні конкременти в ацину-
сах та спостерігали їх утворення внаслідок 
відщеплення фрагментів цитоплазми та деск-
вамації епітеліальних клітин. Набряк строми 
та активація тканинних базофілів були вира-
жені сильніше, ніж у контрольних і дослідних 
тварин за умов введення низької дози НДЦ. 

При дослідженні сперматогенної функ-
ції сім’яників слід відмітити, що кількість 
сперматозоїдів у змивах епідидимісів після 
10-добового застосування НДЦ у дозі 1мг/
кг вірогідно збільшувалася (Р<0,05), а в дозі 
100 мг/кг мала тенденцію до підвищення у 
порівнянні з контролем (рис. 4).

Варто зазначити, що у тварин контроль-
ної групи переважна частина сперматозоїдів 
(93,9 %) мали нормальну будову, тоді як у 
дослідних тварин таких було дещо менше 
(в середньому 87,4 %). Основна частина по-
рушень будови сперматозоїдів у старіючих 
самців після застосування НДЦ, торкалася 
підвищеної “м’якості” їх хвостового відділу, 
що характерно для незрілих сперматозоїдів і 
може призводити до зниження їх рухливості 
та порушення процесу запліднення. Поява 

незрілих сперматозоїдів у дослідних тварин, 
цілком імовірно, може бути пов’язана з по-
силенням гормональної стимуляції сперма-
тогенезу, що призводить до прискорення їх 
виходу з сім’яника в епідидиміс [10].  

Дослідження запліднювальної здатно-
сті показало, що при паруванні старіючих 
самців, які отримували НДЦ у дозі 1 мг/
кг, з інтактними самицями статевозрілого 
віку, при досить високому рівні осіменіння, 
індекс вагітності був майже удвічі менший, 
ніж у контролі (таблиця). Можна припустити, 
що послаблення запліднювальної здатності 
старіючих самців дослідної групи зумовлено 
наявністю незрілих сперматозоїдів. 

Слід зазначити, що в разі наявності вагітно-
сті у самиць дослідної групи тривалість її була 
в межах норми і становила 22 доби. Щуренята 
народжувалися живими, смертність їх у перші 
2 тиж була відсутня. Зовнішній огляд не виявив 
відхилень у соматичному їх розвитку. Цікаво 
відмітити той факт, що середня кількість щу-
ренят у приплоді в розрахунку на одну самицю 
була удвічі більшою порівняно з контрольною 
групою, при цьому серед потомків старіючих 
самців як контрольної, так і дослідної груп 
превалювали самці (див. таблицю). Причини 

Рис. 4. Вміст сперматозоїдів у епідидимісі старіючих 
самців: 1 – контроль, 2, 3 – нанокристалічний діоксид 
церію в дозі 1 і 100 мг/кг відповідно. *Р<0,05 порівняно 
з контролем 

100

0
3

млн/мл

21

*

50

Н.Д. Носенко, Н.М. Жолобак, Л.І. Полякова, П.В. Сініцин, А.А. Лимарєва, О.Б. Щербаков, М.Я. Співак, О.Г. Резніков



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 116

цього явища потребують спеціального вив-
чення. Подальші спостереження показали, що 
у потомків старіючих самців дослідної групи 
основні параметри статевого розвитку – опу-
скання сім’яників у самців (34,4 ± 1,6 діб) та 
відкриття піхви у самиць (43, 9 ± 0,3 діб) – не 
відрізнялися від контрольних значень (35,8 
±0,7 та 42,8 ±0,3 діб відповідно). 

Таким чином, отримані результати свід-
чать про стимулювальний вплив низької дози 
НДЦ (1 мг/кг) на гормональну функцію та 
сперматогенез сім’яників старіючих самців 
щурів. Є підстави вважати, що в основі цієї 
дії НДЦ лежить активація гормонпродуку-
ючих клітин Лейдига сім’яників, а також 
секреторних і проліферативних процесів у 
передміхуровій залозі. Цілком імовірно, що 
зазначені зміни можуть говорити про певне 
напруження структурно-функціональних 
резервів репродуктивної системи старію-
чих самців під впливом НДЦ і насамперед 
пов’язані зі стимуляцією біосинтетичних 
процесів. Проте механізм цього феномену 
потребує подальшого вивчення. 

Н.Д. Носенко, Н.М.Жолобак, Л.И. Полякова, 
П.В. Синицын, А.А. Лимарева, А.Б. Щербаков, 
Н.Я. Спивак, А.Г. Резников

морфофункциональное состояние 
репродуктивной системы крыс В 
ПЕРИОД СТАРЕНИЯ при применении 
наноцерия

Исследовано влияние нанокристаллического диоксида 
церия (НДЦ, 1 и 100 мг/кг, перорально, ежедневно в тече-
ние 10 сут) на морфофункциональное состояние органов 
половой системы у стареющих самцов крыс. Установлено 
стимулирующее действие низкой дозы НДЦ (1 мг/кг) на 
гормональную функцию семенников и сперматогенез. 

Показано, что в основе этого действия НДЦ лежит акти-
вация гормонпродуцирующих клеток Лейдига семенников, 
а также секреторных и пролиферативных процессов в 
предстательной железе стареющих самцов крыс. Введение 
НДЦ в дозе 100 мг/кг не оказало существенного влияния 
на исследуемые показатели морфофункционального со-
стояния репродуктивной системы.
Ключевые слова: нанокристаллический диоксид церия, 
семенники, предстательная железа, самцы крыс, старение.
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N.Ya. Spivak, A.G. Reznikov

MORPHOFUNCTIONAL STATE OF 
REPRODUCTIVE SYSTEM OF AGEING MALE 
RATS IN CASE OF USE OF NANOCERIUM

The influence of nanocrystalline cerium dioxide (NCD, 1 and 
100 mg/kg per os daily for 10 days) on morphofuctional state 
of reproductive system was investigated in ageing male rats. 
It has been established that activation of hormone-producing 
testicular leydig’s cells, as well as of secretory and prolifera-
tive processes in prostate, underlies the stimulating effect of 
NCD at a dose 1 mg/kg on hormonal function of testis and 
spermatogenesis of ageing male rats. NCD used at a dose 
100 mg/kg had no significant effect on the assessed indices 
of morphofuctional state of reproductive system. 
Key words: nanocrystalline cerium dioxide, testes, prostate, 
male rats, ageing.
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О.С. Панасюк, А.М. Шиш, О.О.Мойбенко

Вплив ω-3 поліненасичених жирних кислот  
на показники функціонування мітохондрій міокарда 
при ізопротереноліндукованому пошкодженні серця

Досліджували вплив ω-3 поліненасичених жирних кислот (ω-3 ПНЖК – препарат «Епадол» 0,1 
мг/100 г маси тіла протягом 4 тиж) на функціонування мітохондрій міокарда щурів при ізопроте-
реноліндукованому пошкодженні міокарда (ізопротеренол у дозі 60 мг/кг вводили двічі підшкірно 
через добу). Показано, що ізопротереноліндуковане ураження міокарда призводить до порушення 
дихання ізольованих мітохондрій за умов окиснення сукцинату. Встановлено, що застосування 
ω-3 ПНЖК вірогідно відновлює дихання мітохондрій: швидкість дихання, стимульована АДФ (V3) 
зростає на 70,12 %, швидкість фосфорилювання в стані відносного спокою (V2) – на 39,87 % та ди-
хального контролю на 45,19 % порівняно з експериментальною групою. Також виявлено їх здатність 
зменшувати набухання мітохондрій (на 60 %) у середовищі без додавання іонів кальцію порівняно 
зі щурами, яким вводили підшкірно розчин ізопротеренолу. Результати досліджень свідчать, що 
застосування ω-3 ПНЖК зменшує порушення функції мітохондрій серця при ізопротереноліндуко-
ваному його пошкодженні.
Ключові слова: мітохондрії, ω-3 поліненасичені жирні кислоти, ізопротеренол.

©  О.С. Панасюк, А.М. Шиш, О.О.Мойбенко

ВСТУП

Для дослідження патогенезу інфаркту міо-
карда (ІМ) досить широко використовується 
модель ізопротеренолового пошкодження, 
оскільки патофізіологічні зміни, які відбува-
ються в серці за цих умов, значною мірою 
відтворюють процеси, що відбуваються при 
відповідному захворюванні людини [15].

У механізмі ізопротеренолового пош-
кодження важливе значення відводиться 
порушенню функціонування дихального 
ланцюга мітохондрій кардіоміоцитів і зни-
женню концентрації в них макроергічних 
фосфорних сполук. Найбільш чутливою до 
пошкоджувальної дії є їх внутрішня мембра-
на. Залучення мітохондрій кардіоміоцитів 
у патологічний процес може бути частково 
зумовлено дією вільних радикалів, які утво-
рюються в результаті  процесів перекисного 
окиснення ліпідів [2, 3]. 

Нечисленні дослідження свідчать, що за 
умов ізопротереноліндукованого пошкоджен-
ня знижується  швидкість фосфорилюваня в 
стані 3 за Чансом і дихальний контроль [21, 
23]. Також знижується активність ферментів 
циклу Кребса та ферментів дихального лан-
цюга (НАДН-дегідрогенази та цитохром-с-
оксидази), зменшується здатність генерувати 
мембранний потенціал мітохондрій [23]. 
Таким чином, оптимізація мітохондріального 
метаболізму може відігравати значну роль у 
попередженні ушкоджень міокарда.

Результати епідеміологічних і клінічних 
досліджень свідчать про те, що ω-3 ПНЖК 
мають бути невід’ємним компонентом лікар-
ської терапії хворих, які перенесли інфаркт 
міокарда. При їх застосуванні уповільнюється 
розвиток атеросклерозу, зменшується імовір-
ність розвитку інфаркту міокарда за рахунок 
гіполіпідемічних, антиоксидантних, антиаг-
регатних, протизапальних властивостей [4, 
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7]. Крім того, ω-3 ПНЖК мають гіпотензивну 
та антиаритмічну дію, знижуючи чутливість 
до агоністів адренорецепторів [11]. 

Раніше нами було показано, що ω-3 
ПНЖК запобігають кальційіндукованому по-
шкодженню мітохондрій [1, 18]. Але можлива 
їхня захисна роль щодо попередження по-
шкодження мітохондрій (зокрема, порушення 
окисного фосфорилювання  і кальційіндуко-
ваного набухання) при ізопротереноловому 
пошкодженні невивчена. 

Мета нашої роботи – дослідити механізми 
захиснoї дії ω-3 ПНЖК за умов ізопротерено-
ліндукованого пошкодження міокарда. 

МЕТОДИКА

Дослідження були проведені на 24 самцях 
щурів масою 300–320 г, віком 5 міс. Викори-
стано 3 групи щурів: І – контрольна (n=7), ІІ 
– щури (n=7), яким вводили підшкірно розчин 
ізопротеренолу («Sigma», США) в дозі 60 мг/
кг двічі з інтервалом 24 год, ІІІ – тварини, 
яким давали препарат епадол у дозі 0,1 мг/100 г 
маси тіла протягом 4 тиж, а потім вводили 
ізопротеренол так як у ІІ групі (n=10). Епадол 
містить 45 % ω-3 ПНЖК тваринного похо-
дження (суміш ейкозапентаєнової і докоза-
гексаєнової кислот з риб`ячого жиру). 

Усіх тварин через добу після останнього 
введення ізопротеренолу декапітували, швид-
ко вилучали серця, вміщували їх у льодяний 
0,9%-й розчин KCl до їх зупинки. Мітохондрії 
виділяли з серця за методом диференційного 
центрифугування. Серця подрібнювали в бу-
фері такого складу (ммоль/л): сахароза – 250, 
тріс-HCl – 20, pH 7,2, з додаванням 1 ммоль/л 
EGTA, 0,5 % BSA. Дихання й окиснювальне 
фосфорилювання в мітохондріях вивчали 
полярографічним методом із використанням 
закритого електрода Кларка та оксиграфа 
(«Hansatech», Велика Британія). Середовище 
інкубації містило (ммоль/л): KCl – 120, тріс-
HCl – 10, KH2PO4 – 10; pH 7,4. Як субстрат 
окиснення використовували 10 ммоль/л 
сукцинату Na. Активне дихання ізольова-

них мітохондрій ініціювали додаванням 400 
мкмоль/л АДФ.

За отриманими полярограмами обчислю-
вали показники дихання мітохондрій: стан 
дихання у відносному спокої (V2), швидкість 
фосфорилювального (у метаболічному стані 
3 за Чансом, V3) та контрольованого (в мета-
болічному стані 4, V4) дихання мітохондрій, 
дихальний контроль за Чансом (V3/V4), коефі-
цієнт ефективності фосфорилювання АДФ/О 
[5, 6]. Концентрація білка становила 1 мг/мл, 
яку визначали за методом Бредфорда . 

Дослідження набухання мітохондрій 
проводили методом спектрофотометрич-
ної реєстрації. Пошкодження мітохондрій 
реєстрували як циклоспорин А-чутливе на-
бухання при дії низьких (без EGTA, тобто 
містить (1–3).10-5 моль/л вільних іонів каль-
цію [17]) та високих (кінцева концентрація 
10-4 моль/л CaCl2) концентраціях розчину 
CaCl2. Мітохондрії поміщали в інкубаційне 
середовище ізотонічного складу і реєстру-
вали зниження оптичної густини суспензії 
мітохондрій при λ=520 нм протягом 10 хв. 
Розчин CaCl2  додавали на 5-й хвилині інку-
бації. Концентрація білка становила 0,1мг/мл. 

Статистичну обробку отриманих резуль-
татів проводили з використанням критерію 
t Стьюдента, значення Р<0,05 розглядали як 
достовірне. 

РЕЗУЛЬТАТИ

У результаті наших досліджень виявлено, що 
ізопротереноліндуковане ураження міокарда 
призводить до інгібування функціонування 
мітохондрій міокарда (таблиця). Так, за умов 
окиснення сукцинату швидкість дихання, 
стимульована АДФ (V3), в групі ІІ знижува-
лася на 48,56 %, що свідчить про модуляцію 
роботи дихального ланцюга, оскільки в цьому 
стані швидкість дихання лімітується саме 
ним. Дихальний контроль за Чансом знизився 
на 34,56 % порівняно з контрольною групою, 
що опосередковано може говорити про проце-
си роз’єднання дихання та фосфорилювання. 

О.С. Панасюк, А.М. Шиш, О.О.Мойбенко
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Відношення АДФ/О достовірно зменшилося 
на 14,46 %, а швидкість субстратного дихання 
V2 – на 39,33 % порівняно з контролем. Швид-
кість дихання після фосфорилювання АДФ 
(в стані 4) при ізопротереноловому ураженні 
достовірно не змінилась. 

При попередньому застосуванні ω-3 
ПНЖК за умов ізопротереноліндукованонго 
ураження міокарда виявлено відновлення 
показників дихання мітохондрій (група ІІІ): 
швидкість дихання, стимульована АДФ (V3) 
зростає на 70,12 %, дихальний контроль на 
45,19 %, АДФ/О на 18,7 %, швидкість фосфо-
рилювання в стані 2 на 39,87 % порівняно з 
групою ІІ (див. таблицю). Швидкість дихання 
в стані 4 практично залишається незмінною, 
як і в групі ІІ. 

Для вивчення механізмів протективного 
ефекту, ми дослідили вплив ω-3 ПНЖК на 
кальційіндуковане набухання ізольованих 
мітохондрій серця щурів за умов ізопротере-
нолового пошкодження міокарда.

Нами показано, що в умовно безкальці-
євому розчині в контрольній групі посла-
блення світлопоглинання на 10-й хвилині 
становило 0,08±0,01. При ізопротеренолін-
дукованому пошкодженні міокарда в безкаль-
цієвому розчині, послаблення світлопогли-
нання мітохондрій було достовірно більшим 
на 275 % порівняно з контрольною групою 

(рис.1) та становило 0,30±0,02. Це добре 
узгоджується з даними літератури, де відмі-
чено, що при ізопротереноловому ураженні 
також спостерігається значне послаблення 
світлопоглинання [12]. Додавання кальцію 
в високих концентраціях (10-4 моль/л) до 
контрольних мітохондрій призводило до 
збільшення пригнічення світлопоглинання на 
387 % порівняно з початковим значенням та 
було 0,39±0,04. За умов ізопротеренолового 
пошкодження реакція мітохондрій на дода-
вання кальцію достовірно не змінювалася та 
становила 0,36±0,03 (див. рис. 1). Збільшення 
набухання в наших дослідах було чутливе 
до циклоспорину А як у контрольній, так і 
в експериментальній ІІ групі (див. рис. 1). 
Результати цих дослідів дають можливість 
зробити припущення, що в основі ізопроте-
реноліндукованого пошкодження міокарда 
лежить індукція мітохондріальної пори (МП), 
оскільки ізопротеренол збільшував набухан-
ня, як і класичний індуктор МП CaCl2, тоді 
як  циклоспорин А його попереджав.

Нами виявлено, що застосування ω-3 
ПНЖК призводить до зменшення набухан-
ня мітохондрій у середовищі без додавання 
іонів кальцію на 60 % порівняно з групою 
ІІ (див. рис.1, 2). Відновлювалася реакція 
ізольованих мітохондрій на додавання каль-
цію – пригнічення світлопоглинання було 

Показники дихання мітохондрій міокарда при ізопротереноліндукованому пошкодженні міокарда  
за наявності в середовищі інкубації сукцинату в різних функціональних станах

Показники
Контроль
(І група)

Ізопротеренол
(ІІ група)

Ізопротеренол та ω-3 ПНЖК 
(ІІІ група)

Швидкість поглинання кисню у 
стані дихання,  
нмоль О2 . хв-1 . мг-1 білка
    відносного спокою(V2)
    фосфорилювального (V3)
    контрольованого (V4)

103,85±11,37
228,85±19,26

43,14±4,36

63±6,28*
117,71 ± 10,63*

38,71± 4,47

88,12±8,2**
200,25± 26,81**

38,71 ±6,98
Дихальний контроль (V3/V4) 5,41±0,32 3,54± 0,22* 5,14 ±0,3**
Коефіцієнт ефективності фосфо-
рилювання (АДФ/О) 

1,59 ± 0,04 1,39± 0,05* 1,65± 0,05**

*Р<0,05 порівняно з контролем, **Р<0,05 порівняно з групою ІІ.

Вплив ω-3 поліненасичених жирних кислот на показники функціонування мітохондрій міокарда 
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більшим на 200 % порівняно з початковим 
значенням. Виявлено, що циклоспорин А за 

цих умов попереджав набухання мітохондрій 
після додавання кальцію.

Рис. 1. Вплив ω-3 ПНЖК на зміну світлопоглинання ізольованих мітохондрій серця щурів за умов ізопротеренолового 
пошкодження міокарда (10-та хвилина запису): 1 – контроль (середовище інкубації з низьким вмістом кальцію); 2 – 
набухання мітохондрій за наявності високих концентрацій кальцію; 3 – преінкубація мітохондрій перед додаванням 
кальцію з циклоспорином А. І – контроль; ІІ – щури з ізопротереноліндукованим пошкодженням міокарда; ІІІ – з 
ізопротереноліндукованим пошкодженням міокарда за впливу ω-3 ПНЖК. * Р<0,05 порівняно з контрольною групою; 
** – порівняно зі значенням у середовищі з кальцієм; *** – порівняно з умовно безкальцієвим середовищем;  **** – 
порівняно з відповідним значенням ІІ групи
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Рис. 2. Часова залежність світлопоглинання суспензії мітохондрій, виділених з сердець тварин: 1 – контроль; 2 – щури з 
ізопротереноліндукованим пошкодженням міокарда; 3 – з ізопротереноліндукованим пошкодженням міокарда за впливу 
ω-3 ПНЖК. *Р<0,05 порівняно з контрольною групою, ** – порівняно з ІІ групою
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ОБГОВОРЕННЯ

Встановлено, що за умов ізопротеренолового 
пошкодження, погіршуються показники ди-
хання мітохондрій при окисненні сукцинату 
– знижується швидкість фосфорилювання в 
стані 3 та дихального контролю та, можливо, 
індукується відкривання МП. Це загалом 
узгоджується з даними літератури. Було по-
казано, що ін’єкції ізопротеренолу знижують 
швидкість фосфорилюваня в стані 3 та ди-
хального контролю [21, 23]. Але як показано 
Sivakumar та співавт. [21] зміна показників 
дихання відмічалася при окисненні сукци-
нату, тоді як у праці Wang та співавт. [24] 
– тільки при окисненні глутамату та малату. 

Новизною цієї роботи є те, що було 
виявлено захисний вплив ω-3 ПНЖК при 
ізопротереноліндукованому пошкодженні 
серця – при реєстрації дихання встановлено, 
що швидкість дихання в стані 3, дихальний 
контроль та ефективність фосфорилювання 
достовірно відновлювались у щурів з ізо-
протереноловим пошкодженням при застосу-
ванні ω-3 ПНЖК. Підтверджено, що ін’єкції 
ізопротеренолу змінюють показники дихання 
мітохондрій при окисненні сукцинату; швид-
кість дихання в стані 4 в наших дослідах до-
стовірно не змінилася. Також відновлювалася 
здатність мітохондрій реагувати на додавання 
іонів кальцію при реєстрації світлопоглинан-
ня суспензії у групі з додаванням ω-3 ПНЖК.

Дані літературних джерел свідчать, що 
порушення мітохондріального метаболізму  
відіграє важливу роль при серцевій недо-
статності [21]. Попередження відкривання 
МП і покращення показників дихання за 
умов застосування ω-3 ПНЖК запобігає по-
шкодженню міокарда навіть при підвищенні 
вмісту катехоламінів. 

Відомо що дія ізопротеренолу викликає 
оксидативний стрес [2, 3], а застосування 
антиоксидантів попереджає ізопротерено-
лове пошкодження [24]. Водночас відомо, 
що вільні радикали полегшують відкривання 
пори при дії кальцію [16] та, можливо, самі 

індукують його [9]. Тобто пошкодження 
ізопротеренолом може бути зумовлене саме 
оксидативним стресом. Хоча вважається, що 
ω-3 ПНЖК чутливі до перекисного окиснення 
ліпідів [1], споживання їх може обмежувати 
оксидативний стрес за допомогою посилен-
ня антиоксидантного захисту, підвищуючи 
вміст СОД, зокрема мітохондріальної [10], 
та гемоксигенази-1 [14]. Також є дані, що ω-3 
ПНЖК значно знижують вміст малонового 
діальдегіду – маркера перекисного окиснення 
ліпідів [4], наприклад, у тканинах серця [7].

Серед можливих механізмів негативної 
дії ізопротеренолу на мітохондрії може бути 
також те, що катехоламіни спричиняють ви-
вільнення вільних жирних кислот, які в свою 
чергу діють як роз’єднувачі окисного фосфо-
рилювання та індукують відкривання пори, 
знижуючи мембранний потенціал нижче від 
порогового рівня [8], чи прямо взаємодіючи 
з компонентами пори, зокрема з аденіннукле-
отидтранслоказою [25]. Водночас ω-3 ПНЖК 
знижують вміст ЖК [7].

Регуляція функціонування  мітохондрій 
відбувається відповідно до енергетичних 
потреб клітини через сигнальні шляхи з за-
лученням таких вторинних месенджерів, як 
цАМФ, кальцій тощо [20]. Показано, що ω-3 
ПНЖК знижують також вміст мітохондріаль-
ного кальцію [19], в той час як ізопротеренол 
підвищує внутрішньоклітинну його концен-
трацію [22]. Хоча кальцій за фізіологічних 
умов бере участь у регуляції мітохондріаль-
ного метаболізму, зокрема, активує мітохон-
дріальні ферменти (піруват, α-кетоглутарат та 
ізоцитрат дегідрогенази), високі концентрації 
кальцію мають негативні наслідки, зокрема, 
індукують відкривання МП. Наші попередні 
дослідження [18] та дані інших авторів вка-
зують, що застосування ω-3 ПНЖК зменшує  
кальційіндуковане відкривання МП [1, 13]. 
Усе зазначене може свідчити, що така захисна 
дія ω-3 ПНЖК опосередковується, принаймні 
частково, через мітохондріальні механізми. 

Таким чином, результати роботи погли-
блють знання про механізми порушення 

Вплив ω-3 поліненасичених жирних кислот на показники функціонування мітохондрій міокарда 
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функціонування серця при ізопротеренолін-
дукованому пошкодженні та виявляють по-
рушення дихання ізольованих мітохондрій 
за умов окиснення сукцинату. Показано, що 
застосування ω-3 ПНЖК за цих умов підви-
щує ефективність дихання мітохондрій та 
запобігає набуханню мітохондрій в серці. 

Отже, ω-3 ПНЖК мають значний потен-
ціал у попереджанні розвитку дисфункцій 
мітохондрій і можуть бути рекомендовані 
як компонент лікарської терапії хворих, які 
перенесли інфаркт міокарда. 

О.С. Панасюк, А.М. Шиш, А.А. Мойбенко

Влияние ω-3 полиненасыщенных 
жирных кислот на показатели 
функционирования митохондрий 
миокарда при изопротеренолинду-
цированном повреждении сердца

Исследовали влияние ω-3 полиненасыщенных жирных 
кислот (ω-3 ПНЖК – препарат эпадол 0,1 мг/100 г массы 
тела в течении 4 нед) на функционирование митохон-
дрий миокарда крыс при изопротеренолиндуцированном 
повреждении миокарда (изопротеренол в дозе 60 мг/кг 
вводили дважды подкожно через сутки). Показано, что 
изопротеренолиндуцированое повреждение миокарда 
ухудшает показатели дыхания изолированных мито-
хондрий при окислении сукцината. Установленно, что 
использование ω-3 ПНЖК статистически значимо вос-
станавливает показатели дыхания митохондрий: скорость 
дыхания, стимулированная АДФ (V3) возрастает на 70,12 
%, скорость фосфорилирования в состоянии (V2) – на 
39,87 % и дыхательный контроль на 45,19 % в сравнении 
с экспериментальной группой. Также установленно их 
способность уменьшать набухание митохондрий (на 60 
%) в среде без добавления ионов кальция. Результаты ис-
следования свидетельствуют, что применение ω-3 ПНЖК 
уменьшает нарушения функции митохондрий сердца при 
изопротеренолиндуцированном его повреждении.
Ключевые слова: митохондрии, ω-3 полиненасыщенные 
жирные кислоты, изопротеренол.

O.S. Panasiuk, A.M. Shysh, A. A. Moibenko 

THE INFLUENCE OF DIETARY OMEGA-3 
POLYUNSATURATED FATTY ACIDS ON 
FUNCTIONAL PARAMETERS OF MYOCARDI-
AL MITOCHONDRIA DURING ISOPRETERE-
NOL-INDUCED HEART INJURY 

We have studied the functional parameters of mitochondria 
from hearts after isopreterenol-induced injury (two subcutane-

ous injections of isopreterenol at the dose 60 mg/kg/day). We 
investigated the influence of dietary ω-3 polyunsaturated fatty 
acids (ω-3 PUFAs) administered to rats (Epadol, 0.1mg/100 
gr of weight for 4 weeks) on these parameters. Isoproterenol-
induced heart injury leads to a decreased parameters of respi-
ration of isolated mitochondria in the presence of succinate. 
Administration of ω-3 PUFAs significantly restored the 
respiration rate of mitochondria: the state 3 respiration was 
increased by 70,12 %, the state 4 by 39,87 % and the respira-
tory control ratio by 45,19 % compared to the corresponding 
parameters of experimental group. Also, it was shown the 
ability of ω-3 PUFAs to decrease mitochondria swelling (by 
60%) in nominally free calcium solution. The results of the 
study indicate that ω-3 PUFAs improve the altered functions of 
the heart mitochondria evoked by isoproterenol-induced injury.
Key words: mitochondria, ω-3 polyunsaturated fatty acids, 
isopreterenol.
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А.О. Тихомиров, Д.Д. Жерносєков, Я.М. Рока-Мойя, С.І. Діордієва, Т.В. Гриненко

Вплив lys-форми плазміногену на  
актиновий цитоскелет тромбоцитів

Досліджено вплив різних форм плазміногену на стан актинового цитоскелета тромбоцитів людини. 
Як показник реорганізації цитоскелета тромбоцитів використовували співвідношення різних пулів 
актину, детекцію якого проводили методом імуноблотингу. Показано, що в інтактних тромбоцитах 
вміст глобулярного (G) актину й актину, що формує мембранний кортекс (МС), становить 56 і 40 
% відносно вмісту філаментної (F) форми відповідно. У тромбоцитах, активованих тромбіном або 
колагеном, актин знаходиться майже виключно у F-формі. Інкубація неактивованих тромбоцитів 
з Lys-формою плазміногену викликає збільшення вмісту МС-фракції актину до 79 % відносно F-
форми. Крім того, Lys-плазміноген інгібує перерозподіл пулів актину, характерний для активованих 
тромбоцитів. На відміну від Lys-форми, Glu-плазміноген не пригнічує агоністіндуковану агрегацію 
тромбоцитів і не порушує процес реорганізації їх актинового цитоскелета. Таким чином, наші 
результити свідчать про залучення цитоскелетних структур тромбоцитів у реалізацію антиаг-
регативних ефектів Lys-плазміногену.
Ключові слова: плазміноген, тромбоцити, агрегація тромбоцитів, актин, цитоскелет.
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ВСТУП

Тромбоцити – без’ядерні клітинні фрагменти, 
основною функцією яких є формування пер-
винного тромбу у місцях пошкодження судин. 
Здатність тромбоцитів синтезувати, селектив-
но накопичувати та секретувати цілу низку 
регуляторних молекул, у тому числі факторів 
росту клітин, зумовлює їх участь в імуно-
логічних реакціях і регенеративних проце-
сах. Структурно-функціональні порушення 
тромбоцитів можуть бути причинами різних 
патологій (тромбоз, геморагія, запальні реак-
ції, ангіогенез, пухлинний ріст тощо) [19]. У 
зв’язку з цим велике науково-практичне зна-
чення має ідентифікація чинників, що впли-
вають на функціональний стан тромбоцитів, 
а також розкриття молекулярних механізмів 
дії біологічно активних сполук на ці формен-
ні елементи крові. Протягом останніх двох 
десятиріч активно досліджується участь ком-
понентів плазміноген–плазмінової системи в 
регуляції функціонування різних клітин [32]. 
Плазміноген є неактивним попередником 

серинової протеїнази плазміну – ключового 
ензиму фібринолітичної системи. Нативною 
формою плазміногену, що циркулює у плазмі, 
є Glu-плазміноген, який являє собою одно-
ланцюговий глікопротеїн з молекулярною 
масою близько 92 кДа. Характерною рисою 
молекулярної структури плазміногену є на-
явність п’яти петлевих доменів, що отримали 
назву кринглів. Специфічні ділянки міжмо-
лекулярного розпізнавання, локалізовані у 
кринглових доменах, зумовлюють функціо-
нальні взаємодії плазміногену та плазміну 
з субстратом (фібрином), активаторами та 
інгібіторами [18]. На поверхні плазматичної 
мембрани деяких клітин крові Glu-плазмі-
ноген може перетворюватися на плазмін під 
дією активаторів. Припускається, що таке 
перетворення зимогену на активну протеїназу 
відбувається через проміжну стадію утворен-
ня частково деградованої форми плазміноге-
ну (Lys-плазміноген), яка відрізняється від 
нативної форми конформаційно [31]. Однак 
фізіологічне значення Lys-плазміногену і 



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 126

можливі самостійні функції цього білка за-
лишаються недостатньо дослідженими.

Активовані тромбоцити здатні сорбувати 
у п’ять разів більшу кількість плазміногену, 
ніж інтактні клітини, причому афінність 
Lys-плазміногену до сайтів зв’язування на 
поверхні тромбоцитів є щонайменше втричі 
вищою у порівнянні з цією величиною для 
Glu-форми. Вважається, що плазмін, який 
утворюється з плазміногену на тромбоцитах, 
зумовлює профібринолітичні властивості їх 
поверхні [21, 22]. Разом з тим до недавнього 
часу у літературі була відсутня інформація 
відносно впливу різних форм плазміногену на 
агрегативну активність тромбоцитів. Раніше 
нами було показано, що Lys-плазміноген, 
на відміну від нативної форми білка, ефек-
тивно інгібує агоністіндуковану агрегацію 
у препаратах відмитих тромбоцитів людини 
[24], однак молекулярні механізми, що ле-
жать в основі антиагрегативної активності 
Lys-плазміногену, потребують детального 
дослідження.

Під час активації тромбоцити зазнають 
цілу низку складних морфологічних змін, 
які здійснюються в результаті реорганізації 
їх цитоскелета, основними компонентами 
якого є актинові мікрофіламенти. Актин 
у тромбоцитах наявний у трьох формах: у 
складі власне філаментів (F-актин), у вигляді 
глобул-мономерів (G-актин) та у комплексі з 
актин-асоційованими білками, формуючи так 
званий мембранний кортекс (MC). Активація 
тромбоцитів індукує процес полімеризації 
G-актину та асоціацію актинового кортексу 
з філаментним апаратом клітини, тому в ак-
тивованих тромбоцитах близько 90% усього 
актину знаходиться у F-формі. Виходячи з 
цього, співвідношення різних пулів актину ви-
користовується як чутливий показник, котрий 
характеризує стан цитоскелета клітини [10]. 

Взаємодія МС з інтегриновими рецеп-
торами є умовою для забезпечення міцної 
адгезії та агрегації тромбоцитів [3]. Інгібу-
вання процесів полімеризації актину та ре-
організації актинового цитоскелета порушує 

адгезивні властивості інтегринів, що призво-
дить до втрати тромбоцитами агрегативної 
здатності, як це показано в експериментах з 
використанням цитохалазинів [6]. Інформа-
ція про те, що деякі кринглвмісні фрагменти 
плазміногену (ангіостатини) пригнічують 
міграцію моноцитів–макрофагів завдяки 
дезорганізації актинового цитоскелета цих 
клітин [23], стала додатковим стимулом для 
проведення цього дослідження. Таким чином, 
метою нашої роботи було дослідити вплив 
різних форм плазміногену на стан актинового 
цитоскелета тромбоцитів, що знаходяться у 
стані фізіологічного спокою, а також активо-
ваних різними індукторами.

МЕТОДИКА

Плазму крові отримували з венозної крові 9 
умовно здорових донорів. Для експериментів 
використовували препарати відмитих тромбо-
цитів, отриманих за методом Gear та співавт. 
[11] з модифікаціями. Відмиті тромбоцити 
одержували поетапним центрифугуванням 
крові, до якої попередньо був доданий цитрат-
ний буфер (100 ммоль/л цитрату натрію, 80 
ммоль/л лимонної кислоти, 110 ммоль/л глю-
кози) як антикоагулянт у співвідношенні кров 
: буфер – 9 : 1. Збагачену тромбоцитами плаз-
му (ЗТП) отримували після центрифугування 
крові при 160 g протягом 20 хв за кімнатної 
температури. Далі її центрифугували (340 g, 
20 хв), осад тромбоцитів ресуспендували в 
буфері для їх відмивки (20 ммоль/л НЕРЕS; 
рН 6,8, 137 ммоль/л NaCl, 4 ммоль/л KCl, 0,2 
ммоль/л MgCl2 з додаванням 0,2 % глюкози 
та 0,2 % бичачого сироваткового альбуміну). 
Суспензію клітин повторно центрифугували 
за тих самих умов і ресуспендували у буфері, 
об’єм якого становив 1/2 об’єму ЗТП. 

Для дослідження ефектів Glu- і Lys-форм 
плазміногену на перебудови актинового цито-
скелета тромбоцитів, що знаходяться у різних 
фізіологічних станах, використовували такі 
групи клітин: 1 – інтактні тромбоцити (кон-
троль); 2 – тромбоцити, активовані тромбіном 
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(1 одиниця NIH/мл); 3 – тромбоцити, активо-
вані колагеном (1,25 мг/мл); 4 – тромбоцити, 
інкубовані з Glu- або Lys-плазміногеном (1,2 
мкмоль/л); 5 – тромбоцити, преінкубовані з 
Glu- або Lys-плазміногеном та активовані тром-
біном; 6 – тромбоцити, преінкубовані з Glu- або 
Lys-плазміногеном та активовані колагеном.

Кількість тромбоцитів у пробі становила 
300–350 тис./мкл. Процес агрегації реєстру-
вали протягом 5 хв за допомогою оптичного 
агрегометра SOLAR AT-02 з використанням 
пакету програм «Агрегометр 2.01» [33]. Пе-
ред внесенням стимулятора агрегації проби 
інкубували з Glu- або Lys-плазміногеном при 
37 0С протягом 3 хв для забезпечення зв’язу-
вання білків з поверхнею тромбоцитів [20]. 
Агрегометрію проводили протягом 3 год з 
моменту забору крові. В експерименті вико-
ристовували препарати тромбіну і колагену 
(«Sigma Aldrich», США), концентрації акти-
ваторів були обрані згідно з рекомендаціями 
Barkagan та співавт. [2]. Препарати Glu- і 
Lys-плазміноген були отримані відповідно 
до описаних методик у праці [1] співробітни-
ками відділу хімії та біохімії ферментів ІБХ 
НАНУ, вибір їх концентрацій було зроблено 
згідно з даними, описаними  Roka-Moya та 
співавт. [24].

Отримання білкових фракцій тромбоци-
тів, що містять різні пули актину, проводили 
руйнуванням клітин за допомогою Triton 
X-100-вмісного буфера та наступного дифе-
ренціального центрифугування [7]. Відразу 
після проведення агрегометрії до суспензії 
тромбоцитів вносили рівний об’єм лізуючо-
го буфера такого складу: 100 ммоль/л тріс-
HCl (рН 7,4), 2% Triton X-100, 10 ммоль/л 
етиленглікольтетраоцтової кислоти, 2 мкг/
мл лейпептину, 100 ммоль/л бензамідину, 2 
ммоль/л фенілметилсульфонілфлуориду, 2 
ммоль/л ванадату натрію. Після обережно-
го ресуспендування клітин при 4 0С лізати 
тромбоцитів центрифугували при 15000 g 
протягом 4 хв. Отриманий осад, нерозчин-
ний у буфері з Triton X-100, містить фракцію 
F-актину. Для відділення пулів G- і MС-ак-

тину, що залишилися у надосадовій рідині, 
супернатант центрифугували при 100000 g 
протягом 2 год. Осад містив фракцію MС-ак-
тину. Пул G-актину, солюбілізованого у Triton 
X-100-вмісному буфері, залишався при цьому 
у супернатанті. Всі етапи центрифугування 
проводили при 4 0С.

До осадів, отриманих після низько- та 
високошвидкісного центрифугувань, вносили 
тріс-НСl-буфер (62,5 ммоль/л, рН 6,8), що 
містив 0,1 % додецилсульфату натрію (DS-
Na), 1 % β-меркаптоетанолу, 10% гліцерину 
та 0,001 % бромфенолового синього, в об’ємі 
100 мкл/осад і кип’ятили на водяній бані про-
тягом 15 хв для солюбілізації білків. Проби, 
що містять G-актин, змішували із зазначеним 
буфером у співвідношенні проба : буфер – 2:1 
і кип’ятили в такому самому режимі. Елек-
трофоретичне розділення білків у пробах 
проводили у пластині 10%-го поліакриламід-
ного гелю (PAAG) за наявності 0,1% DS-Na за 
стандартною методикою [17] з урахуванням 
рекомендацій, описаних у праці Brunso та 
співавт. [4]. Детекцію актину здійснювали 
за допомогою імуноблотингу [27]. Для цього 
білки з PAAG переносили на нітроцелюлоз-
ну мембрану («GE Healthcare Amersham», 
Велика Британія), яку після  блокування у 
5%-му розчині знежиреного сухого молока 
(«Carnation», США), обробляли кролячими 
антитілами проти актину («Sigma Aldrich», 
США) у розведенні 1:400. Далі нітроцелюло-
зу інкубували зі вторинними антитілами про-
ти імуноглобуліну G кроля, кон’югованими з 
пероксидазою хрону («Sigma Aldrich», США), 
взятими у розведенні 1:1500. Візуалізацію 
комплексу антиген–антитіло (поліпептидна 
зона 42 кДа) проводили з використанням суб-
страту пероксидази (0,02% Н2О2) і хромогену 
(0,01 % діамінобензидин). Після проведення 
реакції мембрани промивали, ретельно ви-
сушували і сканували для отримання циф-
рового зображення. Відносний вміст різних 
пулів актину у тромбоцитах кожної групи 
оцінювали денситометрично і виражали у 
відсотках від кількості F-актину у тій самій 
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групі клітин. Розраховані середні значення 
представлено на гістограмі у вигляді медіан, 
для оцінки вірогідності міжгрупової різниці 
використовували непараметричний U-кри-
терій Манна–Уітні [13]. Різницю вважали 
вірогідною при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У нашій роботі вперше отримано експеримен-
тальні результати щодо впливу Lys-плазмі-
ногену на стан актинового цитоскелета 
відмитих тромбоцитів людини та порушення 
агоністіндукованої реорганізації цитоске-
летних структур. Результати імуноблотингу 
(рис. 1, а) та денситометрії (рис. 2), демон-
струють, що у тромбоцитів, які знаходяться у 
стані фізіологічного спокою, вміст G-актину 
й актину, що формує МС, становить 56 і 40 
% відносно кількості F-форми відповідно. 
Інкубація неактивованих тромбоцитів з на-
тивною (Glu-формою) плазміногену істотно 
не впливала на співвідношення різних пулів 

актину. Проте внаслідок дії Lys-плазміногену 
збільшується вміст актину тромбоцитів, який 
входить до складу МС (у середньому 79 % 
відносно F-форми). 

Для дослідження стану актинового ци-
тоскелета активованих тромбоцитів та 
оцінки впливу різних форм плазміногену 
на реорганізацію філаментного матеріалу 
в експерименті використовували тромбін і 
колаген – найбільш потужні фізіологічні ін-
дуктори, дія яких викликає незворотну агре-
гацію тромбоцитів. Активація тромбоцитів 
як тромбіном, так і колагеном призводить 
до суттєвого зменшення вмісту G- и MС-ак-
тину (див. рис. 1, б). Наші результати узгод-
жуються з даними Cerecedo та співавт. [5]: 
активація тромбоцитів індукує інтенсивний 
фібрилогенез, що супроводжується полімери-
зацією G-актину з формуванням філаментів 
і асоціацією МС з актиновими фібрилами. 
Фібрилогенез вважається однією з ранніх оз-
нак активації тромбоцитів, у цитоплазмі яких 
вміст F-форми може сягати 90% від загальної 

Рис. 1. Вплив Glu- і Lys-форм плазміногену на розподілення різних пулів актину у неактивованих тромбоцитах (а) та 
клітинах, активованих тромбіном або колагеном (б): Mm – маркери молекулярної маси; F – філаментний актин; G – гло-
булярний актин; MC – актин мембранного кортексу
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кількості актину клітини [30]. Результати 
кількісного аналізу (див. рис. 2) показують, 
що вміст фракцій G- і MС-актину становить 
17 і 8 % відносно кількості F-форми у тром-
боцитах, активованих тромбіном, та 11 і 5 % 
у колагенактивованих тромбоцитах. Однак 
після дії індукторів активації на тромбоцити, 
що були преінкубовані з Lys-плазміногеном, 
перерозподілу пулів актину, характерного 
для активованих тромбоцитів, не відбува-
ється (див. рис. 1, б). Денситометричний 
аналіз імуноблотингу (див. рис. 2) дав змогу 
встановити, що у тромбоцитах, преінкубова-
них з Lys-плазміногеном і далі активованих 
тромбіном, G-форма актину становить 64% 
відносно кількості F-актину, тоді як на актин 
МС припадає 62 %. Цей показник для G- и 
MС-актину тромбоцитів, преінкубованих з 
Lys-плазміногеном з наступною активацією 
колагеном, становить 63 і 51 % відповідно.

Результати аналізу різних форм актину 
у білкових пробах тромбоцитів, які свідчать 
про порушення Lys-плазміногеном адекват-
ної реорганізації цитоскелета тромбоцитів, 
корелюють з даними агрегометричного ана-
лізу. Показано зниження ступеня тромбін- і 
колагеніндукованої агрегації за наявності цієї 

форми плазміногену приблизно вдвічі (рис. 
3, 4). Натомість, Glu-плазміноген істотно не 
впливає на індуковану агрегацію тромбоцитів 
(приклад кривої, що ілюструє відсутність 
антиагрегативних ефектів Glu-плазміногену, 
наведено на рис. 4). Також слід зазначити, 
що жодна з форм плазміногену не викликає 
агрегацію відмитих тромбоцитів людини 
[24]. Оскільки Glu-плазміноген, на відміну 
від Lys-форми, не проявляє антиагрегативну 
активність і не впливає на стан актинового 
цитоскелета тромбоцитів, то його ефекти на 
агоністіндуковану реорганізацію цитоске-
лета у цьому модельному експерименті не 
досліджували.

Згідно з класичним уявленням, послі-
довність біохімічних і клітинних процесів, 
які складають основу функціонування тром-
боцитів у первинному гемостазі, включає 
чотири стадії: адгезію, активацію, секрецію 
й агрегацію. Незважаючи на наявність вели-
кої кількості активаторів та їх рецепторів, 
клітина має обмежену кількість сигнальних 
шляхів та ефекторних механізмів [19]. Зо-
крема, тромбін активує тромбоцити люди-
ни, зв’язуючись зі специфічними PAR (від 
англ. protease activated receptors) -1 та -4, 

Рис. 2. Відносний вміст різних форм актину тромбоцитів (у відсотках від вмісту F-актину): 1 – F-актин, 2 – G-актин, 
3 – актин мембранного кортексу; І – контроль, ІІ – тромбін, ІІІ – колаген, IV – Glu-плазміноген, V – Lys-плазміноген, VI 
– Lys-плазміноген і тромбін, VII – Lys-плазміноген і колаген. *P<0,05 у порівнянні з контролем; **P<0,05 у порівнянні з 
тромбоцитами, що були активовані тромбіном; ***P<0,05 у порівнянні з тромбоцитами, що були активовані колагеном
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відщеплюючи від них N-кінцеві пептиди. Це 
викликає активацію рецепторів і передачу 
сигналу через  фосфоліпазу Сβ, котра, у свою 
чергу, розщеплюючи фосфатидилінозитол, 
призводить до утворення інозитол-3-фосфа-
ту та діацилгліцеролу. Обидва компоненти, 
що утворились, є стимуляторами наступних 
реакцій, кінцевим результатом яких є акти-
вація протеїн-тирозинкіназ, що відносяться 
до родин Src, FAK і Syk, вивільнення Ca2+ з 
ендоплазматичного ретикулуму та реоргані-
зація актинового цитоскелета. У разі колаге-
ніндукованої агрегації активатор зв’язується 
зі специфічним рецептором GPVI на плазма-
тичній мембрані тромбоцитів. Активований 
рецептор передає сигнал на фосфоліпазу Сγ, 

а подальший шлях є подібним до описаного 
вище тромбінзалежного механізму [9, 14, 
25]. Особливу роль у процесах активації і 
агрегації відіграє МС, який формується з ко-
ротких актинових філаментів, що знаходяться 
у комплексі з актинасоційованими білками 
(спектрином, вінкуліном, таліном, α-актині-
ном, кіндліном тощо). При активації сигналь-
них шляхів тромбоцитів актинові фібрили 
цитоплазми асоціюють з MС з утворенням 
єдиної філаментної мережі. MС опосеред-
ковує взаємодію мембранних рецепторів з 
цитоскелетом клітини, утворюючи, з одного 
боку, міцний комплекс з інтегрином GP ІІb/
IIIa, а з іншого – з філаментами цитоплазми. 
Передача сигналу через цитоскелетні білки, 
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Рис. 3. Вплив Glu- та Lys-форм плазміногену на тромбініндуковану агрегацію відмитих тромбоцитів людини: 1 – тромбін 
(1 одиниця NIH/мл); 2 – Glu-плазміноген (1,2 мкмоль/л) і тромбін; 3 – Lys-плазміноген (1,2 мкмоль/л) і тромбін
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Рис. 4. Вплив Lys-плазміногену на колагеніндуковану агрегацію відмитих тромбоцитів людини: 1 – колаген (1,25 мг/мл); 
2 – Lys-плазміноген (1,2 мкмоль/л) і колаген
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зв’язані з  GP IIbIIIa (талін, кіндлін), призво-
дить до активації інтегрину, який з більшою 
афінністю зв’язує адгезивні ліганди (фібри-
ноген, фібронектин, вітронектин, фактор 
фон Вілебранда), що призводить до агрегації 
тромбоцитів. Крім того, цитоскелет регулює 
адгезивні властивості GP IIbIIIa, філаментні 
структури також контролюють кластери-
зацію молекул інтегрину у плазматичній 
мембрані [26]. В експериментах Diaz-Ricart 
та співавт. [6] показано, що в результаті об-
робки тромбоцитів агентами-інгібіторами 
полімеризації актину (цитохалазін B, ла-
трункулін А), ці клітини втрачають здатність 
розпізнавати адгезивні ліганди та агрегувати 
навіть за наявності потужних індукторів. 
У свою чергу взаємодія GP IIbIIIa з адге-
зивними молекулами стабілізує цитоскелет 
тромбоцитів і сприяє організації філаментів 
у стрес-фібрили, характерні для фокальних 
контактів [15].

Раніше висловлювалося припущення про 
те, що зв’язування Glu- і Lys-плазміногену 
з  тромбоцитами здійснюється завдяки їх 
взаємодії з адгезивними молекулами (фі-
бриноген, тромбоспондин, вітронектин), 
які секретуються тромбоцитами під час їх 
активації, або конкуренції з цими лігандами 
за сайти зв’язування на мембранних рецепто-
рах активованих тромбоцитів [22]. Показано, 
що сорбція плазміногену на поверхні тром-
бінактивованих тромбоцитів забезпечується 
фібрином, який утворюється з фібриногену 
внаслідок дії тромбіну. Водночас припуска-
ється, що взаємодія плазміногену з неактиво-
ваними тромбоцитами не залежить лише від 
фібрин(оген)у, і потребує наявності додат-
кових центрів зв’язування [20]. Результати 
нашої роботи про вплив Lys-плазміногену 
на цитоскелет неактивованих тромбоцитів 
також свідчать на користь існування альтер-
нативного механізму взаємодії плазміноген–
тромбоцит. Потрібні подальші дослідження 
для ідентифікації рецепторів Lys-плазміно-
гену на мембрані інтактних і активованих 
тромбоцитів, активація котрих впливає на 

ключові сигнальні шляхи клітини, що ре-
гулюють динаміку актинового цитоскелета. 
Індуковані Lys-плазміногеном зміни можуть 
призводити до аберантної асоціації МС, за-
побігаючи інтеграції останнього до єдиної 
філаментної мережи з цитоплазматичними 
фібрилами, як це було продемонстровано 
у дослідах з використанням фрагментів 
плазміногену, що складаються з декількох 
кринглових доменів. Ці фрагменти, відомі 
під назвою ангіостатини, функціонують як 
регулятори активності ендотеліоцитів, а 
також деяких клітин крові [16]. Так,  було 
показано, що ангіостатин, який містить у 
своєму складі перші три крингли (К1-3), 
ефективно пригнічує міграцію моноцитів–
макрофагів через дезорганізацію актинового 
цитоскелета цих клітин [23]. Автори припус-
кають, що К1-3 може індукувати дисоціацію 
актинових філаментів внаслідок взаємодії 
на поверхні моноцитів–макрофагів з білком 
ангіомотином, який відповідає за формуван-
ня актинових фібрил і клітинну рухливість. 
Ще одним білком, який претендує на роль 
рецептора плазміногену, може бути сам ак-
тин, який експонується на поверхні плазма-
тичної мембрани деяких клітин, у тому числі 
активованих тромбоцитів [12]. Існують дані 
про те, що поверхневий актин асоційований 
з філаментним матеріалом цитоплазми. Об-
говорюється його роль як рецепторної моле-
кули та матриці для зв’язування та активації 
білків [28]. Зокрема, молекули плазміно-
гену–плазміну розпізнають і зв’язуються з 
актином з достатньо високою афінністю (за 
даними різних авторів, величина константи 
дисоціації комплексу плазміноген – β-актин 
знаходиться у діапазоні 70–140 нм) [29]. Не 
виключається, що до зв’язування Lys-плазмі-
ногену з поверхнею тромбоцитів задіяний 
актин, і ця взаємодія генерує сигнал, який 
призводить до порушення реконструкції вну-
трішньоклітинної цитоархітектоніки. Мож-
ливо, що визначений у нашій роботі вплив 
Lys-плазміногену на цитоскелет є одним з 
механізмів регуляції клітинної активності, 
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спільним як для молекули плазміногену, так 
і для деяких його кринглвмісних фрагментів.

Слід зазначити, що відмиті тромбо-
цити людини виявилися не чутливими 
до дії нативної форми плазміногену. Як 
припускалося раніше [7], відсутність атиа-
грегативної активності Glu-плазміногену 
може пояснюватися його більш закритою 
у порівнянні з Lys-формою конформацією, 
внаслідок чого центри міжмолекулярного 
розпізнавання, що знаходяться у крингло-
вих доменах, опиняються недоступними 
для взаємодії зі специфічними лігандами. 
Незважаючи на те, що плазміноген цирку-
лює у плазмі тільки у вигляді Glu-форми, 
фізіологічне значення Lys-плазміногену як 
регулятора активності клітин не можна ви-
ключати [8]. Вірогідно, що Lys-плазміноген 
здатний утворюватися також на поверхні 
плазматичної мембрани тромбоцитів і 
модулювати їх функціональну активність. 
Таким чином, компоненти системи плазмі-
ноген–плазмін відіграють першорядну 
роль не лише у перебігу фібринолітичних 
процесів, але й беруть участь у регуляції 
тромбоцитарного гемостазу.

ВИСНОВКИ

1. Lys-форма плазміногену впливає на стан 
актинового цитоскелета тромбоцитів люди-
ни та індукує зростання відносного вмісту 
актину мембранного кортексу.

2. Обробка тромбоцитів Lys-плазміно-
геном перед дією активаторів (тромбіну та 
колагену) порушує агоністіндуковану рекон-
струкцію актинового цитоскелета.

3. Нативна форма плазміногену (Glu-фор-
ма) не впливає на стан актинового цитоске-
лета тромбоцитів. 

4. Отримані результати дають змогу при-
пустити, що актинові компоненти цитоске-
лета тромбоцитів залучаються до процесів, 
які зумовлюють антиагрегативну активність 
Lys-плазміногену.

А.А. Тихомиров, Д.Д. Жерносеков,  
Я.М. Рока-Мойя, С.И. Диордиева, Т.В. Гриненко

ВЛИЯНИЕ LYS-ФОРМЫ ПЛАЗМИНОГЕНА 
НА АКТИНОВый ЦИТОСКЕЛЕТ  
ТРОМБОЦИТОВ

Изучалось влияние разных форм плазминогена на состояние 
актинового цитоскелета тромбоцитов человека. В качестве 
показателя реорганизации цитоскелета тромбоцитов ис-
пользовали соотношение разных пулов актина, детекцию 
которого проводили методом иммуноблоттинга. Показано, 
что в интактных тромбоцитах количество глобулярного (G) 
актина и актина, который формирует мембранный кортекс 
(МС), составляет 56 и 40% относительно содержания фила-
ментной (F) формы соответственно. В тромбоцитах, активи-
рованных тромбином или коллагеном, актин находится почти 
исключительно в F-форме. Инкубация неактивированных 
тромбоцитов с Lys-формой плазминогена вызывает увели-
чение содержания МС-фракции актина до 79% относительно 
F-формы. Кроме того, Lys-плазминоген ингибирует перера-
спределение пулов актина, характерное для активированных 
тромбоцитов. В отличие от Lys-формы, Glu-плазминоген не 
угнетает агонистиндуцированную агрегацию тромбоцитов 
и не нарушает процесс реорганизации их актинового цито-
скелета. Таким образом, наши результаты свидетельствуют 
о вовлечении цитоскелетных структур тромбоцитов в ре-
ализацию антиагрегативных эффектов Lys-плазминогена.
Ключевые слова: плазминоген, тромбоциты, агрегация 
тромбоцитов, актин, цитоскелет.

A.A. Tykhomyrov, D.D. Zhernosekov,  
Y.M. Roka-Moya, S.I. Diordieva, T.V. Grinenko

EFFECTS OF LYS-FORM  
OF PLASMINOGEN ON PLATELET ACTIN 
CYTOSKELETON

The effects of several forms of plasminogen on the state of 
actin cytoskeleton of human platelets were studied. A ratio 
between various actin pools, which were detected by immu-
noblotting, was taken as indicator of platelet cytoskeleton reor-
ganization. It was revealed that intact platelets contain globular 
(G) actin and membrane cortex (MC) actin in amounts that 
are 56 and 40% of filamentous (F) actin level, respectively. In 
both thrombin- and collagen-activated platelets, actin is almost 
entirely presented in F-form. Incubation of resting platelets 
with Lys-plasminogen causes elevation of MC-actin level up 
to 79% in respect to F-form content. In addition, Lys-plasmin-
ogen inhibits reorganization of actin cytoskeleton typical for 
activated platelets. In contrast to Lys-form, Glu-plasminogen 
affects neither platelet aggregation nor redistribution of actin 
pools. Thus, these data indicate that cytoskeletal structures of 
platelets are involved in realization of anti-aggregating effects 
of Lys-plasminogen.
Key words: plasminogen, platelets, platelet aggregation, actin, 
cytoskeleton.
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О.М. Хома, Д.А. Заводовський, Д.Н. Ноздренко, О.В. Долгополов,  
М.С. Мірошниченко, О.П. Мотузюк

Динаміка скорочення ішемізованого  
камбалоподібного м’яза щура

Досліджено характер зміни генерації силової відповіді штучно ішемізованого камбалоподібного 
м’яза щура при застосуванні електричної стимуляції еферент-сигналом, модульованим за частотою. 
Показано, що ішемія камбалоподібного м’яза щура (muscle soleus) призводить до зменшення макси-
мальної силової продуктивності та зниження порогової частоти виходу скорочення на тетанічний 
рівень. Доведено, що при роботі ішемічно ушкодженого камбалоподібного м’яза сила скорочення 
і час встановлення стаціонарного рівноважного стану залежали від часу розвантажувального 
сегмента стимуляції.
Ключові слова: скелетний м’яз, ішемія, динаміка скорочення.
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Вступ

Серед патологій (денервація, ішемія, теното-
мія та їх комбінація), що виникають у м’язах 
при травмі, ішемічні ушкодження становлять 
до 35 % від загальної кількості ускладнень 
[2, 3, 6].

Сучасні методи лікування пацієнтів з 
переломами кісток дають змогу проводити 
медичну і соціальну реабілітацію в короткі 
терміни. Однак надання допомоги постраж-
далим при такому ускладненні, як гострий 
внутрішньотканинний гіпертензійний син-
дром (компартмент-синдром) залишається 
актуальною проблемою [3, 7, 9]. За даними 
різних авторів, частота його розвитку при 
закритих переломах кінцівок становить до 35 
%, а при відкритих переломах кісток гомілки 
– до 10 %. Найбільш часто гострий компарт-
мент-синдром розвивається як ускладнення 
складних, сегментарних і переломів кісток 
гомілки зі зміщенням [3, 6, 7, 10, 11].

Розвиток ускладнень при переломах до-
вгих трубчастих кісток з наступною тривалою 
реабілітацією пацієнтів прямо залежить від 
внутрішньотканинного тиску. Однак в опи-

сах певних особливостей патогенезу цього 
синдрому на фундаментальному рівні багато 
суперечливостей [4, 7], що вимагає додатко-
вих досліджень.

Метою нашої роботи було вивчення 
біомеханічних характеристик скорочення 
скелетних м’язів при ішемії на різних етапах 
розвитку компартмент-синдрому. 

Методика

Експерименти виконували на 12 дорослих 
щурах масою від 0,2 до 0,3 кг. Тривалість 
досліду становила 8 год, час гострої ішемії 
– 5 год. При підготовці до експерименту ане-
стезію здійснювали внутрішньочеревинним 
введенням разової дози нембуталу (40 мг/
кг). Для доступу до судин, які живлять м’язи 
кінцівки, використовували розріз шкіри (L= 
1,5–2,5 см) на внутрішній поверхні стегна. 
На відпрепаровану стегнову артерію та вену 
накладали лігатури для практично повного 
припинення кровопостачання м’яза, задіяно-
го в експерименті. Підготовка разом з вище-
зазначеними заходами включала: проведення 
канюлювання сонної артерії та яремної вени 
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(для введення фармпрепаратів і вимірюван-
ня тиску), трахеотомію, ламіноектомію на 
рівні поперекового відділу спинного мозку. 
Камбалоподібний м’яз щура (muscle soleus) 
ретельно звільняли від навколишніх тканин, 
дистальне сухожилля відділяли від кістки. 
Для підготовки до модульованої стимуляції 
еферентів у сегментах L7-S перерізали вен-
тральні корінці безпосередньо в місці їхнього 
виходу зі спинного мозку. 

Зміну сили вимірювали за допомогою 
чотирьох тензорезисторів, наклеєних із двох 
боків на сталеву пластину та включених у 
мостову вимірювальну схему. Сигнал, сфор-
мований вимірювальним пристроєм реєстру-
вали за допомогою аналогово-цифрового 
перетворювача (АЦП-ЦАП), підключеного 
до персонального комп’ютера, та використо-
вували для зворотного зв’язку в контурі 
сервокерування. Оптимальне настроювання 
параметрів кожного регулятора робили при 
механічній дії на механостимулятор еластич-
ним навантаженням із жорсткістю близько 0,5 
Н/мм. Постійні часу перехідних процесів у 
обох режимах сервоконтролю не перевищува-
ли 50–60 мс, власна податливість правильно 
відрегульованого механостимулятора не пе-
ревищувала 2 мкН/мм.

Для формування командних сигналів 
використовували програмовані генератори 
сигналів спеціальної форми. Зовнішнє наван-
таження на ішемізований м’яз здійснювали 
за допомогою системи механостимулятора, а 
зміни навантаження – лінійним електродви-
гуном, стимуляцію – електричними імпуль-
сами прямокутної форми тривалістю 2 мс, 
сформованими за допомогою генератора 
імпульсів, керованого АЦП-ЦАП через пла-
тинові електроди. Перед кожним патерном 
частотно-модульованої стимуляції викликали 
поодиноке скорочення м’яза для виведення 
скоротливого апарату з нативного стану. 
Патерн стимулювального сигналу задавали 
програмно й передавали з комплексу АЦП-
ЦАП на стимулятор. 

Статистичну обробку результатів дослід

ження проводили за методами варіаційної 
статистики за допомогою програмного забез-
печення Оrigin 8.0. 

Кожна з кривих, наведених на рисунках у 
нашій роботі, є типовою серед 12 аналогічних 
експериментів.

Результати та їх обговорення

Компартмент-синдром – стан, за якого висо-
кий внутрішньотканинний тиск у щільних 
кістково-фасціальних об’ємах викликає 
порушення руху крові у капілярах, що при-
зводить до появи ішемії та швидкого змен-
шення максимальної силової продуктивності, 
пришвидшує виникнення і розвиток процесів 
втоми [1, 8]. 

Для аналізу розвитку втоми м’яза ми 
застосували двокомпонентний стимуляцій-
ний патерн з різними часовими рівнями 
розвантаження (зменшений за частотою по-
дразнювальний сигнал, який не призводить 
до тетанічних скорочень – ділянка Δf2). Це 
дало змогу прослідкувати динаміку розвитку 
ішемічних ушкоджень м’язових волокон і 
мінімізувати можливий вплив зміни жор-
сткісних компонентів скорочення м’яза. 

Зміна тривалості ділянок розвантаження 
між частинами стимуляційного сигналу (рис. 
1, 2, 3 ділянка Δt1), дала змогу прослідкувати 
зміну генерації силової відповіді ішемізова-
ного м’яза в процесі розвитку пошкодження 
тканини на ділянках до та після розвантажу-
вальної компоненти (Δt1 та Δt3 відповідно).

Процеси генерації сили при першому пулі 
модульованої стимуляції (див. рис 1, ділянка 
Δf1 та відповідна їй Δt1), зареєстровані перед 
розслабленням м’яза (ділянка Δt2), являли со-
бою стандартну генерацію силової відповіді, 
зменшення якої лінійно корелювало з часом 
ішемізації. М’язова активність призводить 
до зменшення силової продуктивності, що 
може свідчити про появу м’язової втоми. 
Продемонстровано [1, 8], що розвиток вто-
ми при стимуляціях скелетного м’яза, що 
повторюються, складається з початкового 
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періоду зі зменшенням сили на 10–15 % . 
За ним настає другий етап, коли сила за-
лишається постійною. І, нарешті, кінцевий 
період характеризується різким зменшенням 
сили до низького рівня. Показано також, що 
початкове зниження сили м’яза в цілому 
зумовлено зменшенням зусилля, яка гене-
рується при утворення поперечних містків. 
Наступні етапи зниження сили спричинені 
зменшенням кількості молекулярних моторів, 
тобто поперечних містків, задіяних у генера-
ції механічного зусилля. Отже, в цьому разі 
ми можемо говорити про подібність силових 
відповідей при втомі і штучній ішемії.

Після застосування розвантажувальної 
стимуляції зміна силової відповіді до но-
вого, меншого за значенням рівня ( ділянка 
Δf2), може бути зумовлена фізіологічною 
адаптаційною реакцією ішемізованого м’я-
за для збереження максимально коректної 
реалізацій еферентної активності [5]. При 
додатковому навантаженні процеси генерації 
механічного напруження в досить коротких 
інтервалах часу (до 0,3–0,5с від початку сти-
муляції другим пулом – ділянка Δt3), виявляли 
тенденцію до зменшення: не менше ніж 60 % 
від загальної зміни сили м’яза. Cтатична 
компонента генерації зусилля, що полягала 
у повільному переході до нового, меншого за 
значенням, рівня сили могла бути зумовлена 
фізіологічною адаптаційною ішемізованого 
м’яза [5] для збереження максимально корек-
тної реалізації стимуляційних пулів.

Однією з перешкод при кількісному 
описанні м’язової динаміки є недостатня 
вивченість складних, нелінійних ефектів, як 
розбіжності у співвідношеннях основних па-
раметрів м’язового скорочення: сили та зміни 
довжини в дискретних часових проміжках. 
Перш за все, така розбіжність відображає 
нестаціонарні властивості м’язового ско-
рочення, які у разі ішемічного ушкодження 
м’яза набувають важливого значення [4].

Зміни швидкості генерації силової від-
повіді ішемічно ушкодженого м’яза при 
модульованих змінах частоти еферентної 

стимуляції, спостерігаються в рамках дво-
компонентного стимуляційного сигналу з 
різними часовими розвантажувальними ді-
лянками (див. рис. 1). Переходи від одного 
значення рівноважної сили м’яза (Δf1) до 
іншого (Δf2) при використаному в експери-
менті постійному зовнішньому навантаженні 
та частоти стимуляції відповідають в такому 
разі лінійним зменшенням силових відпові-
дей залежно від одного зовнішнього фактора 
– часу ішемізації м’яза.

При збільшенні часу розвантажувальної 
стимуляції (ділянка Δt2, див. рис. 1) на зміну 
швидкості основних динамічних компонен-
тів проявлялися статичні компоненти, які 
являють собою більш повільне зменшення 
сили м’яза, рівень зменшення яких збігався 
з загальною тривалістю ішемізації органа 
(див. рис. 1). Уповільнення динамічних реак-
цій зі збільшенням часу розвантажувальної 
стимуляції ішемізованого м’яза, принаймні 
частково, могло бути зумовлено нестаціонар-
ними властивостями м’язового скорочення 
[5], які особливо виразно проявляються в 
умовах ішемічного ушкодження м’язових 
волокон [12, 13]. 

При переході від скорочення до подов-
ження м’яза (сегмент на межі ділянок Δt1 
та Δt2), рівень змін статичної компоненти 
(ділянка Δf2) зменшувався зі збільшенням 
часу розвантажувальної стимуляції. Водночас 
зменшення максимальної силової відповіді 
призводило до встановлення нового стаціо-
нарного рівня. Таким чином, зі збільшенням 
часу розвантажувальної стимуляції мінімізу-
валися розбіжності в максимальних силових 
відповідях на ділянках Δf2, які на ділянках Δf1 
збільшувалися з тривалістю ішемії. У частині 
дослідів з вивчення динаміки скоротливих 
процесів ішемізованого камбалоподібного 
м’яза спостерігався тремор. Затухаючі ко-
ливання реєструвались як при подовженні, 
так і при скороченні м’яза. Зі збільшенням 
тривалості розвантажувальної стимуляції 
їхня амплітуда зменшувалася до повного 
зникнення.

Динаміка скорочення ішемізованого камбалоподібного м’яза щура
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Рис. 1. Криві генерації сили ішемізованого камбалоподібного м’яза щура (muscle soleus) за умов застосування мо-
дульованого стимулювального сигналу з часом розвантажувальної стимуляції 1с (І), 2с (ІІ) і 3с (ІІІ): а – частотні зміни 
прикладеної електричної стимуляції, б – криві зміни силової відповіді м’язового скорочення; Δt1 – Δt3 часові інтервали 
стимуляції, Δf1 – Δf3 ділянки зміни силової відповіді
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Слід відмітити, що описані ефекти прояв-
ляються тільки при збільшенні часу розван-
тажувальної стимуляції (Δt2), при незмінному 
часі стимуляції м’яза. При зміні тривалості 
стимуляції від 1 до 2 та 3 с. Відповідно (рис. 
2), значення сили на ділянках Δf3 в усіх ви-
падках залишався майже на одному рівні.

Різний характер проходження приросту 
сили ішемічно пошкоджених м’язів (рис. 3), 
говорить про наявність складної регуляції 
молекулярних механізмів скорочення, яка, 
можливо, відрізняється, залежно від стану, 
в якому перебуває скоротливий апарат. Слід 
підкреслити, що описані ефекти з’являється 
лише за умов стимуляції, близьких до фізі-
ологічних, що свідчить про важливість цих 
процесів у загальному механізмі скорочення 
при ішемії.

Отримані результати вказують на те, що 
частота сигналів еферентної стимуляції не 
визначає кінцевий результат силової продук-

тивності ішемічно пошкоджених м’язів.
Таким чином, у всіх процесах скорочення 

muscle soleus час встановлення стаціонарного 
рівноважного стану статичної компоненти Δf2 
був відносно постійним при збільшенні часу 
розвантажувальної стимуляції і, водночас, 
швидко збільшувався зі зменшенням часу 
розвантажувального еферентного подразнен-
ня. Видно, що при застосуванні модульова-
ної стимуляції спостерігаються кількісні та 
якісні розбіжності у скороченні ішемічно 
пошкодженого камбалоподібного м’яза щура 
перед та після проходження максимального 
плато стимуляції (див. рис. 3). 

Виходячи з того, що скорочення м’яза 
це – динамічний коливальний процес, що 
базується на роботі взаємопов’язаних під-
систем, можна припустити, що в умовах 
виникнення патологічних змін у м’язових 
волокнах, викликаних ішемізацією, повинне 
бути оптимальне співвідношення параметрів 

Рис. 2. Криві генерації сили ішемізованого камбалоподібного м’яза щура (muscle soleus)за умов застосування модульо-
ваного стимулювального сигналу з часом розвантажувальної стимуляції 1с і часом стимуляції на 1 і 1с, 2 і 2с, та 3 і 3с 
відповідно: а – частотні зміни прикладеної електричної стимуляції, б – криві зміни силової відповіді м’язового скорочення; 
Δt1 – Δt3 часові інтервали стимуляції, Δf1 – Δf3 ділянки зміни силової відповіді
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стимуляції, здатних задіяти максимальну 
кількість структур саркомера для найбільш 
оптимального виконання скорочення. Гетеро-
генний склад скоротливого елемента скелет-
ного м’яза ускладнює оцінку пошкодження 
кожного окремого компонента [13, 14]. 
Однак, без сумніву, виявлений зв’язок часу 
встановлення стаціонарного рівноважного 
стану з часом розвантажувальної стимуля-
ції – цікава і важлива властивість ішемічно 
пошкодженого камбалоподібного м’яза, яка 
потребує всебічного вивчення. 

Отже, скорочення ішемічно пошкодже-
ного камбалоподібного м’яза щура характе-
ризується тривалою післядією, яка суттєво 
впливає на подальшу роботу м’яза.

А.Н. Хома, Д.А. Заводовський, Д.Н. Ноздренко, 
О.В. Долгополов, М.С. Мирошниченко  
А.П. Мотузюк

ДИНАМИКА СОКРАЩЕНИЯ  
ИШЕМИЗИРОВАННОЙ КАМБАЛОВИДНОЙ 
МЫШЦЫ КРЫСЫ

Исследовано процессы изменения генерации силового 
ответа искусственно ишемизированой камбаловидной 
мышцы крысы, при использовании електрической стиму-
ляции эферент-сигналом, модулированным по частоте с 
использованием методов тензометрической регистрации 
сокращения. Для индукции процессов ишемии мышц на 
магистральные сосуды нижней конечности животного 
накладывали лигатуры. Показано, что ишемия мышц 
вызывает уменьшение максимальной силовой производи-
тельности и снижает пороговую частоту стимулирующего 

Рис. 3. Криві генерації сили ішемізованого камбалоподібного м’яза щура (muscle soleus) на ділянках Δf3 (1, 2, 3) за умов 
застосування модульованого стимулювального сигналу з часом розвантажувальної стимуляції 1, 2 та 3 с відповідно (а), 
та при зміні часу стимуляції на стаціонарних ділянках 1, 2 та 3 с (б) відповідно 1, 2, 3
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сигнала, которая необходима для выхода сокращения на 
тетанический уровень. Продемонстрировано, что при 
сокращении ишемической мышцы, сила сокращения и 
время установления стационарного равновесного состо-
яния коррелировали со временем разгрузочного сегмента  
стимуляции.
Ключевые слова: мышца, ишемия, динамика сокращения, 
силовой ответ.
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DYNAMICS OF ISCHEMIC SKELETAL SOLEUS 
MUSCLE CONTRACTION OF THE RAT

The processes of change in the rate of generation of power 
response of artificially ischemic muscle using frequency 
modulated electrical efferent stimulation were investigated. A 
strain-gauge technique for registration of contraction process 
was used. Ischemia was induced by ligating main blood vessels 
of lower extremity. It is shown that ischemia causes a decrease 
in muscle performance and reduces maximum frequency of the 
stimulus signal, which leads to the titanic contraction level. It 
is shown that the lowering of ischemic muscle strength and 
reduction of the time that needed to establish a steady state de-
pended on the time of discharge segment in stimulation pattern.
Key words: muscle, ischemia, contraction dynamics, power 
answer.
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Екзокринна функція підшлункової залози  
у щурів за умов експериментального ожиріння 

Вивчали вплив неонатального введення гіперосмолярного хлориду натрію і глутамату натрію на 
екзокринну функцію підшлункової залози у щурів. Встановлено, що за умов ожиріння спостерігався 
розвиток гострого панкреатиту. Так, площа поперечного перерізу ацинусів достовірно зменши-
лася на 12 %, площа поперечного перерізу ядер ациноцитів збільшилася на 10 %, відстань між 
часточками залози зросла на 48 %. Вміст амілази в сироватці крові збільшився на 43%, амілази 
панкреатичної – на 68 %, ліпази – на 24 %. 
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ВСТУП

Ожиріння без перебільшення можна назвати 
епідемією світового масштабу, оскільки кіль-
кість осіб як серед дорослого, так і серед дитя-
чого населення, що мають надмірну масу тіла, 
постійно збільшується [8]. І якщо ця тенденція 
збережеться, то все населення економічно роз-
винутих країн до середини наступного сторіччя 
буде страждати на ожиріння [8]. Насамперед 
це зумовлено малорухливим способом життя 
і висококалорійним харчуванням, що приз-
водить до дисбалансу між надходженням та 
використанням енергії [1]. За даними вчених 
з університету Північної Кароліни, кількість 
людей з надлишковою масою тіла переви-
щує кількість голодуючих. Це стосується як 
багатих країн, так і тих, що розвиваються. У 
Сполучених Штатах та інших країнах з 1980 по 
2004 р. поширеність ожиріння зросла з 15 до  
33 % серед дорослого населення, а надлишко-
вої маси тіла у дітей, що часто в дорослому віці 
призводить до ожиріння, збільшилась з 6 до  
19 % [14, 18]. В Україні 30–40 % населення 
має зайву масу тіла, серед дітей і підлітків 
ожиріння становить 11–15 % [2].

Ожиріння є причиною розвитку багатьох 
захворювань серцево-судинної системи (ар-

теріальна гіпертонія, атеросклероз, ішемічна 
хвороба серця), інсульту, інсуліннезалежно-
го цукрового діабету, передчасної смерті, 
захворювання опорно-рухового апарату 
(остеохондроз хребта та обмінно-дистро-
фічний поліартрит), хвороби гепатобіліарної 
системи (дискінезія жовчного міхура, хро-
нічний холецистит, жовчнокам’яна хвороба), 
пухлини низки локалізацій, зокрема рак 
легень, молочної залози, тіла матки і яєчни-
ка, порушення оваріально-менструального 
циклу, дисліпідемія у жінок [1, 19]. Ожиріння 
зменшує тривалість життя на 3–5, а інколи 
на 15 років. Від захворювань, які пов’язані з 
ожирінням, в світі щорічно помирає 2,5 млн. 
людей. При схудненні на 10 % ризик розвитку 
серцево-судинної патології знижується на  
9 %, цукрового діабету – на 44%, смертність 
від онкологічних захворювань, асоційованих 
з ожирінням – на 40 %, загальна смертність 
– на 20 % [1].

Ожиріння і метаболічні порушення, які 
виникають, є одним з етіологічних факто-
рів хвороб підшлункової залози. За останні 
30 років відзначено більш ніж двократне 
зростання частоти панкреатитів. Якщо на 
початку ХХ сторіччя захворюваність на гос
трий панкреатит була низькою, то вже на 
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межі ХХ–XXI століть за кількістю випадків 
це захворювання наздогнало гострий апен-
дицит. Незважаючи на досягнуті успіхи в 
діагностиці та лікуванні панкреатитів, ос-
танніми роками відзначено зростання кіль-
кості людей із цією патологією, збільшення 
частоти рецидивів, тривалості загострень, 
активності клінічних проявів. Значна частина 
лікарів пов’язує це з порушенням характеру 
харчування та ожирінням. Механізми взаємо-
зв’язку ожиріння і захворювань підшлункової 
залози залишаються до кінця незрозумілими 
і вимагають детального вивчення. У зв’язку 
з цим метою роботи було дослідити морфо-
функціональний стан підшлункової залози 
щурів за умов експериментального ожиріння.

МЕТОДИКА

Дослідження проведені на 40 щурах-самцях 
з дотриманням нормативів Конвенції з біо-
етики Ради Європи 1997 р., Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментальних 
та інших наукових цілей, загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, ухвале-
них Першим національним конгресом України 
з біоетики (вересень 2001 р.), інших міжна-
родних угод та національного законодавства 
в цій галузі. Тварин утримували в умовах 
акредитованого віварію згідно зі «Стандарт-
ними правилами по упорядкуванню, устат-
куванню та утриманню експериментальних 
біологічних клінік (віваріїв)». Прилади, що 
використовувалися для наукових досліджень, 
підлягали метрологічному контролю.

За добу до експерименту тварин піддавали 
харчовій депривації з вільним доступом до 
води. Щури були розділені на 4 групи. До І 
контрольної групи ввійшли інтактні 4-місячні 
щури. Новонародженим щурам дослідних 
груп на 2, 4, 6, 8, 10-ту добу життя підшкірно 
вводили фізіологічний розчин (8 мкл/г, ІІ гру-
па), гіперосмолярний розчин хлориду натрію 
(8 мкл/г, ІІІ група) і глутамат натрію (4 мг/г, 
ІV група) [12]. Через 4 міс у щурів всіх груп 

було проаналізовано зміни маси тіла. Після 
чого тварин декапітували за допомогою ле-
тальної дози уретану (3 г/кг, внутрішньооче-
ревинно), видаляли та зважували вісцераль-
ний жир. Підшлункову залозу видаляли та 
фіксували у 10%-му нейтральному формаліні 
впродовж 1–2 діб. Далі препарат піддавали 
зневодненню у розчинах етилового спирту в 
зростаючих концентраціях (70, 80, 90, 96 % 
– по одній добі у кожному розчині), просвіт-
ленню у діоксані (0,5–2 год) та хлороформі 
(1 год), просочуванню сумішшю парафіну 
з хлороформом 1:1 (до 2 год при +37 оС) та 
чистим парафіном (2 год при +56 оС), після 
чого заливали у чистий розплавлений пара-
фін. Парафінові зрізи підшлункової залози  
завтовшки до 5 мкм виготовляли на санному 
мікротомі, фарбували гематоксиліном з до-
фарбуванням еозином [7].

Гістологічні препарати аналізували при 
збільшенні мікроскопа у 200 і 1500 разів. 
Кольорові мікрофотографії отримували за 
допомогою цифрової фотокамери Olympus 
C-5050 Zoom та мікроскопа Olympus BX-41 
(«Olympus Europe GmbH», Японія). 

На знімках, отриманих зі збільшенням у 
1500 разів, вимірювали площу поперечного 
перерізу ядер ендокринних і екзокринних клі-
тин підшлункової залози, площу поперечного 
перерізу екзокринних клітин і відстань між 
часточками залози за допомогою програм-
ного забезпечення UTHSCSA ImageTool, яке 
було розроблено у Техаському державному 
університеті (Сан-Антоніо, 1995–2002 р.). У 
сироватці крові визначали вміст амілази, пан-
креатичної амілази та ліпази стандартними 
біохімічними методами [9].

Наші результати згідно з тестом Ша-
піро–Вілкса були розподілені нормально і 
представлені у вигляді М±m. Статистичне 
порівняння між групами проводили з вико-
ристанням критерію t Стьюдента для незв’я-
заних вибірок. Статистична значимість була 
встановлена на рівні Р<0,05.

Екзокринна функція підшлункової залози у щурів за умов експериментального ожиріння
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У інтактних щурів І і тварин ІІ групи (фізіо
логічний розчин) підшлункова залоза мала 
типову будову. Ацинуси її екзокринної ча-
стини були нормальної будови, ациноцити 
мали конічну форму та виражену полярність 
– апікальну (зимогенну) та базальну (гомо-
генну) зони. У базальній частині ациноцитів 
розміщені ядра з чітко окресленими ядер-

цями (рис. 1). Площа поперечного перерізу 
ацинусів становила 1273,0±62,7 мкм2, ядер 
ациноцитів – 19,8±0,3 мкм2, а відстань між 
часточками підшлункової залози у щурів кон-
трольної групи – 2,7±0,1 мкм (рис. 2). 

Вміст ферментів (амілаза, панкреатична 
амілаза, ліпаза), що характеризують стан 
підшлункової залози, був в межах норми 
(таблиця). Значущих змін маси тіла та вісце-
рального жиру не спостерігалося.

Рис. 1. Мікрофотографії підшлункової залози щурів – нормальна гістологічна будова екзокринної паренхіми: а – інтактний 
контроль, б – фізіологічний розчин. Забарвлення гематоксиліном-еозином. Зб. х200

а б

Вміст ферментів (ум.од./л) у сироватці крові щурів з експериментальним ожирінням (M±m)

Групи тварин Амілаза Панкреатична амілаза Ліпаза
Інтактний контроль 61±4,80 22±1,51 17±1,53
Фізіологічний розчин 60±4,80 23±1,45 17±1,91
Гіперосмолярний розчин 
хлориду натрію 86±6,88* 37±1,29* 21±1,91*
Глутамат натрію 115±9,20*,** 59±6,67*,** 70±5,60*,**
*Р<0,05 щодо контролю, **Р<0,05 щодо гіперосмолярного розчину хлориду натрію.

У щурів, що отримували гіперосмоляр-
ний розчин хлориду натрію (ІІІ група), маса 
тіла та вісцерального жиру перевищувала 
контрольні показники на 85 і 151 % (Р<0,01) 
відповідно (рис. 3). 

У підшлунковій залозі спостерігався ви-
ражений міжчасточковий набряк (рис. 4,а), 
міжчасточковий і периваскулярний ліпоматоз. 
Виявлені ділянки з лімфоїдно-клітинною ін-

фільтрацією та з вогнищевим некрозом парен-
хіми (див. рис. 4,б). Площа поперечного пере-
різу ацинусів була знижена на 12 % (Р<0,05), а 
ядер ациноцитів збільшена на 10 % (Р<0,05), 
відстань між часточками залози – на 48 % 
(Р<0,05) щодо контролю (див. рис. 2). Вміст 
ферментів у сироватці крові був збільшений: 
амілази на 43 %, амілази панкреатичної –  
68 % і ліпази – на 24 % (Р<0,05; див. таблицю). 
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Отже, у щурів, що отримували гіперосмо-
лярний розчин хлориду натрію в неонаталь-
ному періоді, екзокринна (зовнішньосекре-
торна, або екскреторна) функція підшлунко-
вої залози була порушена, що проявлялося у 
збільшенні концентрації ферментів (амілази 
та ліпази) в крові, яке спостерігається при 
гострому панкреатиті [6]. Таким чином, роз-
вивалось ожиріння у дорослому віці, маса 
тіла щурів та маса вісцерального жиру пе-
ревищувала контрольні значення в 1,9 та 2,4 

раза відповідно. Ін’єкції з гіперосмолярним 
розчином новонародженим щурам пору-
шували систему регуляції водно-сольового 
балансу. Показано, що підвищене вживання 
харчової солі призводить до зростання кон-
центрації натрію в плазмі крові, внаслідок 
чого стимулюється спрага, збільшуючи тим 
самим споживання рідини. Це призводить до 
збільшення об’єму циркулюючої крові [3, 5, 
11]. Дійсно, щури, яким вводили гіперосмо-
лярний розчин хлориду натрію, споживали 

Рис. 2. Морфометричні показники підшлункової залози ( а – площа поперечного перерізу ацинусів, б – площа поперечного 
перерізу ядер ациноцитів, в – міжчасточкова відстань): 1 – інтактний контроль; 2 – фізіологічний розчин; 3 – гіперосмо-
лярний розчин хлориду натрію; 4 – глутамат натрію.*Р<0,05 щодо контролю
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Рис. 3. Зміни маси тіла (а) та вісцерального жиру (б) у щурів за умов експериментального ожиріння: 1 – інтактний контр-
оль; 2 – фізіологічний розчин; 3 – гіперосмолярний розчин хлориду натрію; 4 – глутамат натрію.*Р<0,01 щодо контролю
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воду значно більше, ніж у інших досліджу-
ваних групах.

За даними літератури, іони натрію подраз-
нюють супраоптичні ядра переднього відділу 
гіпоталамуса, що призводить до підвищеного 
синтезу вазопресину, котрий по аксонам їх-
ніх нейронів транспортується через задній 
відділ гіпоталамуса у задні частки гіпофіза, а 
з нього в кров’яне русло. Кровотоком А вазо-
пресин (аргініновий) заноситься в збиральні 
трубочки нирок і за допомогою V2-рецепторів 
відкриває в їх стінці авкапорини, через які 
вода переходить у міжклітинний простір й 
далі в кров. Це призводить до накопичення  
її в організмі, розвитку набряків і зростання 
маси тіла щурів [4].

Коли підвищена концентрація виділеного 
вазопресину потрапляє в латеральні ядра 
гіпоталамуса (центр голоду) внаслідок їх 
стимуляції розвиваться прожерливість (гіпер-
фагія), якщо у вентромедіальні ядра (центр 
насичення) і пригнічує їх – до безперервного 
вживання їжі та ожиріння.

Надмірне вживання харчової солі при-
зводить до накопичення Na+ в організмі, які 
викликають деполяризацію зовнішньосе-
креторних клітин підшлункової залози [5], в 
результаті чого їх синтетична функція зростає 
(про це свідчить збільшення концентрації її 

ферментів – амілази і ліпази крові). В процесі 
наростаючого ожиріння, завдяки зворотному 
негативному зв’язку, накопичуваний жир 
самостійно стимулює синтез цих ферментів.

L-вазопресин (лізиновий) через V1-
рецептори деполяризує гладенькі м’язи 
судин. Вони, скорочуючись, викликають 
тривале звуження судинного русла, що при-
зводить до погіршення кровопостачання 
підшлункової залози та її секреторних клітин. 
Тривале звуження судин, дефіцит кисню і 
поживних речовин у тканинах викликають 
значні метаболічні та структурні зміни в 
залозі, які за допомогою зворотного зв’язку 
спричинюють посилене утворення клітина-
ми залози місцевих судинорозширювальних 
речовин. Висловлюється думка, що місцеві 
вазодилататори дифундують до прекапіляр-
них сфінктерів, метаартеріол і артеріол і ви-
кликають їх значне тривале розширення (що 
спостерігалось у наших дослідженнях). До 
таких судинорозширювальних речовин відно-
сяться: гістамін, аденозин, вуглекислий газ, 
іони калію і водню. Тобто розвиток значних 
структурних змін тканин підшлункової зало-
зи проявляється її дисфункцією, подібною до 
клінічних форм гострого панкреатиту.

У щурів, що отримували глутамат натрію 
(ІV група), маса тіла та вісцерального жиру 

а б
Рис. 4. Мікрофотографії підшлункової залози ІІІ групи щурів – міжчасточковий набряк (а), ділянка некрозу паренхіми, 
лімфоїдно-клітинна інфільтрація (б). Забарвлення гематоксиліном-еозином. Зб. х200
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перевищувала контрольні значення на 76 і 
395 % (Р<0,001) відповідно. Статистичної 
різниці між значеннями маси тіла в ІІІ та IV 
групах не було, проте маса вісцерального 
жиру, в групі щурів, що отримували в нео-
натальному періоді глутамат натрію, була в 
2 рази більше, ніж у тварин, які отримували 
хлорид натрію та в 5 разів порівняно з контр-
олем (див. рис. 3). У підшлунковій залозі цієї 
групи спостерігався виражений міжчасточ-
ковий набряк (рис. 5,а), міжчасточковий та 
периваскулярний ліпоматоз (див. рис. 5,б). 
Судини були різко розширені, спостерігало-
ся повнокров’я, утворювались екстравазати. 
Площа поперечного перерізу ацинусів у 
порівнянні з інтактним контролем була зни-
жена на 16 % (Р<0,05). Площа поперечного 
перерізу ядер ациноцитів була збільшена на 
15 %, відстань між часточками підшлункової 
залози – на 63 % (Р<0,05) щодо контролю. 
Статистичної різниці у морфометричних по-
казниках між ІІІ і IV групами щурів не було. 

Концентрація ферментів у сироватці крові 
в IV групі щурів була збільшена у порівнянні 
з контрольною групою, а саме амілази – на  
92 % (Р<0,001), амілази панкреатичної – 
на 168 % (Р<0,001) та ліпази – на 312 % 
(Р<0,001), що в 1,3, 1,6 та в 3,3 раза відпо-
відно більше, ніж в ІІІ групі (див. таблицю).

Отримані результати підтверджують 
дані інших дослідників, які встановили, що 
введення новонародженим гризунам глута-
мату натрію індукує розвиток вісцерального 
ожиріння у дорослих тварин та є моделлю 
ожиріння [15], а також викликає ураження в 
дугоподібному та вентромедіальному ядрах 
гіпоталамуса, які стають менш чутливими до 
лептину та інсуліну (гормонів насичення), в 
результаті чого розвивається гіперлептинемія 
та гіперінсулінемії [13]. Водночас він суттєво 
стимулює секрецію шлунковими залозами 
греліну, який накопичується в гіпоталамусі 
та стимулює центри голоду, що призводить 
до посилення апетиту.

Зміни структури і функції підшлункової 
залози розвиваються при глутамат-натрієво-
му ожирінні і є більш вираженими, ніж при 
введенні гіперосмолярного розчину хлориду 
натрію. Натрієва сіль глутамінової кислоти є 
класичним орексигеном (збільшує вживання 
їжі та її засвоєння). Механізм її дії пов’язаний 
насамперед з дугоподібними ядрами гіпотала-
муса, нейрони яких синтезують орексигенні 
речовини – нейропептид Y (NPY – нейрони) і 
меланінопосередковий білок (AGRP – нейро-
ни). Підвищення їх концентрації в організмі 
різко посилює засвоєння їжі, знижує витрати 
енергії, призводить до вираженого ожиріння. 

Рис. 5. Мікрофотографії підшлункової залози IV групи щурів – міжчасточковий набряк (а), виражений міжчасточковий 
ліпоматоз (б). Забарвлення гематоксиліном-еозином. Зб. х200 

а б
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Важливу роль у механізмах ожиріння 
відіграє гастроінтестинальний гормон грелін, 
який виділяється парієтальними клітинами 
шлунка, слизовою оболонкою ясен і пара-
донта та в значно меншій кількості кишками. 
Вміст греліну в крові підвищується натщесер-
це перед і в перші хвилини після вживання 
їжі. Це дало можливість трактувати його як 
гормон апетиту, стимулятор вживання і зас-
воєння їжі [13].

Таким чином, неонатальне введення 
гіперосмолярного розчину хлориду натрію і 
глутамату натрію призводило до ожиріння в 
дорослому віці та розвитку гострого панкре-
атиту, що підтверджувалося зміною морфо-
метричних показників підшлункової залози 
та зростанням концентрації її ферментів у 
сироватці крові.

И.В. Лещенко, В.Г. Шевчук, А.А. Савченюк, 
Т.М. Фалалеева, C.А. Суходоля, Т.В. Береговая 

ЭКЗОКРИННАЯ ФУНКЦИЯ  
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ У КРЫС ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ОЖИРЕНИИ

Изучали влияние неонатального введения гиперосмоляр-
ного хлорида натрия и глутамата натрия на экзокринную 
функцию поджелудочной железы у крыс. Установлено, что 
при ожирении наблюдалось развитие острого панкреатита. 
Так, площадь поперечного сечения ацинусов уменьшилась 
на 12 %, площадь поперечного сечения ядер ациноцитов 
увеличилась на 10 %, расстояние между дольками железы 
выросла на 48 %. Содержание амилазы увеличилося на 43 
%, амилазы панкреатической – на 68 %, липазы – на 24 %.
Ключевые слова: ожирение, гиперосмолярный хлорид 
натрия, глутамат натрия, поджелудочная железа, острый 
панкреатит.

I.V. Leschenko, V.G. Shevchuk, O.A. Savchenyuk, 
T.M. Falalyeyeva, S.A. Suhodolya, T.V. Beregova 

EXOCRINE FUNCTION OF PANCREAS IN 
RATS UNDER EXPERIMENTAL OBESITY

The influence of neonatal administration of hyperosmolar 
sodium chloride and sodium glutamate on the exocrine 
function of the pancreas in rats has been investigated. It 
was observed the development of acute pancreatitis under 
experimental obesity. The cross-section area of acini 
reduced by 12 %, the cross-section area of acinocytes nuclei 
increased by 10 %, the length between the lobes of the gland 

has grown by 48 %. The level of amylase was increased by  
43 %, the levels of pancreatic amylase and lipase were 
increased by 68 % and 24 %, respectively.
Key words: obesity, hyperosmolar sodium chloride, 
monosodium glutamate, pancreas, acute pancreatitis.
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О.І. Савчук, В.С. Мельник, С.В. Гончаров, В. Ю. Шандюк, Д.О. Строй,  
В.Є. Досенко, Л.І. Соколова, Г.Г. Скибо 

Частота алельного поліморфізму генів субодиниць 
конституційної та імунної протеасом у хворих  
на ішемічний інсульт

Представлені результати визначення частоти алельного поліморфізму генів, що кодують великі 
мультифункціональні протеази LMP2 (Arg60→His-поліморфізм) та α6-субодиницю кіркової частини 
протеасоми (C-8→G-поліморфізм), у хворих на ішемічний інсульт, використовуючи метод поліме-
разної ланцюгової реакції в реальному часі. Алельні варіанти гена PSMA6 розподілилися наступним 
чином: C/С – 80,2 %, С/G – 19,8 %, G/G – не зареєстровано (в контрольній групі) та C/С – 75,5 %, 
С/G – 21,4 %, G/G – 3,1 % у хворих (P=0,22). Встановлено, що частота алельних варіантів гена 
LMP2 була такою: Arg/Arg 53,3 %, Arg/His – 43,5 %, His/His – 6,7 % в контрольній групі, а у хворих 
– Arg/Arg – 55,9 %, Arg/His – 34,3 %, His/His – 9,8 % (P >0,05). Отримані результати свідчать про 
те, що поліморфізми генів LMP2 та PSMA6 не впливають на ймовірність виникнення ішемічного 
інсульту в українській популяції.
Ключові слова: протеасома, поліморфізм поодиноких нуклеотидів, ішемічний інсульт.
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ВСТУП

Ішемічний інсульт є однією з найважливіших 
причин інвалідизації та смертності населен-
ня у розвинених країнах [10, 14]. За даними 
Всесвітньої організації охорони здоров’я 
(ВООЗ), щорічно від цього захворювання 
помирає близько 5 млн людей (1 випадок на 
1000 населення) [8]. Інсульт є мультифактор-
ним полігенним захворюванням, що спри-
чинюється взаємодією негативних факторів 
навколишнього середовища та генетичних 
варіацій. Численні епідеміологічні обсте-
ження сімей, особливо з близнюками, вказу-
ють на наявність факторів, які зумовлюють 
схильність до розвитку інсульту в поєднанні з 
іншими факторами ризику [10]. Атеросклероз 
розглядається як одна з причин розвитку ін-
сульту, так само як і інших серцево-судинних 
захворювань [12]. У патогенезі останнього 
активно вивчається роль протеасомного 
протеолізу [7–9]. Протеасома є основним 

нелізосомним мультикаталітичним проте-
азним комплексом, залученим у деградацію 
більшості внутрішньоклітинних білків і має 
велике значення при апоптозі, клітинному 
циклі, проліферації, диференціації та імунній 
відповіді [17]. 

Показано, що протеасомне розщеплення 
внутрішньоклітинних білків відіграє значну 
роль у регуляції обміну ліпопротеїдів, екс-
пресії молекул клітинної адгезії, апоптозі 
гладеньком’язових та ендотеліальних клітин, 
тобто в процесах, що мають принципове 
значення в атерогенезі [2]. З іншого боку, 
визначено алельні варіанти генів, що кодують 
субодиниці протеасоми, а також проводяться 
дослідження, спрямовані на вивчення асоці-
ації між генетичними варіаціями та ймовір-
ністю розвитку багатьох серцево-судинних 
захворювань, зокрема ішемічного інсульту 
[15]. Так виявлено наявність цілої низки SNP 
(від англ. single nucleotide polymorphism) у 
гені, що кодує α6-субодиницю протеасоми 
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(PSMA6), а один з найбільш розповсюджений 
у популяції ген (C-8→G, rs1048990) частіше 
зустрічається у хворих на інфаркт міокарда 
та збільшує транскрипційну його активність 
[12].

При дослідженні розподілу варіантів 
SNP PSMA6 у популяціях західної Європи та 
Японії, виявили низьку частоту виникнення 
генотипу гомозигот за мінорним алелем гена 
PSMA6 у хворих з інфарктом міокарда (1–2 
та 3–8 % відповідно).

Показано, що у хворих на цукровий діабет 
з інфарктом міокарда більш часто зустрі-
чається G-алель порівнянно з контролем, 
при цьому достовірно збільшується частота 
G-алеля PSMA6 у хворих на цукровий діабет 
з інфарктом міокарда в порівнянні з такими 
без інфаркту [1, 4, 5, 13].

Японські дослідники Suita та Takashima 
[16] показали, що C-8→G SNP достовірно 
асоціюється зі щільністю каротидної ар-
терії, припускаючи що це відіграє значну 
роль у патогенезі атеросклерозу. При цьому 
Bennett та співавт. [2] встановили протилеж-
не, досліджуючи алельний поліморфізм гена 
PSMA6, вони виявили, що тютюнопаління, 
артеріальна гіпертензія чи цукровий діабет не 
впливають на виникнення інфаркту міокарда.

Не меншу увагу привертають поліморфіз-
ми в субодиницях імунопротеасоми – муль-
тикаталітичного комплексу, що утворюється 
при дії на клітини прозапальних цитокінів 
(насамперед, γ-інтерферону), а також експре-
сується постійно в деяких органах, у тому 
числі в головному мозку. Glenn Y. Deng та 
співавт. [5] встановлено залежність між цу-
кровим діабетом та поліморфізмом гена, що 
кодує субодиницю імунопротеасоми LMP2 
(Arg60→His). Нами встановлено, що частота 
розподілу цього алельного поліморфізму та 
варіанту α6-субодиниці протеасоми (C-8→G) 
відрізняє хворих на первинну артеріальну 
гіпертензію [6]. 

Мета нашої роботи – дослідити частоту 
алельних варіантів генів PSMA6 та LMP2, що 
кодують субодиниці протеасоми, у хворих на 

ішемічний інсульт в український популяції та 
провести аналіз впливу вказаних поліморфіз-
мів на клінічні показники. 

МЕТОДИКА

Обстежено 102 пацієнти (дослідна група) з 
гострим ішемічним інсультом – 54 (52,9 %) 
чоловіків та 48 (47,1 %) жінок, середній вік 
яких на момент розвитку інфаркту мозку 
становив 70,4±9,9 роки. Вогнище інфаркту 
локалізувалося: в басейні лівої передньої 
мозкової артерії – у 1 (1 %) хворого; в ба-
сейні лівої середньої мозкової артерії – у 47 
(46,1 %) хворих; в басейні правої середньої 
мозкової артерії – у 37 (36,3 %) хворих; у 
вертебрально-базилярному басейні – у 17 
(16,6 %). Двадцять хворих в анамнезі вже 
перенесли ішемічний інсульт – 14 (13,7%) в 
тому ж басейні та 6 (5,9%) в іншому судин-
ному басейні.

Вихідний рівень неврологічного дефіциту 
в середньому становив 12,0±2,1 бала: у 43 
(42,2 %) хворих порушення були тяжкими 
(13,8±0,7 бала), у 46 (45,1 %) — середньої 
тяжкості (11,5±1,5 бала), у 13 (12,8 %) — 
легкими (7,8±0,4 бала). 

Контрольна група складалася з 92 осіб, 
середній вік яких становив 71,3±10,2 роки, 
що за основними показниками та факторами 
ризику інсульту не відрізнялися від пацієнтів 
із гострими порушеннями мозкового крово-
обігу (транзиторними ішемічними атаками, 
ішемічного або геморагічного інсульту) в 
анамнезі.

Гендерне співвідношення контрольної 
групи становило 45 чоловіків (48,9 %) та 
47(51,1 %) жінок, а в дослідній групі – 54 
(52,9 %) чоловіків та 48 (47,1 %) жінок. Гі-
пертонічна хвороба була виявлена у 77 осіб 
контрольної групи та у 84 осіб із гострими 
порушеннями мозкового кровообігу. Мигот-
ливу аритмію було діагностовано у 24 людей 
контрольної групи та у 25 людей дослідної 
групи. У 11 осіб контрольної групи було 
виявлено інфаркт міокарда в анамнезі, у 24 

Частота алельного поліморфізму генів субодиниць конституційної та імунної протеасом
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– цукровий діабет. У пацієнтів із гострими 
порушеннями мозкового кровообігу інфаркт 
міокарда був зареєстровий у 12, а цукровий 
діабет у 19 осіб.

Матеріалом дослідження була венозна 
кров хворих на ішемічний інсульт, що про-
ходили лікування у 1-му та 2-му невроло-
гічному відділенні Київської міської лікарні 
№4. Венозну кров забирали в стерильних 
умовах у моновети об’ємом 2,7 мл з кальціє-
вою сіллю етилендіамінтетраоцтової кислоти 
(11,7 ммоль/л ) як антикоагулянта (“Sarstedt”, 
Німеччина).

ДНК виділяли з цільної крові із викорис-
танням наборів (“NucleoSpin®Blood”, США) 
згідно з рекомендаціями виробника. 

Алельний поліморфізм генів PSMA6 
(C-8→G; rs1048990) та LMP2 (Arg60→His; rs 
17587) визначали із застосуванням методики 
полімеразної ланцюгової реакції в реальному 
часі. Для ампліфікації ділянки зазначеного 
гена застосовували пару специфічних прайме-
рів: прямий (forward) – PSMB9_F 5’-TGAAC-
CGAGTGTTTGACAAGCT-3’ і зворотний 
(reverse) – PSMB9_R 5’-CAGCAGCTGAAC-
CAGAGAGT-3’, а також флуоресцентні зонди 
до мажорного та мінорного алеля (PSMB9_V 

VIC 5’-ACGAGCGCATCTAC-3’, PSMB9_M 
FAM 5’-CACGAGCACATCTAC-3’). Для 
ампліфікації брали 0,5 мкл ДНК і додавали 
до суміші, що містила 10 мкл 2-кратного 
TaqMan PCR Master Mix, 0,5 мкл 40-кратної 
суміші специфічних праймерів і зондів, об’єм 
доводили до 20 мкл деіонізованою водою.

Алельний поліморфізм гена PSMA6 
(C-8→G) (rs 1048990) визначали із застосу-
ванням TaqMan® SNP Assay C_11599359_10 
та 7500 Fast Real Time PCR System (“Applied 
Biosystems”, СШA) [13]. Для ампліфікації 
брали 0,5 мкл ДНК і додавали до суміші, 
що містила 10 мкл 2-кратного TagMan PCR 
Master Mix, 0,5 мкл 40-кратного TaqMan® 
SNP Assay C_11599359_10, об’єм доводили 
до 20 мкл деіонізованою водою. Програма 
ампліфікації складалася з 50 циклів (денату-
рація – 92 °C, 15 с, гібридизація та елонгація 
– 60 °C, 1 хв), після чого проводили аналіз з 
дискримінації алелей (рис.1, 2).

Статистичний аналіз проведено за допо-
могою програмного пакета SPSS версія 20.0, 
а також за законом Харді–Вайнберга для 
розподілу генів у популяції. Для створення 
прогностичної моделі ризику виникнення 
інсульту була використана бінарна логістична 

Рис. 1. Результати дискримінаційного аналізу алелей гена 
PSMA6 (C–8→G) із застосуванням 7500 Fast Real-time 
PCR System між людьми контрольної групи та хворими на 
ішемічний інсульт: І – гомозиготи С/С, ІІ – гетерозиготи 
С/G, ІІІ – гомозиготи G/G

Рис. 2. Результати дискримінаційного аналізу алелей гена 
LMP2 (Arg60→His) із застосуванням 7500 Fast Real Time 
PCR між здоровими людьми контрольної групи та хворими 
на ішемічний інсульт: І – гомозиготи Arg/Arg, ІІ – гетеро-
зиготи Arg/His, ІІІ – гомозиготи His/His
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регресія. Предиктори були такі: 2 поліморфіз-
ми (PSMA6 та LMP2), стать і вік. При про-
веденні обробки результатів нам не вдалося 
виявити статистично-значимих предикторів 
(Р > 0,05), які б дали змогу з певною йморініс-
тю прогнозувати ризик розвитку інсульту.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У результаті генотипування було встановлено, 
що частота різних алельних варіантів гена 
протеасоми PSMA6 (С-8→G) у пацієнтів з іше-
мічним інсультом була такою: C/С – 75,5 %, 
С/G – 21,4 % , G/G – 3,1 %, що достовірно 
не відрізнялося від контролю: C/С – 80,2 %, 
С/G – 19,8 % , G/G – не зареєстровано (Р=0,22 
за критерієм χ2 ; рис. 3.).

При генотипуванні встановлено, що 
частота різних алельних варіантів субоди
ниці імунопротеасоми LMP2 у хворих дос 
товірно відрізнялася від пацієнтів без 
ін сульту  та  була  наступною:  Arg /Arg 
– 55,9 %, Arg/His – 34,3 %, His/His –  
9,8 %, а у контролі: Arg/Arg – 53,3 %, Arg/
His – 43,5 %, His/His – 6,7 % (Р>0,05; див. 
рис. 3).

Ми проаналізували вік, в якому розви-
нувся ішемічний інсульт у хворих з різними 
алельними варіантами субодиниць гена LMP2 
(Arg60→His) та PSMA6 (С-8→G). Встанов-
лено, що середній вік хворих з мажорним 
гомозиготним алельним варіантом (Arg/Arg) 

становив 69,4±10,8 роки, алельним варіан-
том (Arg/His) – 73,9±7,7 роки та мінорним 
гомозиготним алельним варіантом (His/His) 
– 63,3±6,5 роки. Таким чином, було втанов-
лено, що у пацієнтів-гомозигот за мінорним 
алельним варіантом гена LMP2 ішемічний 
інсульт розвинувся в середньому на 10,6 років 
раніше порівняно з гетерозиготним варіантом 
(Arg/His) та на 6,1 роки раніше порівняно з 
хворими з мажорним гомозиготним варіан-
том (Arg/Arg). Подібну, однак дещо менш 
виражену, тенденцію виявлено і при аналізі 
впливу алельного поліморфізму субодиниці 
гена протеасоми PSMA6 (С-8→G): середній 
вік хворих з мажорним гомозиготним алель-
ним варіантом (С/С) становив 70,3±10,3 роки, 
гетерозиготним – (С/G) – 71,7±9,5 роки та мі-
норним гомозиготним – (G/G) – 66,0±9,5 роки 
(Р>0,05). У хворих з мінорним гомозиготним 
алельним варіантом субодиниці гена протеа-
соми PSMA6 (G/G) ішемічний інсульт виник 
в середньому на 5,7 роки раніше порівняно з 
пацієнтами з гетерозиготним варіантом (C/G) 
та в середньому на 4,3 роки раніше порівняно 
з особами з мажорним гомозиготним алель-
ним поліморфізмом (С/С; Р >0,05).

Також ми проаналізували поширеність 
цукрового діабету, миготливої аритмії, пере-
несеного в минулому інфаркту міокарда та 
ішемічного інсульту серед пацієнтів з різними 
алельними варіантами субодиниць гена LMP2 
(Arg60→His) та гена PSMA6 (С-8→G; таблиця). 

Частота алельного поліморфізму генів субодиниць конституційної та імунної протеасом

Рис. 3. Частота алельних варіантів субодиниці гена протеасоми PSMA6 (С-8→G) (а), імунопротеасоми LMP2 (Arg60→His) 
(б) серед осіб контрольної (1) та хворих дослідної груп (2) 
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При порівнянні частоти вищезгаданих 
факторів ризику у хворих з різними варі-
антами субодиниць гена PSMA6 (С-8→G) 
встановлено, що у пацієнтів з мінорним ва-
ріантом генотипу поширеність перенесених 
у минулому інфаркту міокарда та ішемічного 
інсульту, хоча й не сягали достовірної різни-
ці, були більш розповсюдженими порівняно 
з гетерозиготним і мажорним гомозиготним 
варіантом субодиниць гена PSMA6: інфаркт 
міокарда в анамнезі зареєстровано у 1 з 3 
хворих (Р=0,098), а перенесений в минулому 
ішемічний інсульт у 2 з 3 хворих (Р=0,056). 
Поширеність цукрового діабету та миготли-
вої аритмії достовірно не відрізнялися (див. 
таблицю).

У результаті проведеного порівняння 
нами встановлено, що поширеність цукрово-
го діабету серед хворих на гострий ішемічний 
інсульт з різними алельними варіантами су-
бодиниць гена LMP2 (Arg60→His) достовірно 
відрізнялась (Р=0,032): найбільш поширеним 
цукровий діабет був серед пацієнтів з гетеро-
зиготним варіантом (Arg/His) – зареєстрова-
ний у 11 (31,4 %) з 36 хворих. Поширеність 
миготливої аритмії, перенесених в минулому 

інфаркту міокарда та ішемічного інсульту 
достовірно не відрізнялась у пацієнтів з 
різними варіантами субодиниць гена LMP2 
(див. таблицю).

Таким чином, встановлено, що частота 
різних алельних варіантів гена субоди-
ниці протеасоми PSMA6 та імунопро-
теасоми LMP2 у хворих на ішемічний 
інсульт достовірно не відрізнялася від 
пацієнтів без інсульту. Нами виявлено, 
що у пацієнтів з мінорним гомозигот-
ним алельним варіантом (His/His) гена 
субодиниці імунопротеасоми LMP2 та у 
осіб з мінорним гомозиготним алельним 
варіантом субодиниці гена протеасоми 
PSMA6 (G/G) ішемічний інсульт вини-
кає в значно молодшому віці порівняно з 
пацієнтами з гетерозиготним і мажорним 
гомозиготним поліморфізмом; цукровий 
діабет був серед пацієнтів з гетерозигот-
ним варіантом (Arg/His).

Подальші дослідження, можливо, вка-
жуть як поліморфізми впливають на ризик 
розвитку артеріальної гіпертензії та інфар-
кту міокарда, але не пов’язані з ішемічним 
інсультом.
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Поширеність цукрового діабету, фібриляції передсердь, перенесеного в минулому інфаркту міокарда  
та ішемічного інсульту серед пацієнтів з різними алельними варіантами субодиниць гена PSMA6    (С-8→G )  

та LMP2 (Arg60→His) 

Генотипи
Цукровий 

діабет

Без цу-
крового 
діабету

Фібриляція 
передсердь

Без фібри-
ляції пе-
редсердь

Інфаркт 
міокарда в 
анамнезі

Без інфарк-
ту міокарда 
в анамнезі

Ішемічний 
інсульт в 
анамнезі

Без ішеміч-
ного інсульту 

в анамнезі

Arg/Arg 8 (14,0%)*
49

 (86%)
11 (19,3%) 46 (80,7%)

4 
(7%)

53
(93%)

12 (21,1%) 45 (78,9%)

Arg/His
11 

(31,4%)*
24

(68,6%)
11 (31,4%) 24 (68,6%)

7 
(20%)

28 
(80%)

8 (22,9%) 27 (77,1%)

His/His -
10 

(100%)
3 

(30%)
7

 (70%)
1 

(10%)
9

 (90%)
- 10 (100%)

C/C 14 (18,9%) 60 (81,1%) 19 (25,7%) 55 (74,3%)11 (14,9%) 63 (85,1%)
16 

(21,6%)*
58 (78,4%)

C/G
4 

(19%)
17 

(81%)
6 

(28,6%)
15 (71,4%) -

21 
(100%)

2
(9,5%)*

19 (90,5%)

G/G -
3 

(100%)
-

3
 (100%)

1 
(33,3%)

2 
(66,7%)

2
(66,7%)

1 (33,3%)

* Р<0,05.
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Е.И. Савчук, В.С. Мельник, С.В. Гончаров,  
В. Ю. Шандюк, Д.А. Строй, В.Е. Досенко,  
Л.И. Соколова, Г.Г Скибо

ЧАСТОТА АЛЛЕЛЬНЫХ ПОЛИМРФИЗМОВ 
ГЕНОВ СУБЪЕДИНИЦ КОНСТИТУЦИОН-
НОЙ И ИМУННОЙ ПРОТЕАСОМ У БОЛЬ-
НЫХ С ИШЕМИЧЕСКИМ ИНСУЛЬТОМ

Представлены результаты определения частоты ал-
лельного полиморфизма генов, кодирующих большие 
мультифункциональные протеазы LMP2 (Arg60→His-
полиморфизм) и α6-субъединицу корковой части протеа-
сомы (C-8→G-полиморфизм), у больных с ишемическим 
инсультом, используя метод полимеразной ценной 
реакции в реальном времени. Аллельные варианты гена 
PSMA6 распределялись следующим образом: C/С –  
80,2 %, С/G – 19,8 % , G/G –  не зарегистрировано (в контр-
ольной группе) и C/С – 75,5 %, С/G – 21,4 %, G/G – 3,1 % у 
больных ишемическим инсультом (P=0,22). Установлено, 
что частота алельних вариантов гена LMP2 была следую-
щей: Arg/Arg – 53,3 %, Arg/His – 43,5 %, His/His – 6,7 % в 
контрольной группе, а у больных ишемическим инсультом 
– Arg/Arg – 55,9 %, Arg/His – 34,3 %, His/His – 9,8 % (P>0,05). 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что поли-
морфизмы генов LMP2 и PSMA6 не влияют на вероятность 
развития ишемического инсульта в украинской популяции.
Ключевые слова: протеасома, полиморфизм единич-
ных нуклеотидов, ишемический инсульт.

O.I. Savchuk, V.S. Melnyk, S.V. Goncharov,  
V.Yu. Shandyuk, D.O. Stroi, V.E. Dosenko,  
L.I. Sokolova, G.G. Skibo

FREQUENCY OF ALLELIC POLYMORPHISM 
OF PROTEASOME SUBUNITS PSMA6 AND 
LMP2 IN PATIENTS WITH ISCHEMIC 
STROKE

Frequency of allelic variants of proteasome subunits genes LMP2 
(Arg60→His) and PSMA6 were determined in patients with 
ischemic stroke using real-time PCR. Allelic variants of PSMA6 
were disposed in the next manner: C/С – 80,2%, С/G – 19,8%, 
G/G – were not (in control) and C/С – 75,5%, С/G – 21,4%, G/G 
– 3,1% (Р=0,22) in patients with IS. It was shown that distribution 
of LMP2 allelic variants was the following: Arg/Arg – 53,3%, 
Arg/His – 43,5%, His/His – 6,7% in control and Arg/Arg – 55,9%, 
Arg/His – 34,3%, His/His – 9,8% in IS group (P>0,05). The data 
show that LMP2 and PSMA6 gene polymorphism is not a risk 
factor of ischemic stroke in Ukrainian population.
Key words: proteasome, single nucleotide polymorphism, 
ischemic stroke.

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology National Academy 
of Science of Ukraine, Kyiv;

State Key Laboratory of Molecular and Cellular Biology

REFERENCES

1.	 Barbieri M, Marfella R, Rizzo MR, Boccardi V, Siniscalchi 
M, Schiattarella C, Siciliano S, Lemme P, Paolisso G. The 
8UTR C/G polymorphism of PSMA6 gene is associated 
with susceptibility to myocardial infarction in type 2 
diabetic patients. Atherosclerosis. 2008; 201: 117- 123.

2.	 Bennett DA, Xu P, Clarke R, Zondervan K, Parish S, 
Palmer A, Cardon L, Peto R, Lathrop M, Collins R. The 
exon 1-8C/G SNP in the PSMA6 gene contributes only 
a small amount to the burden of myocardial infarction in 
6946 cases and 2720 controls from a United Kingdom 
population. Eur J Hum Genet. 2008; 16: 480-486.

3.	 Brass LM, Isaacsohn JL, Merikangas KR, Robinette CD. 
A study of twins and stroke. Stroke. 1992; 23(2): 221-223.

4.	 Cheng YC, Anderson CD, Bione S, Keene K, Maguire 
JM, Nalls M, Rasheed A, Zeginigg M, Attia J, Baker R, 
Barlera S, Biffi A, Bookman E, Brott TG, Brown RDJr, 
Chen F, Chen WM, Ciusani E, Cole JW, Cortellini L, 
Danesh J, Doheny K, Ferrucci L, Grazia Franzosi M, 
Frossard P, Furie KL, Golledge J, Hankey GJ, Hernandez 
D, Holliday EG, Hsu FC, Jannes J, Kamal A, Khan MS, 
Kittner SJ, Koblar SA, Lewis M, Lincz L, Lisa A, Matarin 
M, Moscato P, Mychaleckyj JC, Parati EA, Parolo S, Pugh 
E, Rost NS, Schallert M, Schmidt H, Scott RJ, Sturm JW, 
Yadav S, Zaidi M, Boncoraglio GB, Levi CR, Meschia 
JF, Rosand J, Sale M, Saleheen D, Schmidt R, Sharma 
P, Worrall B, Mitchell BD. Are myocar- dial infarction-
associated single-nucleotide polymorphisms associated 
with ischemic stroke? Stroke. 2012; 43: 980-986.

5.	 Deng GY, Muir A, Maclaren NK, She JX. Association of 
LMP2 and LMP7 genes within the major histocompatibility 
complex with insulin-dependent diabetes mellitus: 
population and family studies. Amer. J. Hum. Genet. 1995; 
56: 528-534.

6.	 Dosenko VE, Mykhalchuk DV, Zagoryi VY, Khaytovych 
MV, Moibenko AA. Functional significance of allelic 
polymorphisms of genes encoding the catalytic subunit 
imunoproteasome. Fiziol Zh. 2005; 51(6): 3-10.

7.	 Freilinger T, Bevan S, Ripke S, Gschwendtner A, Lichtner 
P, Müller-Myhsok B, Wichmann HE, Markus HS, Meit-
inger T, Dichgans M. Genetic variation in the lymphotoxin-
alpha pathway and the risk of ischemic stroke in European 
populations. Stroke. 2009; 40: 970-972.

8.	 Goldberg AL, Cascio P, Saric T, Rock KL. The importance 
of the proteasome and subsequent proteolytic steps in the 
generation of antigenic peptides. Mol. Immunol. 2002; 
39(3): 147-164.

9.	 Goldberg A, Eledzh C, Harper DzhV. Mechanisms of cell 
death. The world of science. 2001; 2: 32-37.

10.	Mishchenko TS. Treatment of stroke: towards full use 
of the opportunities of the therapeutic window. Health 
Protection of Ukraine. 2009; 1: 12-15.

11.	Morgan TM, Krumholz HM, Lifton RP, Spertus JA. 
Nonvalidation of reported genetic risk factors for acute 
coronary syndrome in a large-scale replication study. 
JAMA. 2007; 297: 1551-1561.

Частота алельного поліморфізму генів субодиниць конституційної та імунної протеасом



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 1 55

12.	Ozaki K, Sato H, Iida A. A functional SNP in PSMA6 
confers risk of myocardial infarction in the Japanese 
population. Nat. Genet. 2006; 38(8): 921-925.

13.	Roger VL, Go AS, Lloyd-Jones DM, Benjamin EJ, Berry JD, 
Borden WB, Bravata DM, Dai S, Ford ES, Fox CS, Fullerton 
HJ, Gillespie C, Hailpern SM, Heit JA, Howard VJ, Kissela 
BM, Kittner SJ, Lackland DT, Lichtman JH, Lisabeth LD, 
Makuc DM, Marcus GM, Marelli A, Matchar DB, Moy CS, 
Mozaffarian D, Mussolino ME, Nichol G, Paynter NP, Soliman 
EZ, Sorlie PD, Sotoodehnia N, Turan TN, Virani SS, Wong 
ND, Woo D, Turner MB. Executive summary: heart disease 
and Stroke statistics – 2012 update: a report from the American 
Heart Association. Circulation. 2012; 125: 188-197.

14.	Skvortsova VI, Yarygin VN, Yarygin KN, Pirogov 
AY, Gubskiy LV, Uchevatkin AA, Glushkova TT. 

Experimental model of focal cerebral ischemia in 
rats based endovascular microsurgery. Zh. Neurology 
and Psychiatry by SS Korsakov. 2008; 109(2): 62-69.

15.	Sjakste T, Poudziunas I, Ninio E, Perret C, Pirags V, Nicaud 
V, Lazdins M, Evanss A, Morrison C, Cambien F, Sjakste 
N. SNPs of PSMA6 gene –investigation of possible as-
sociation with myocardial infarction and type 2 diabetes 
mellitus. Genetik. 2007; 43: 553-559.

16.	Willerson JT, Ridker PM. Inflammation as a cardiovascular 
risk factor. Circulation. 2004; 109: 2-10.

17.	Zhang W, Meng H, Li ZH, Shu Z, Ma X, Zhang BX. 
Regulation of STIM1, store-operated Ca2+ influx, and 
nitric oxide generation by retinoic acid in rat mesangial 
cells. Amer. J. Physiol. Renal. Physiol. 2007; 292(3): 
1054-1064.

Ін-т фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України;
Державна ключова лабораторія молекулярної і клі-
тинної біології, Київ
E-mail: floweringbowl@ukr.net 

Матеріал надійшов 
до редакції 23.09.2013

О.І. Савчук, В.С. Мельник, С.В. Гончаров, В. Ю. Шандюк, Д.О. Строй, В.Є. Досенко, Л.І. Соколова, Г.Г. Скибо



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 156

УДК 616.155.32:612.646:611-013.2

Б.В. Донськой, В.П. Чернишов, В.Ю. Сіренко, Г.В. Стрелко, Д.В. Осипчук

Вплив акцентованої гіпо- та гіперактивності  
NK-лімфоцитів на імплантацію ембріонів

У попередній роботі нами був розроблений та описаний новий метод визначення активності  
NK-лімфоцитів за експресією маркера активації CD69, внаслідок стимуляції клітинами-мішенями 
К562 – клітинна лінія еритромієлолейкозу людини. Продемонстровано, що кількість активованих 
клітин відображає популяційно-функціональний стан NK-клітин периферичної крові. В цьому до-
слідженні, ми вивчали значення даного показника для фізіологічного перебігу імплантації ембріона 
у 84 пацієнток, які проходили лікування методом ІВФ (in vitro фертилізації). Слід відмітити, що па-
цієнти з акцентованими підвищеними або зниженими рівнями NK-активності мають несприятливі 
умови для настання імплантації (9,1 %, 3/13) і, відповідно, (15,1 %, 5/25) порівняно з пацієнтками з 
умовно нормальними рівням (52,2 % 25/46). Таким чином, умовно нормальний рівень NK-активності 
є важливим фізіологічним та одночасно зручним діагностично-прогностичним фактором імуноло-
гічної сприятливості імплантації ембріона. 
Ключові слова: CD69-експресія, імплантація ембріона, NK-лімфоцити, NK-активність,  
NK-стимуляція. 
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Вступ

Фізіологічна неоднозначність і складність 
системи NK-лімфоцитів пов’язана з її філо-
генетичним походженням. У людини вони 
формують “еволюційний місток” між врод-
женими та власне імунними механізмами за-
хисту та регуляції гомеостазу організму [28]. 
NK-клітини с базовий механізм одночасно як 
природної, так і адаптивної ланки імунної 
системи [34]. Вони є активними учасниками 
імунорегуляції, розвитку стовбурових клітин 
і нейроендокринної взаємодії [22].

Недостатня NK-реактивність часто при-
зводить до розвитку хронічних вірусних 
процесів [26]. Водночас NK-лімфоцити відіг-
рають критичну, проте не до кінця зрозумілу, 
роль у таких репродуктивних механізмах, як 
ембріоімплантація, інвазія трофобласта та 
перебудова спіральних артерій. Відомо, що 
підвищення кількості NK [3, 33], їх цитоток-
сичності [23] та дисбаланс між інгібіторни-
ми та активаційними рецепторами на NK-

клітинах [7], призводить до різних порушень 
репродуктивного процесу [35]. З іншого боку, 
ця ланка вкрай необхідна для репродукції: 
було показано, що затримка розвитку плоду 
пов’язана зі зниженням кількості NK-клітин 
у децидуальній оболонці [11], їх видалення 
призводить до аномального формування 
плаценти [2], недорозвинення спіральних ар-
терій [6] та втрати вагітності [13]. Не дивно, 
що дослідження ролі імунних механізмів у 
репродукції фокусуються на саме ролі NK-
лімфоцитів [5]. 

NK-клітини виявляють високу різноманіт-
ність в експресії поверхневих маркерів і рецеп-
торів, баланс між сигналами від активаційних 
та інгібіторних рецепторів формує їх загальну 
активність [8, 21, 32]. Результат такого регулю-
вання є особливо критичним у разі материнсь-
кого реагування на плід [17], що відбувається 
під час спонтанних викиднів [23] та неплідді 
[20, 25]. Визначення функції NK-лімфоцитів є 
важливим для діагностики та прогнозування 
великої кількості захворювань [34]. 
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Функціональна активність NK-клітин 
вимірюється у класичному 4-годинному 
цитотоксичнму тесті проти HLA( від. англ. – 
human leukocyte antigen) негативної клітинної 
лінії K562, як клітин-мішеней [29]. Цей метод 
набув багато модифікацій з використанням 
радіоактивного Cr51 [4] та нерадіоактивних 
міток (dimethylthiazol-diphenyl bromide, tetra-
zolium bromide, methylumbelliferyl heptanoate, 
Alamar blue) [14]; або флюорисцентних міток 
(europium, D275, rhodamine-123, carboxy-
fluorescein diacetate, bis-carboxyethyl-carbox-
yfluorescein) [32], а також метод проточної 
флюориметрії [18, 31]. 

Треба зауважити, що цитотоксичні ме-
тоди мають певні обмеження, які пов’язані 
з використанням як ефекторів виділених 
мононуклеарних клітин периферичної крові. 
Таким чином частка NK-клітин і, відповідно, 
істинне співвідношення ефектор/мішень, а 
також вплив стеричних перешкод і шанси на 
зустріч з мішенню залишається невизначе-
ним. Досліджена в такому тесті цитотоксич-
ність NK-клітин є одночасно функцією від 
власне NK-активності, загальної частки цих 
клітин та збагаченням зразка мононуклеарів 
моноцитами. Раніше було показано, що ін-
кубація лімфоцитів з мішенями призводить 
до появи на NK-клітинах маркера активації 
CD69 [12, 19, 24]. Нами також було проде-
монстровано така реакція NK-клітин на інку-
бацію з лінією K562 [1]. Виявлена кореляція 
між NK-цитотоксичністю та рівнем експресії 
CD69 на NK після сумісної інкубації [9]. Це, 
в свою чергу, дає змогу використання такого 
підходу у аналізі активності NK-лімфоцитів 
[10]. 

Мета нашої роботи – провести досліджен-
ня взаємозв’язку активності NK та імпланта-
ції ембріона після його перенесення у матку.

Методи 

Для дослідження були відібрані пацієнтки 
з непліддям, що проходили лікування мето-
дом ІВФ (in vitro фертилізація). Переважна 

їх більшість не проходили попереднього 
лікування за допомогою різних допоміжних 
репродуктивних технологій і мали здебіль-
шого трубний фактор непліддя. Пацієнтки 
були соматично здорові, віком до 32 років 
та не мали акушерських ускладнень у мину-
лому. В дослідження були взяті лише жінки, 
яким було перенесено у порожнину матки не 
менше двох власних ембріонів високої яко-
сті. У всіх випадках був використаний дов-
гий протокол стимуляції з контрольованою 
гіперстимуляцією яєчників рекомбінантним 
фолікулостимулювальним гормоном. Па-
цієнтки були проінформовані про участь у 
дослідженні та дали письмову згоду, згідно 
з протоколом, рекомендованим Комітетом з 
медичної етики ІПАГ НАМН України.

Роботу проводили за схемою подвійного 
сліпого дослідження. Периферичну кров 
від 84 пацієнток забирали в день переносу 
ембріонів. 

NK-активність визначали згідно з ме-
тодом, що був описаний раніше [9]. Гепа-
ринізовану кров (100 мкл) інкубували 16 
год із клітинами лінії K562 (2,5 . 106) та 400 
мкл живильного середовища RPMI-1640 у 
СО2-інкубаторі при 37°C (“Revco”, Швей-
царія). Спонтанну активність вимірювали 
на зразках, що культивувались за відсутності 
клітин K562. Клітини мітили FITC-, PE- та 
PE Cy5 моноклональними антитілами до 
CD69, CD56 та CD3 (“BD Bioscience”, США). 
Рівень експресії CD69 на NK- лімфоцитах 
після інкубації вимірювали на проточному 
цитометрі FACScan за допомогою програм-
ного забезпечення CellQuest software (“BD 
Bioscience”, США).

Рівень експресії CD69 на NK-лімфоцитах 
після стимуляції (CD69+стим, %) дорівнював 
різниці між середнім значенням експресії CD69 
та спонтанної експресії CD69 в контрольних 
зразках. Загальну кількість NK-лімфоцитів,що 
здатні до активації, підраховували як добуток 
рівня експресії CD69 на NK-лімфоцитах пі-
сля стимуляції (CD69+стим, %) на відсотковий 
вміст NK-лімфоцитів в периферичній крові, 
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розділений на 100 %. NK-активність для 
аналізу було розділено на три зони – підви-
щену, нормальну та знижену, аналогічно до 
попередньо описаного кореляційного зв’язку 
із NK-цитотоксичністю [1, 10]. Норма від-
повідала 90 % CI (від англ. – confidence in-
tervals) інтервалу із 74 здорових пацієнтів із 
нормальним рівнем активності NK - клітин.

Статистичний аналіз-апроксимація Вуль-
фа, OR (від англ. – odds ratio) та 95 % CI, 
тест Фішера (непарний непараметричний 
із двобічним значенням P) був виконаний 
за допомогою  програми In Stat version 3.0 
for Windows (“Graph Pad Software” Inc., San 
Diego, CA, США).

РЕЗУЛЬТАТИ

Двобічність розподілу NK-активності
Вагітність було діагностовано у 33 пацієнток 
із 84 (39,3 %). У 5 пацієнток згодом вагітність 
завмерла на першому триместрі. Ці пацієн-
тки не мали відмінностей за віком, кількістю 
попередніх спроб ІВФ, кількістю ембріонів, 
що були перенесені та за клінічним типом 
непліддя. Середні значення всіх досліджу-
ваних показників NK-клітин, спонтанна та 
стимульована CD69-експресія були подібні 
у пацієнток з успішною імплантацією та 
пацієнток, які не завагітніли. Однак якісний 
розподіл параметрів демонстрував різницю 
між цими групами. Розподіли відсоткового 
вмісту NK та рівень CD69+стим-експресії, 
представлені на рис. 1,а,б. Нормальні зна-
чення показника CD69+стим були притаманні 
пацієнтам з успішною імплантацією – в цій 
групі значення утворили більш локальний 
розподіл з незначними “хвостами”, тоді як 
пацієнти з неуспіхом ІВФ мали здебільшого 
акцентовані рівні CD69+стим-експресії. Зни-
жені рівні CD69+стим частіше виявлялись у 
пацієнток з неуспіхом ІВФ (39,2 %, 20/51) 
порівняно з жінками з успішною імплан-
тацією (15,1 %, 5/33) та були достовірним 
фактором неуспішного прогнозу (OR 6,9, 
Р=0,0004; таблиця). Проте підвищені зна-

чення відсоткового вмісту CD69+стим також 
частіше виявлялися у пацієнток з неуспіхом 
ІВФ порівняно з групою, що завагітніли (20 
та 9,1 % відповідно). Ця різниця не сягала 
повної достовірності (OR=3,96, P=0,061) і 
середні значення в цих групах були однакові 
(див. таблицю). Підвищені рівні CD69+стим-
експресії ставали вірогідним фактором 
неуспішного прогнозу за умов видалення з 
аналізу пацієнток із завмиранням вагітності 
(OR=5,47, P=0,047; рис. 1,б), оскільки акцен-
товані рівні CD69+стим-експресії були у трьох 
із п’яти пацієнток із завмиранням вагітності 
(дві пацієнтки зі зниженим рівнем, одна – з 
підвищеним). 

Загальна кількість здатних до активації 
NK-лімфоцитів також мала різний розподіл 
залежно від подальшого перебігу репродук-
тивного процесу. Знижені рівні NK-клітин 
здатних до активації, частіше виявлялися у 
пацієнток з неуспіхом ІВФ (20,9 %, 15/51) 
порівняно з жінками з успішною імпланта-
цією (9,1 %, 3/33) та були достовірним фак-
тором несприятливого прогнозу (OR=6,45, 
Р=0,0115; див. рис. 1,в). Підвищені значення 
цього самого показника, також частіше ви-
являлися у пацієнток з безрезультатним ІВФ 
порівняно із групою жінок, що завагітніли 
(17,6 та 9,1 % відповідно; див. рис. 1,в).

Прогностичне значення нормальної  
NK-активності
У пацієнток з нормальними рівнями CD69+стим-
експресії вагітність після циклу ІВФ, наста-
вала достовірно частіше порівняно із тими, 
в кого він був поза нормою – зниженим чи 
підвищеним (рис. 2). Прогностичними факто-
рами для успішної імплантації були нормальні 
значення відсоткового вмісту NK (OR=2,48, 
P=0,109) та CD69+стим (OR=4,46, P=0,0032). 
Успішність імплантації ембріона не була 
пов’язана із кількістю NK-клітин, проте асо-
ціювалась із нормальним рівнем CD69+стим-
експресії. Крім того, нормальний рівень 
CD69+стим рідше зустрічався у пацієнток із 
завмиранням вагітності (2 із 5; див. рис. 1,в).

Вплив акцентованої гіпо- та гіперактивності NK-лімфоцитів на імплантацію ембріонів
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Рис. 1. Розподілення імунних параметрів у пацієнтів згідно з наступним результатом лікування (1 – безрезультативний 
ІВФ цикл, n=51, та 2 – настання вагітності в циклі in vitro фертилізації, n=33): а – кількість NK-лімфоцитів як відсоток 
CD56+CD3- у крові, б, в – відсотковий вміст та загальна кількість NK-лімфоцитів, що стали позитивними за активаційним 
маркером CD69 внаслідок інкубації з клітинами пухлинної лінії, відповідно. Кожна точка відображає значення показника 
у кожного пацієнта, штрихові лінії – умовно нормальні рівні. Чорні точки це – кількість пацієнток у яких вагітність, що 
настала внаслідок лікування, завмерла в першому триместрі
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Результати засвідчили, що індукція ек-
спресії CD69 під впливом стимуляції К562 
(CD69+стим, %) на NK-лімфоцитах є фізіо-
логічним маркером активаційного стану 
популяції. Цей стан відображає здатність 
NK-популяції підтримувати імплантаційну 
здатність ендометрія, і є клінічно значущим 
фактором для прогнозування успішності ім-
плантації та подальшого розвитку вагітності. 

Обговорення

Загальний рівень NK-лімфоцитів є показни-
ком, що характеризує дану популяцію клітин 
і його підвищення, пов’язане із репродук-
тивними порушеннями [3]. Цитотоксична 

активність цих клітин є функціональним 
показником і відображає стан NK-ланки 
більш фізіологічно та із більшою клінічною 
значущістю, ніж простий підрахунок загаль-
ного числа NK-лімфоцитів. Вимірювання ци-
тотоксичної активності не позбавлено впливу 
різних фізіологічних і методичних факторів. 
Невизначеність реального співвідношення 
ефектор/мішень і неоднакова ефективність 
під час інкубації зразків із різною кількістю 
NK-лімфоцитів впливають на рівень ци-
тотоксичності та на можливість взаємодії 
ефекторних клітини із мішенню.

Попередньо ми продемонстрували коре-
ляцію між NK-цитотоксичністю та відсотко-
вим вмістом NK. Однак не завжди зразки 

Прогностичне значення показників NK-лімфоцитів для подальшого розвитку вагітності внаслідок циклу in 
vitro фертилізації(ІВФ) для пацієнтів, розділених за ознакою відхилення від норми відсоткового вмісту  

NK-лімфоцитів та рівня CD69+стим-експресії 

Показники
ІВФ OR* для

безрезультатного 
циклу ІВФ 

95%-й довір-
чий інтервал

P**неуспіх 
(n=51)

вагітність 
(n=33)

Підвищення вмісту NK-
лімфоцитів > 20 %

5 (9,8%) 3 (9,1%) 1,08 0,22-4,5 1

Зниження вмісту NK-
лімфоцитів <6 %

8 (15,6%) 1 (3,0%) 4,8 0,5-40,6 0,115

Підвищенний рівень експресії 
CD69 після стимуляції >55 %

10 (19,6%) 3 (9,1%) 3,96 0,96-16,33 0,061

Знижений рівень експресії 
CD69 після стимуляції <30%

20 (39,2%) 5 (15,1%) 6,9 2,27- 21,04 0,0004

* Апроксимація Вульфа, ** тест Фішера двопарний.

Рис. 2. Рівні настання вагітності у пацієнток, розділених за відхиленням від норми: 1 –норма, 2 – відхилення від норми; 
I – відсотковий вміст NK-лімфоцитів, II – рівень експресії CD69+стим. * Р<0,05
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із високим вмістом NK-клітин(більше ніж 
18 або навіть 20 %) мають підвищену NK-
цитотоксичність, тоді як зразки із вмістом 
NK-клітин менше ніж 10 % іноді мають ви-
соку цитотоксичність [9].

Ефективність цитотоксичної реакції, що 
вимірюється у кількості вбитих клітин-міше-
ней, зростає із зниженням співвідношення 
ефектор/мішень.

Лізис сягає максимальної ефективності, 
коли кількість клітин-мішеней буде істотно 
перевищувати таку кількість ефекторних 
клітин. Природно, що у цій зоні співвідно-
шення ефектор/мішень відсотковий вміст 
клітин-мішеней, що загинуть, критично 
низький для точного аналізу. Однак, побу-
дувавши апроксимуючу криву у співвідно-
шенні ефектор/мішень, ми отримаємо у цій 
зоні ефективність лізису 0,45–0,55, тобто 
при максимально сприятливих умовах лише 
кожний другий NK-лімфоцит вбиває клітину-
мішень. Іншими словами, лише половина NK-
лімфоцитів вступає у цитотоксичну реакцію. 
Цей аналіз підтверджується здатністю NK до 
активації після стимуляції надлишком клітин 
К562. Так, нами продемонстровано, що в се-
редньому 50 % від числа NK-клітин стають 
CD69+ після стимуляції [9, 10].

Вимірювання активації NK-клітин пі-
сля інкубації К562 є альтернативним ме-
тодом визначення стану цієї популяції. В 
попередньому дослідженні [9] ми показали 
значну кореляцію між цим показником і 
NK-цитотоксичністю. Однак новий метод 
є незалежним від загальної кількості NK-
клітин, що робить його більш фізіологічно-
функціональним [10].

У цьому досліджені ми оцінювали клініч-
не значення запропонованого методу в 
прогнозування імплантації. Підтверджено 
прогностичну роль NK-активності, а також 
продемонстровано діалектичність ролі NK 
у репродуктивних процесах – підвищення 
і зниження NK-активності має негативний 
вплив на імплантацію. Для нас була очіку-
ваною асоціація підвищеної активації із 

негативним прогнозом, оскільки подібне 
було описано попередньо на клінічних та 
експериментальних моделях [16, 23]. 

Ми вперше продемонстрували взаємо
зв’язок зниженої NK-функції із негативним 
впливом на імплантацію. До цього було лише 
продемонстровано, що затримка розвитку 
плода асоційована із низькою кількістю NK-
лімфоцитів у децидуальній оболонці [11]. 

Можливим методичним поясненням на-
шої знахідки є покращена роздільна здатність 
нового методу визначення NK-активності, 
особливо у нижній зоні діапазону. Це дало 
змогу точніше визначити стан зниженої NK-
активності та виявити клінічну асоціацію. 
Також важливим фактором у роботі є те, що 
зразки крові були відібранні безпосередньо 
перед введенням ембріона і демонструють 
саме актуальний для імплантаційного вік-
на функціональних статус популяції NK-
лімфоцитів.

Зниження і підвищення NK-активності 
може погіршувати ефективність імплантації 
в один фізіологічний спосіб, а саме створення 
несприятливої NK-функції, що у свою чергу 
призводить до несприятливого стану рецеп-
тивного ендометрія. Раніше було показано, 
що гормональна стимуляція яєчників спри-
чинює нагромадження NK-клітин у ньому 
[15]. Було опубліковано, що CD62L-залежна 
адгезія NK-лімфоцитів зростає під час ову-
ляції у пацієнток з наступним розвитком 
вагітності [30]. У нашому попередньому до-
слідженні ми продемонстрували, що високий 
рівень CD62L-експресії характерний саме для 
NK-клітин, що є неактивними у відповідь на 
стимуляцію К562 [9]. І в наших дослідженнях 
[7] і в працях інших авторів зазначається [25], 
що жінки із численними безрезультатними 
імплантаціями мають підвищену кількість 
NK-лімфоцитів та NK-цититоксичності. 
Можливим поясненням цього феномену, є 
те, що обстежувані пацієнтки були без обтя-
женого анамнезу і більшість з них не мали 
підвищення числа NK-клітин, та інших не-
сприятливих імунних параметрів.
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Висновки

1. Аналіз середніх значень не висвітлює різниці 
між групами через причини двобічності роз-
поділу параметрів і є не придатним для таких 
випадків, тоді як якісний аналіз розподілу па-
раметрів є більш інформативним і коректним. 

2. Показано наявність меж сприятливих 
значень NK-активності та доведено негативне 
клінічне значення її акцентованих рівнів для 
імплантації ембріону. 

3. Акцентовані стани NK-активності, що 
визначаються новим методом, можуть надалі 
допомогти у створені діагностичного підходу 
до прогнозування репродуктивних порушень. 

Б.В. Донской, В.П. Чернышов, В.Ю. Сиренко, 
Г.В. Стрелко, Д.В. Осипчук 

Влияние акцентированной гипо-  
и гиперактивности естественных 
киллеров на имплантацию  
эмбрионов

В предыдущей работе нами был разработан и описан новый 
метод определения активности NK-лимфоцитов по экспрессии 
маркера активации CD69 вследствие стимуляции клетками-
мишенями К562 (клеточная линия эритромиелолейкоза чело-
века). Продемонстрировано, что количество активированных 
клеток отражает популяционно-функциональное состояние 
NK-лимфоцитов периферической крови. В данном исследо-
вании мы изучали значение этого показателя для физиологи-
ческого протекания имплантации эмбриона у 84 пациенток, 
которые проходили лечение методом ИВФ (in vitro фертили-
зация). Следует отметить, что пациенты с акцентированным 
повышением или снижением уровней NK-активности, имеют 
неблагоприятные условия для имплантации (9,1 %, 3/13) и, 
соответственно, (15,1 %, 5/25) в сравнении с пациентками с 
условно нормальными уровням (52,2 %, 25/46). Таким образом 
условно нормальный уровень NK-активности является важ-
ным физиологическим условием и одновременно удобным 
диагностическим-прогностическим фактором иммунологи-
ческой готовности к имплантации эмбриона. 
Ключевые слова: CD69-экспрессия, имплантация эмбриона, 
естественные киллерные лимфоциты. 
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Effect of hypo- and hyper- 
accentuated NK cell activity on 
embryo implantation

NK lymphocytes play an important role in implantation and dur-
ing development in early pregnancy. Recently, we showed that 

the proportion of NK that expressed CD69 after incubation with 
K562 (CD69stim) cells reflected the NK population excitation 
potential. In the present study, we investigated the significance 
of NK activation levels in predicting the implantation outcome 
in 84 patients following IVF (in vitro fertilization). Remarkably, 
the patients with an accentuated increase or a decrease of the 
levels of NK activity, have unfavourable conditions for implanta-
tion (9,1 %, 3/13 and 15.1%, 5/25, respectively) compared to 
the patients with the nominally normal levels (52.2%. 25/46). 
Therefore, a nominally normal level of the NK activity is an 
important physiological condition and predictive factor for im-
mune readiness to embryo implantation. This study describes an 
easy, efficient, sensitive and informative method for measuring 
NK cell activity that is relevant to clinical trials.
Key words: CD69-expression, embryo implantation, natural 
killer lymphocytes, NK-activity, NK-stimulation. 
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О.I. Бондаренко

Дослідження кальцієвих каналів  
мітохондріальної мембрани ендотеліальних клітин

Надходження Са2+ в мітохондріі, що забезпечується так званим мітохондріальним кальцієвим 
уніпортером, відіграє центральну роль у продукцїї АТФ, регуляції внутрішньоклітинного кальці-
євого гомеостазу та відкритті мітохондріальної пори. Враховуючи це, дослідження механізмів, 
шо забезпечують вхід Са2+ в мітохондрії нині є надзвичайно актуальними, оскільки їх розуміння 
дає можливість впливати на функціональну активність і життєздатність клітин, безпосеред-
ньо модулюючи вміст мітохондріального кальцію. Донедавна дослідження процесів надходження 
Са2+ в мітохондріі було значною мірою обмежено непрямими методами, здебільшого оптичними. 
Застосування методу фіксації потенціалу до внутрішньої мембрани ізольованих мітохондрій дало 
змогу дослідити поодиноку активність кальційпровідних каналів. У роботі, проведеній на мітоп-
ластах (мітохондіях без наружноі мембрани), ізольованих від ендотеліальних клітин, у конфігурації 
mitoplast-attached методу patch-clamp описані електрофізіологічні властивості кальційпровідних 
каналів внутрішньої мітохондріальної мембрани. Показано наявність трьох типів провідності 
кальцієвих каналів. Одержані результати свідчать про комплексну природу механізмів, що забез-
печують надходження кальцію в мітохондрії і наявність альтернативних до мітохондріального 
кальцієвого уніпортера шляхів надходження. 
Ключові слова: мітопласти, кальцієві канали, ендотеліальні клітини.
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ВСТУП

Мітохондрії відіграють важливу роль у ре-
гуляції функцій і життєздатності клітин, 
забезпечуючи синтез АТФ, підтримання 
внутрішньоклітинного кальцієвого гоме-
остазу та вміст вільних радикалів. Крiм того, 
завдяки регуляції відкриття мітохондріальної 
пори, Ca2+, що надходять у мітохондріальний 
матрикс, ці органели визначають індукцію 
загибелі клітин. Останніми дослідженнями 
доведено, що індукція мітохондіальної пори 
(МП) є однією з ланок патогенезу таких ста-
нів, як ішемічно-реперфузійні ушкодження 
серця та мозку, діабет, хвороба Паркінсона 
тощо [8].

Різноманітність функцій мітохондрій 
тісно пов’язана з їх здатністю захоплювати, 
акумулювати та вивільнювати іони кальцію в 
цитозоль. Трансмітохондріальний транспорт 
кальцію, як відомо, відіграє активну роль у 

регуляції внутрішньоклітинної кальцієвої 
сигналізації та надходженні кальцію через 
депокеровані кальцієві канали [16]. Хоча 
здатність мітохондрій акумулювати Са2+ ві-
дома з початку 60-х років минулого століття, 
механізми їх транспорту в мітохондріальний 
матрикс на теперішній час не є визначеними 
та залишаються дуже актуальними. 

Вважається, що Са2+-акумулююча функ-
ція мітохондрій забезпечується так званим 
кальцієвим уніпортером, чутливим до руте-
нієвого червоного (RuR). Нещодавно було 
вперше показано, що мітохондріальний 
кальцієвий уніпортер є високоселективним 
кальцієвим каналом, який за відсутності дво-
валентних катіонів є натрійпровідним [11]. 
При цьому амплітуда струму, викликаного 
переносом Na+, значно перевищує таку, що 
розвивається внаслідок надходження Са2+ 
у матрикс. Дослідження останніх років, 
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проведені із застосуванням флуоресцентних 
зондів, виявили залучення декількох про-
теїнів у трансмітохондріальний транспорт 
Са2+, серед яких MICU1 [14], MCUR1 [13], 
роз’єднувальні білки (UCP2 I UCP3) [18], 
ріанодинові рецептори [17], TRPC3-канали 
[9], і протеїн CCDC109A, який було пере-
йменовано на мітохондріальний кальцієвий 
уніпортер (MCU) [2, 7]. Реєстрація струмів 
у конфігурації cell-attached виявила декіль-
ка типів активностi поодиноких кальцієвих 
каналів у внутрішній мітохондріальній мемб-
рані кардіоміоцитів [15, 17]. У мітохондріях, 
ізольованих з HeLa-клітин, було виявлено три 
типи активності цих каналів [3], що свідчить 
про комплексу природу механізмів транспорту 
Са2+ в мітохондрії. Враховуючи важливу роль 
мiтохондрiй у регуляції функції і сигналізації 
ендотеліальних клітин [5, 6, 12], мета роботи 
полягала в дослідженні біофізичних власти-
востей каналів, що забезпечують надходження 
кальцію в мітохондрії ендотеліальних клітин.

МЕТОДИКА

Ендотеліальні клітини лінії EA.hy926, що 
походять від ендотеліальних клітин пупо-
винних артерій людини [8], вирощували в 
культуральному середовищі Ігла модифікації, 
Дюльбекко (DMEM) з додаванням 10%-ї те-
лячої сироватки. Мітохондрії були ізольовані 
методом диференційного центрифугування 
[13]. Їх суспензували у розчині такого скла-
ду (ммоль/л): HEPES – 10, сахароза – 250, 
ATФ – 1, AДФ – 0,08, сукцинат – 5, KH2PO4 
– 2, дитіотреїтол – 1, pH доводили до 7,4 за 
допомогою KOH. Мітопласти отримували з 
ізольованих мітохондрій їхньою інкубацією 
протягом 7 хв у гіпотонічному розчині такого 
складу (ммоль/л): HEPES – 5, сахароза – 5, 
ЕГТА – 1, pH 7,2. Після цього ізотонічність 
відновлювали додаванням 0,2 об’єму гіперто-
нічного розчину (ммоль/л): KCl – 750, HEPES 
– 80, ЕГТА – 1; pH 7,4.

Поодинокі іонні канали реєстрували з 
використанням методу patch-clamp у ре-

жимі фіксації потенціалу в конфігураціях 
mitoplast-attached та whole-mitoplast. Для 
реєстрації активності кальцієвих каналів у 
конфігурації mitoplast-attached піпетки за-
повнювали розчином, що містив 105 ммоль/л 
CaCl2, 10 ммоль/л HEPES. Опір піпеток 
становив 8–12 МOм. Для попередження від-
криття МП і активності мітохондріального 
Na+–Ca2+-обмінника у розчин додавали RuR 
(10 мкмоль/л) та CGP37157 (20 мкмоль/л). 
Значення потенціалів наведені стосовно вну-
трішньої поверхні мембрани. Для реєстрації 
кальцієвих струмів у конфігурації whole-
mitoplast піпетки заповнювали розчином 
такого складу (ммоль/л): метансульфонат 
Cs – 120, CsCl – 30, ЕГТА– 1, сахароза – 110, 
глюконова кислота – 2; pH 7,2. Базовий зов-
нішній розчин у цих експериментах містив 
(ммоль/л): тріс-HCl – 150, ЕГТА – 1, ЕДТА – 
1, HEPES – 10. Після отримання конфігурації 
whole-mitoplast, мітопласти підтримували 
при потенціалі 0 мВ. Ремпові зсуви мембран-
ного потенціалу від -160 до +50 мВ впродовж 
1 с прикладали кожні 10 с. Натрієвий струм 
викликали еквімолярним заміщенням тріс+ нa 
Na+ у зовнішньоклітинному розчині. Резуль-
тати реєстрували за допомогою підсилювача 
HEKA-7. Їх оцифровували з частотою 10 
кГц, фільтрували низькочастотним фільтром 
Беселя та зберігали на жорсткому диску 
комп´ютера. Аналіз отриманих результатів 
проводили за допомогою програми Clampfit 
9.2 (“Molecular Devices ”, США). 

РЕЗУЛЬТАТИ 

З літературних даних видно [11], що у се-
редовищі, котре не містить двовалентних 
катіонів у відповідь на ремпові зсуви під-
триманого потенціалу до значень мембран-
ного потеніалу мітохондрій розвивається 
інтегральний струм, який переноситься 
Na+. Амплітуда вхідного натрієвого струму 
через мітохондріальну мембрану перевищує 
таку, що розвивається внаслідок Са2+. Тому 
біофізичні властивості кальцієвих каналів у 

О.I. Бондаренко
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таких умовах досліджувалися переважно при 
використанні Na+ як проникних іонів. 

У конфігурації ціла клітина, еквімолярна 
замiна тріс-HCl у базовому зовнішньоклітин-
ному розчині на NаСl під час ремпових зсувів 
призводила до розвитку вхідного струму при 
негативних потенціалах (рис. 1). За контроль-
них умов при потенціалі -160 мВ ампліуда 
натрієвого струму була -652 ± 27 пА (n=5). 
Цей струм пригнічувався додаванням 10 
мкмоль/л RuR, блокатора мітохондріального 
кальцієвого уніпортера. Наші результати 
демонструють наявність при негативних 
потенціалах чутливого до RuR вхідного 
натрієвого струму в мітопластах ендотелі-
альних клітин.

У конфігурації mitoplast-attached із 105 
ммоль/л CaCl2 у піпетці при потенціалах 
від -100 до -150 мВ спостерігалося 3 типи 
активності, які відрізнялися за провідністю. 
Першим типом активності був канал з провід-
ністю 13 пСм (рис. 2,а), який спостерігався 
у 9 активних відведеннях з 14 (вірогідність 
64 %). Другим типом активності був канал з 
провідністю 7 пСм (див. рис. 2,б). Він спо-
стерігався у 4 відведеннях з 14 активних. 
Активність цього типу була в діапазонах від 
-80 до -160 мВ.

Крім описаних вище було зареєстровано 
ще один тип активності з провідністю 35 пСм 
і який мав пачкову активність (див. рис. 2,в). 
Цей тип активності спостерігався найменш 
часто і був зареєстрований у 3 відведеннях 
з 14 активних.

Таким чином, на внутрішній мітохондрі-
альній мембрані ендотеліальних клітин за 
наявності зовнішньомітохондріального Са2+ 
було ідентифіковано 3 типи активності поо-
диноких каналів. Всі вони спостерігались у 
діапазоні потенціалів від -80 до -160 мВ і були 
залежними від Са2+ ззовні. Вхідні струми 
також викликалися після заміни зовнішньо-
клітинних іонів калію на тріс. 

Для визначення селективності каналів у 
серіі експериментів піпетки замість розчину, 
що містив 105 ммоль/л CaCl2 та 10 ммоль/л 
HEPES, наповнювалися розчином, що містив 
150 ммоль/л NMDGCl, 1 ммоль/л ЕГТА, 10 
ммоль/л HEPES. У цих експериментальних 
умовах при потенціалах в діапазоні від -100 
до -150 мВ вхідні струми не спостерігали-
ся (n=7), вказуючи на те, що вхідні струми 
через досліджувані канали переносяться 
Са2+. Ці експерименти свідчать про гетеро-
генність механізмів надходження іонів Са2+ 
в мітохондрії.

Рис.1. Вхідний натрієвий струм, чутливий до рутенієвого червоного (RuR; 10 мкмоль/л), через внутрішню мітохондрі-
альну мембрану ендотеліальних клітин у конфігурації whole-mitoplast: а – часовий перебіг струму при потенціалі -160 
мВ у відповідь на суперфузію зовнішньоклітинного розчину, що містив 150 ммоль/л NaCl, 1 ммоль/л ЕГТА, 1 ммоль/л 
ЕДТА, 10 ммоль/л HEPES; б – трансмембранні інтегральні струми у безнатрієвому розчині за наявності 150 ммоль/л 
Na+ до та після додавання RuR
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ОБГОВОРЕННЯ

Дослідження механізмів надходження каль-
цію в матрикс мітохондрій переважно прово-
дяться із застосуванням непрямих методів, 
які унеможливлюють фіксацію багатьох 
параметрів реєстрації. Застосування методу 
patch-clamp відкриває можливість безпосе-
редньо реєструвати кальцієві струми скрізь 

мітохондріальну мембрану за умов фіксації 
потенціалу і іонного складу матриксу, а також 
зовнішньомітохондріального оточення. По-
казано, що застосування конфігурації whole-
mitoplast дає змогу зареєструвати вхідний 
інтегральний струм через внутрішню мемб-
рану мітохондрій, який є чутливим до RuR. Із 
застосуванням конфігурації mitoplast-attached 
нами диференційовано три типи поодинокої 

Рис. 2. Поодинока активність кальцієвих каналів внутрішньої мембрани мітохондрій ендотеліальних клітин з різною 
провідністю: а – 13 пСм при підтриманому потенціалу -140 мВ; б – 7 пСм при підтриманому потенціалу -160 мВ; в – 35 
пСм при підтриманому потенціалу -140 мВ 
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активності вхідних струмів при потенціа-
лах, близьких до потенціалу мітохондрій. 
Оскільки при застосуванні безкальцієвого 
розчину у піпетці поодинока активність при 
досліджених потенціалах не спостерігалася, 
можна зробити висновок, що зареєстрована 
активність належить до кальційпровідних 
каналів. Три типи кальцієвої провідності 
у внутрішній мітохондріальній мембрані 
вказує на комплексну регуляцію надходжен-
ня кальцію в мітохондрії та, ймовірно, про 
наявність декількох молекулярних структур, 
що виконують функцію транспорту кальцію 
в мітохондрії ендотеліальних клітин. 

Отримані результати добре узгоджують-
ся з сучасними даними, які демонструють 
наявність декількох протеїнів у внутрішній 
мітохондріальній мембрані, що забезпечу-
ють і регулюють захоплення мітохондріями 
іонів кальцію [7, 9, 13, 14, 17]. Дослідження 
на мітопластах ізольованих від клітин HeLa, 
що походять з ракової пухлини шийки матки, 
раніше дали змогу нам також виявити три 
типи провідності кальційпровідних каналів 
[3]. Проте описані в нашій роботі два типи 
кальцієвої провідності в мітопластах ендоте-
ліальних клітин (7 та 35 пСм) відрізняються 
від зареєстрованих раніше в мітопластах, 
ізольованих від HeLa-клітин (26 та 75 пСм), 
водночас третій тип спостерігався в міто-
пластах обох об’єктів [3]. У мітопластах, 
ізольованих з серцевої тканини людини [15], 
було ідентифіковано два типи провідностей 
кальцієвих каналів в умовах, ідентичних тим, 
в яких проведені наші експерименти. Цікаво, 
що значення провідностей, ідентифікованих 
в мітохондріях серцевого м’яза (13,7 та 7,7 
пСм), були дуже близькими до таких, що 
описані в нашій роботі. Проте в мітохондріях 
ендотеліальних клітин нами ідентифіковано 
третій тип активності, що носив пачковий 
характер, з поодинокою провідністю 35 пСм, 
яка не була ідентифікована в мітопластах 
серцевого м’яза. Нещодавно було продемон-
стровано, що роз’єднувальні білки (UCP2 
і UCP3) відіграють важливу роль у надхо-

дженні кальцію в мітохондрії ендотеліальних 
клітин [18]. Проте їх значення у транспорті 
кальцію в мітохондрії підшлункової залози 
не було подтверджено [1]. Подальші дослі-
дження потребують ідентифікації специфіч-
них протеінів внутрішньої мітохондріальної 
мембрани, що забезпечують або контролюють 
регуляцію кальційпровідних каналів мітохон-
дрій ендотеліальних клітин.

А.И. Бондаренко 

ИССЛЕДОВАНИЯ КАЛЬЦИЕВЫХ КАНАЛОВ 
МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ МЕМБРАНЫ 

Поступление Са2+ в митохондрии, обеспечиваемое 
митохондриальным кальциевым унипортером, играет 
центральню роль в продукции АТФ, регуляции внутри-
клеточного кальциевого гомеостаза, а также в открытии 
митохондриальной поры. До недавного времени понима-
ние процессов поступления Са2+ в митохондрии было в 
значительной степени ограничено исследованиями с при-
менением непрямых методов, главным образом оптиче-
ских. Метод фиксации потенциала позволил исследовать 
на внутренней мембране изолированных митохондрий 
одиночную активность кальцийпроводящих каналов. В 
работе, проведеной на митопластах, изолированных от 
ендотелиальных клеток, описаны электрофизиологиче-
ские свойства кальцийпроводящих каналов внутренней 
митохондриальной мембраны. Показано присутствие 
трех типов проводимости каналов. Полученные результа-
ты свидетельствуют о комплексной природе механизмов, 
обезпечивающих поступление кальция в митохондрии и 
существование альтернативных к митохондриальному 
кальциевому унипортера путей поступления. 
Ключевые слова: митохондрии, кальциевые каналы, 
эндотелиальные клетки.

A.I. Bondarenko

SINGLE CHANNEL RECORDINGS REVEAL 
DISTINCTIVE CHARACTERISTICS OF 
Ca2+ -PERMEABLE CHANNELS IN THE 
MITOCHONDRIAL MEMBRANE

Mitochondria play a central role in the regulation of cell 
function. Ca2+ entry into mitochondria represents a central 
event in the regulation of ATP production, intracellular Ca2+ 
homesotasis and mitochondrial permeability transition pore 
opening.  Until recently, our understanding of the mechanisms 
of mitochondria Ca2+ uptake was largely limited by the use of 
indirect optical methods. Utilization of patch-clamp method 
to isolated mitoplasts allowed characterizing single channel 
properties of Ca2+ permeable channels in the inner mitochon-
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drial membrane. Here we show the presence of three types 
of single channel activities of Ca2+ permeable channels in 
mitoplasts isolated from endothelial cells.  While the identity 
and molecular structure of these channels still remain to be 
identified, these findings point for complex mechanisms of 
Ca2+ entry in mitochondria.
Key words: mitochondria, calcium channels, patch-clamp.
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Д.В. Варивончик, С.О. Риков, А.О. Салюков, А.Б. Мішенін, Г.Ю. Пишнов,  
Є.В. Моісеєнко 

Морфофункціональні зміни органа зору  
у зимівників української антарктичної станції 
«академік вернадський» 

Дослідженням з’ясовано, що територія Антарктики на Українській антарктичній станції «Акаде-
мік Вернадський» відноситься до зони «надвисокого» ризику виникнення офтальмологічної патології, 
зумовленої ультрафіолетовим випроміненням (УФВ). Результати комплексного офтальмологічного 
дослідження 24 зимівників XVI та XVII Українських антарктичних експедицій (2011–2013 рр.) 
засвідчили, що у них під впливом надлишкової експозиції природним УФВ розвиваються специфічні 
зміни в органі зору – паренхіматозно-ендотеліальна кератопатія, ядерно-задньокапсулярна фа-
копатія, макулопатія. Методом денситометрії зареєстровано такі морфологічні зміни рогівки: 
зменшення центральної товщини на 14,3 %; щільності на 10,1 % та кількості ендотеліальних 
клітин гексагональної форми на 16,6 %; у кришталику зареєстровано морфологічні зміни: збільшення 
його оптичної щільності – середньої на 10,1 %, максимальної на 21,6 %, заднього відділу на 13,1 
%. Результати денситометричних профілів свідчать про розвиток локальних помутніть у задніх 
відділах кришталика (в ядрі та капсулі). Комп’ютерна квантитативна периметрія макули показала 
зниження світлочутливості ковбочкових клітин сітківки у 6 разів. У більшості зимівників спостері-
галися морфологічні ознаки перенесеної гострої сонячної ретинопатії. Виявлені патологічні зміни 
є до- та субклінічними ознаками дистрофії рогівки, катаракти та макулодистрофії, які виникли 
внаслідок специфічної дії природного УФВ, що потребує розробки комплексних заходів профілактики. 
Ключові слова: природне ультрафіолетове випромінювання, офтальмологічна патологія, Антар-
ктика, зимівники.
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ВСТУП

Природне ультрафіолетове випромінюван-
ня є частиною електромагнітного спектра, 
що випромінює Сонце. За довжиною хвилі 
його розділяють на три діапазони: ультрафі-
олетовий А (UVA), (А1 – λ=400–340 нм; 
А2 – λ=340–315 нм); В (UVB), (λ =315–280 
нм); – С (UVC), (λ=200–280 нм).   Для клі-
матично-метеорологічних умов Антарктики 
характерні високі рівні приземного УФВ 
(середньорічні – 1277 Вт/м2, з максимумом 
восени та взимку), низькі рівні стратосфер-
ного озону (середньорічні – 276 од. Добсо-
на), значна кількість (297) хмарних днів, що 
зумовлює високі рівні переважно розсіяного 

(від небозводу) та відбитого (від снігу) УФВ, 
на фоні значного надходження прямого УФВ 
у сонячні дні, внаслідок формуванням «озо-
нової дірки» (формується над Антарктикою 
з 1985 р. щорічно з серпня по січень, діаметр 
– близько 1 тис. км). Основним лімітуючим 
фактором надходження УФВ на землю є ан-
тарктична (полярна) ніч, яка триває з квітня 
по серпень [8, 14, 16].

Природне УФВ може бути небезпечним 
для людей, які більше часу працюють на  
відкритому повітрі [3, 4]. Так, доведено, що 
надлишкова експозиція УФВ проявляться як 
гострими, так і хронічними ефектами та на-
слідками для здоров’я людини, а саме: 

– шкіра – еритема та засмага, сонячний 
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опік, фотостаріння, фотодерматоз, сонячний 
кератоз, злоякісна меланома/рак (базально-
клітинний і плоскоклітинний) шкіри, губи; 

–  орган зору – гострий фотокератит і 
фотокон’юнктивіт, гостра сонячна ретино-
патія, птеригіум, пінгвекула, кліматична 
краплеподібна кератопатiя, катаракта, ексу-
дативна форма макулодистрофії, рак рогівки, 
кон’юнктиви (плоскоклітинний), увеальна 
меланома;

–  імунна система – клітинна імуносу-
пресія та знецінення ефекту профілактичних 
щеплень, активація латентної вірусної інфек-
ції, зумовленої вірусами герпесу, папіломи 
тощо [13].

Визначено, що пошкодження рогівки та 
кришталика збільшується зі зменшенням 
довжини хвилі УФВ (максимум пошкодження 
при λ=270 нм, що помітно відрізняється від 
максимуму для шкіри – λ=295 нм). Це пояс-
нюється тим, що більш короткохвильове УФВ 
має більшу енергію фотонів (UVB = 3,94–4,43 
еВ, UVC = 4,43–12,4 еВ), яка максимально 
поглинається тканинами переднього відрізка 
ока (кон’юнктивою, рогівкою, кришталиком), 
викликаючи у них виражені  фотохімічні 
зміни, які призводять до первинної денату-
рації білків рогівки та кришталика, вторин-
ного утворення вільних радикалів, індукції 
апоптозу, оксидативного стресу та реалізації 
каскаду запально-дистрофічних патологіч-
них процесів. Вищезазначене експеримен-
тально та клінічно проявляється гострими 
фотокератокон’юнктивітом і хронічними 
ефектами – птеригій, пінгвекула, керато-
патія, ядерна, задньокапсулярна, кортикальна 
катаракта. Виникнення цих патологічних 
процесів залежать від добової енергетичної 
спектральної дози й тривалості опромінен-
ня УФВ і механізмів репарації тканин, які 
визначаються властивостями організму до 
виведення та нейтралізації продуктів фо-
тохімічних реакцій у тканинах і можливості 
їх відновлення [5–10, 12, 15, 17, 18]. 

Крім того показано, що довгохвильове 
УФВ із меншою енергією фотонів (3,10–3,94 

еВ) має здатність проникати у глибокі відді-
ли ока, викликаючи пошкодження сітківки 
– гостра сонячна ретинопатія, гостра маку-
лодистрофія. Особливо проникнення УФВ 
і пошкодження сітківки збільшується серед 
осіб після екстракції катаракти із імпланта-
цією штучного кришталика без УФ-фільтра. 
З’ясовано, що найчастіше гостру макулоди-
строфію супроводжує інша патологія, що 
пов’язана з експозицією УФВ: катаракта, 
птеригій, пінгвекула [9, 13, 18, 19]. 

Серед зимівників перших Українських ан-
тарктичних експедицій було виявлено ознаки 
враження органа зору – кон’юнктивіти, хма-
роподібні катаракти, дегенерації сітківки [2]. 
Однак поглибленого морфофункціонального 
вивчення стану органа зору до теперішнього 
часу не проводилося. Наявні дослідження з 
цього питання є поодинокими та фрагментар-
ними [11, 13, 14]. 

Мета нашої роботи – визначення морфо-
функціональних змін органа зору в зимів-
ників Української антарктичної станції 
«Академік Вернадський», які зумовлені їх 
експозицією природним УФВ.

МЕТОДИКА

Проводили аналіз експозиційних рівнів при-
родного УФВ, яке патогенно впливає на орган 
зору зимівників Української антарктичної 
станції «Академік Вернадський». Для цього 
використано дані за 2003–2012 рр., отримані 
супутником «Envisat-1» (Environmental 
Satellite; 2002–2012 рр.; власник: Європейсь-
ке космічне агентство – ESA), який знаходив-
ся на сонячно-синхронній полярній орбіті. 
Рівні випромінювання та експозиційних доз 
приземного УФВ на території розміщення 
станції (-65о південної широти) отримували 
інструментом “SCIAMACHY”, розташованим 
на супутнику. Цей інструмент виконував ди-
станційне спектрометричне зондування зво-
ротно-розсіяного випромінювання атмосфери 
у діапазоні 240–2380 нм із спектральною 
роздільною здатністю 0,5–1,5 нм. Оцінювали 
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середньодобові показники ультрафіолетового 
індексу (УФI) та добову еритемну дозу УФВ.

Морфофункціональний стан органа зору 
вивчали до відправлення та одразу після 
повернення 24 зимівників із XVI та XVII 
Українських антарктичних експедицій (2011–
2013 рр.). Програма досліджень включала: 
оцінку скарг на якість зору (за опитувальни-
ком «VFQ-25», США ); загальний офтальмо-
логічний огляд із використанням рутинних 
методів – біомікроскопії, прямої та зворот-
ної офтальмохромоскопії за Водовозовим, 
гоніоскопії;  визначення: гостроти зору за 
таблицями Сивцева, очного тиску з викори-
станням пневмотонометра. Також поглиблено 
досліджували оптичну щільність рогівки та 
кришталика методом денсиметрії, товщину 
рогівки та стан її ендотелію із використанням 
пахиметра та ендотеліального мікроскопа; 
морфологічний стан зорового нерва та шару 
нервових волокон сітківки з використанням 
Гейдельбергської ретинальної томографії; 
морфологічного стану сітківки в макулярній 
зоні – методом оптичної когерентної томо-
графії, а її чутливість вивчали за допомогою 
квантитативної периметрії.

Результати дослідження обробляли ме-
тодами параметричної статистики. Від усіх 
обстежених було отримано інформовану 
згоду, відповідно до протоколу дослідження.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Експозиційні рівні та дози природного УФВ. 
Відповідно до супутникових спостережень 
географічна територія -65о південної широти, 
на якій розташована станція, характеризуєть-
ся таким режимом природного УФВ (енер-
гетичною опроміненістю): середньодобовий 
UVI – 2,46±0,04 ум. од. (61,5±1,00 мВт/м2), 
який упродовж 2003–2011 рр. мав коливан-
ня від 2,08 до 2,60 ум. од. (52,0–65,0 мВт/
м2). Інтенсивність УФВ опромінення сягає 
максимального рівня у грудні – 6,21±0,04 
ум. од. (155,25±1,0 мВт/м2). «Високий» та 
«помірний» рівні УФВ (3,0–6,9 ум. од.), які 

зумовлюють потребу в захисті від природного 
УФВ, спостерігаються впродовж «антар-
ктичного літа» (восени та взимку) 6 міс на 
рік (з вересня по лютий); «дуже високий» та 
«небезпечний» рівні UVI  (7,0–11,0 ум. од.), 
які потребують підсиленого захисту від УФВ 
– не реєструються. Середньорічна добова 
еритемна доза УФВ становить – 1,60±0,03 
кДж/м2 і впродовж 2003–2011 рр. мала коли-
вання від 1,29 до 1,79 кДж/м2. Максималь-
ного рівня протягом року така доза сягає у 
грудні – 4,39±0,03 кДж/м2 на добу (близько 
22,0 міжнародної еритемної дози – МЕД, при 
1МЕДфт-І = 0,2 кДж/м2). Упродовж 7 міс (з 
листопада по травень) спостерігається дозове 
навантаження ≥0,6 кДж/м2 на добу (≥3 МЕД), 
яке перевищує фізіолого-профілактичний 
рівень природного УФВ (рис. 1).

Результати супутникового спостереження 
свідчать, що, починаючи з серпня по листо-
пад, із максимумом вересень – листопад, над 
Антарктикою спостерігається значна втрата 
озону у стратосферному шарі атмосфери 
(утворюється «озонова дірка»), що призво-
дить до зростання UVI (рис. 2). Результатом 
цього є пікове збільшення над територією 
знаходження станції UVI до «небезпечних» 

Рис. 1. Міжмісячна динаміка енергетичних характеристик 
природного ультрафіолетового випромінювання (УФВ) для 
території розташування Української антарктичної станції 
«Академік Вернадський». -65о південної широти. Супут-
никове спостереження. 1 - УФВ; 2 - добова еритемна доза
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Морфофункціональні зміни органа зору у зимівників української антарктичної станції «академік вернадський»
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значень (12,0–13,0 ум. од.; 300,0 – 325,0 мВт/
м2). Таким чином, можна говорити про фор-
мування ризику для здоров’я, зумовленого 
УФВ, з вересня по лютий.

Морфофункціональний стан органа зору 
серед зимівників. Офтальмологічне обсте-
ження протягом року зимівників в Антаркти-
ці показало, що якість зору (за опитувальни-
ком «VFQ-25») у них не змінилася (табл. 1). 
Не було також суттєвих змін у центральній 
гостроті зору, рефракції та гідродинаміці ока 
(за показниками внутрішньоочного тиску; 
табл. 2). Не виявлено об’єктивних змін у 
кон’юнктиві, сльозових органах, повіках і 
м’язовому апараті очей.

Стан рогівки. Обстежені не пред’являли 
скарг, які б указували на патологічні зміни у 
рогівці. При об’єктивному огляді (світлова 
біомікроскопія) не виявлено виражених ознак 
її патології. Флуоресцентна біомікроскопія не 
показала ерозій чи виразок у рогівці.

Методом денситометрії зареєстровані 
значимі морфологічні зміни у рогівці, які 

свідчать про розвиток субклінічної паренхі-
матозно-ендотеліальної кератопатії, а саме: 
зменшення центральної товщини рогівки 
(на 14,3 %, Р<0,05), котра знизилася до 
458,5±31,4 мкм, що є нижчим за популяційну 
норму (470,0–620,0 нм); зменшення щільнос-
ті ендотеліальних клітин на її поверхні (на 
10,1 %, Р<0,05), яке залишалось у діапазоні 
популяційної норми (1800–3100 клітин/мм2); 
зменшення на її поверхні кількості ендоте-
ліальних клітин гексагональної форми (на 
16,6 %, Р<0,05), яке залишалось у діапазоні 
популяційної норми (30,0–99,0 %). При цьому 
змін у оптичній щільності рогівки не спостеріга-
лося (табл. 3).

Стан переднього відрізку ока та криштали-
ка. Не було скарг, які б указували на патологічні 
зміни у передньому відрізку ока чи у криштали-
ку. При об’єктивному огляді передньої камери 
ока (світлова біомікроскопія, гоніоскопія кута 
ока) не виявлено ознак її патології.

У разі проведення біомікроскопії кришта-
лика майже в усіх обстежуваних, які повер-

Рис. 2. Динаміка втрат озону у стратосфері протягом року (мегатон) у день найбільшої за площею «озонової дірки» над 
Антарктикою. Супутникове спостереження

липень серпень вересень жовтень листопад грудень

Мт

Таблиця 1. Показники якості зору за опитувальникомVFQ-25 у членів українських антарктичних експедиції 
(ум.од.)

Оціночні шкали До експедиції Після експедиції
Загальний стан здоров’я 62,50±19,94 64,58±22,51
Загальний рівень бачення 80,00±12,06 75,00±17,32
Очний біль 91,67±13,41 93,75±9,97
Очна працездатність 93,89±10,72 93,22±13,34
Зорова діяльність у даль 98,33±5,77 93,06±14,46
Рольові труднощі, пов`язані із зором 87,50±14,10 85,42±21,21
Соціальна залежність, пов`язана із зором 100,00 98,61±3,24
Обмеження у водінні автомашини 54,86±42,11 39,58±44,26
Кольоровий зір 100,00 97,50±8,66
Периферичний зір 100,00 95,00±11,68
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нулись із експедиції в Антарктику, спостері-
галася підсилена дифузна опалесценція всіх 
його зон. Методом денситометрії зареєстро-
вано значимі морфологічні зміни у кришта-
лику, які свідчать про розвиток субклінічної 
ядерно-задньокапсулярної катаракти, а саме 
збільшилися середня (на 10,1 %, Р<0,05) та 

максимальна (на 21,6 %, Р<0,05) оптична 
щільність кришталика; оптична щільність 
заднього відділу кришталика (на 13,1 %, 
Р<0,05; табл. 4).

Результати денситометричних профілів 
кришталика свідчать про розвиток у зимів-
ників помутніть у задніх його відділах – в 

Таблиця 2. Морфофункціональні показники стану основних функцій органа зору та рогівки зимівників україн-
ської антарктичної експедиції

Показники
Нормативні показники 

в популяції
До експедиції Після експедиції D (%)

Гострота зору 
(з оптичною корекцією), ум.од.

0,9-1,0 0,94±0,06 0,98±0,02 4,3

Внутрішньоочний тиск, мм рт.ст. 16,0-22,0 16,50±2,72 16,00±3,06 -3,0

Таблиця 3. Динаміка морфологічного стану рогівки у зимівників українських антарктичних експедицій

     Показники 
Нормативні 
показники в 

популяції
До експедиції Після експедиції D (%)

Центральна товщина рогівки, мкм 470,0-620,0 534,88±29,84 458,46±31,39* -14,3
Щільність ендотеліальних клітин на/
мм2 1800-3100 2777,58±215,99 2497,04±246,85* -10,1

Гексагональність ендотеліальних 
клітин, %

30,0-99,0 59,75±4,69 49,83±4,33* -16,6

Оптична щільність рогівки, ум.од. - 17,94±1,76 18,08±2,31 0,8
*Р<0,05.

Таблиця 4. Динаміка морфологічного стану кришталика у зимівників українських антарктичних  експедицій 
(ум.од.)

Показники До експедиції Після експедиції D (%)
Оптична щільність кришталика
     середня 10,49±1,80 11,55±1,82* 10,1
     максимальна 14,25±5,01 17,33±5,42* 21,6
Оптична щільність відділу кришталика 
     переднього 8,73±0,78 9,13±0,95 4,6
     заднього 10,40±2,48 11,76±2,09* 13,1
Оптична щільність ядра кришталика 8,43±1,98 8,62±1,40 2,3
*Р<0,05.

ядрі та капсулі. У осіб більш молодого віку 
(до 40 років) спостерігаються переважно за-
дньокапсулярні зміни, а серед осіб після 40 
років – ядерні та ядерно-задньокапсулярні. 

Стан заднього відрізку ока. Обстежува-
ні не пред’являли скарг, які б указували на 
патологічні зміни у задньому відрізку ока. 
При об’єктивному огляді (пряма та зворотна 
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офтальмоскопія та офтальмохромоскопія 
за Водовозовим, світлова біомікроскопія 
сітківки з макулолінзою) у більш ніж 50 % 
зимівників виявлено морфологічні ознаки 
перенесеної гострої сонячної ретинопатії (у 
вигляді «макулярних рубців» різної інтен-
сивності).

Результати вивчення стану диска зорового 
нерва за допомогою Гейдельбергської рети-

нальної томографії не встановили змін до та 
після повернення із експедиції. Всі показники 
відповідали популяційній нормі (табл. 5).

Також не було виявлено виражених змін 
у макулярній ділянці ока із використанням 
когерентної томографії сітківки. Однак 
результати комп’ютерної квантитативної 
периметрії макули на білий колір показали 
виникнення в учасників Антарктичної екс-

Таблиця 5. Динаміка морфологічного стану диска зорового нерва (ДЗН) у зимівників українських антарктич-
них  експедицій

Показники
Нормативні 
показники в 

популяції
До експедиції

Після експе-
диції

D (%)

Площа ДЗН, мм2 1,62-2,43 1,89±0,40 1,90±0,39 0,0
Співвідношення площі екскавації ДЗН до пло-
щі ДЗН

0,07-0,30 0,25±0,16 0,26±0,14 0,0

Форма площі екскавації ДЗН, ум.од. -0,28 - -0,15 -0,23±0,06 -0,22±0,07 0,0
Площа нейроретинального обідка ДЗН, мм2 1,31-1,96 1,33±0,20 1,34±0,21 0,0
Об’єм нейроретинального обідка ДЗН, мм3 0,30-0,61 0,35±0,08 0,34±0,09 0,0
Висота контуру нервових волокон зорового 
нерва, мм

- 0,38±0,05 0,37±0,06 0,0

Середня товщина нервових волокон зорового 
нерва, мм

0,20-0,32 0,25±0,04 0,25±0,07 0,0

педиції макулопатії, яка характеризувалася 
значним зниженням світлочутливості до фо-
тонів ковбочкових клітин сітківки у 6 разів 
(Р<0,05), що може бути доклінічною ознакою 
макулодистрофії (табл. 6). 

Вищезгадані морфофункціональні зміни 
вперше у світі показали, що в органі зору 
(рогівка, кришталик, сітківка) розвиваються 
інтенсивні патофізіологічні та патоморфо-
логічні процеси, викликані надлишковою 

Таблиця 6. Динаміка морфологічного та функціонального стану макули  
у зимівників українських антарктичних експедицій

Показники 
Нормативні показ-
ники в популяції

До експедиції Після експедиції D (%)

Центральна товщина макули, мкм 220,5-294,8 255,33±17,49 254,97±17,87 0,0
Об’єм макулярної ділянки, мм3 9,26-10,62 10,60±2,12 10,64±2,53 0,0
Середня товщина макулярної  
ділянки, мкм

257,1-295,0 282,92±10,20 285,96±10,44 0,0

Середнє зниження світлочутливості 
від показника популяційної норми, 
дБ

±2,0 -0,91±0,42 -6,34±0,77* 596,7

*Р<0,05.
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експозицію природним УФВ, в основі яких 
лежить пряме фотохімічне пошкодження тка-
нин ока, а також опосередковані фотохімічні 
зміни, які зумовили патологічні процеси 
запалення та дистрофії. Зазначене цілком 
пояснюється раніш описаними патофізіоло-
гічними та патоморфологічними механізмами 
[7, 18, 19]. Подальші детальні дослідження 
особливостей цих механізмів можуть стати 
корисними для розробки фармакологічних 
заходів профілактики, лікування та реабілі-
тації зорових функцій у осіб, що тривалий 
час перебувають в екстремальних умовах 
впливу природного УФВ, а виявлені клінічні 
зміни є науковим підґрунтям для розробки 
заходів первинної (гігієнічної) профілактики 
та раціонального медичного добору осіб для 
роботи в таких умовах. 

Таким чином, проведеним дослідженням 
з’ясовано, що територію на українській ан-
тарктичній станції можна віднести до зони 
«надвисокого» ризику виникнення патології, 
зумовленої УФВ. Формування такого ризику 
серед зимівників спостерігається під час 
«антарктичного літа» з вересня по лютий, і є 
найбільш небезпечним з вересня по листопад, 
коли додатково спостерігається пікове збіль-
шення УФВ, зумовленого формуванням над 
Антарктикою «озонової дірки». Внаслідок 
цього працівники можуть отримати макси-
мальну експозиційну дозу УФВ з еритемною 
та генотоксичною дією. 

Результати офтальмологічного дослі-
дження засвідчили, що у зимівників україн-
ських антарктичних експедицій під впливом 
надлишкової експозиції природним УФВ 
розвиваються зміни в органі зору – парен-
химатозно-ендотеліальна кератопатія, ядер-
но-задньокапсулярна факопатія, макулопатія. 
Виявлені патологічні стани є до- та субклініч-
ними проявами дистрофії рогівки, катаракти 
та макулодистрофії. 

Встановлені факти та визначені законо-
мірності є основою для розробки диферен-
ційованих заходів з комплексної профілак-
тики офтальмологічної патології, зумовленої 

УФВ серед працівників, робочі місця яких 
розташовані на відкритому повітрі як в Укра-
їні, так і в умовах української антарктичної 
експедиції, на що будуть спрямовані подаль-
ші дослідження.

Д.В. Варивончик, С.А. Рыков, А.А. Салюков, 
А.Б. Мишенин, Г.Ю. Пышнов, Е.В. Моисеенко

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
ОРГАНА ЗРЕНИЯ У ЗИМОВЩИКОВ УКРА-
ИНСКИЙ АНТАРКТИЧЕСКОЙ СТАНЦИИ 
«АКАДЕМИК ВЕРНАДСКИЙ» 

Исследованием установлено, что территория Антаркти-
ки на украинской антарктической станции «Академик 
Вернадский») относится к зоне «сверхвысокого» риска 
возникновения офтальмологической патологии, обуслов-
ленной ультрафиолетовым излучением (УФИ). Результаты 
комплексного офтальмологического исследования 24 
зимовщиков XVI и XVII украинских антарктических 
экспедиций (2011–2013 гг.) показали, что у них под воз-
действием избыточной экспозиции естественным УФИ 
развиваются специфические изменения в органе зрения – 
паренхиматозно-эндотелиальная кератопатия, ядерно-зад-
некапсулярная факопатия, макулопатия. Методом денси-
тометрии роговицы зарегистрированы морфологические 
изменения: уменьшение центральной толщины роговицы 
на 14,3 %, уменьшение плотности на 10,1% и количества 
эндотелиальных клеток гексагональной формы на 16,6 %, 
(Р<0,05); в хрусталике зарегистрированы следующие мор-
фологические изменения: увеличение оптической плотно-
сти хрусталика: средней зоны на 10,1%, максимальной – на 
21,6 %, заднего отдела – на 13,1 %, (Р<0,05). Результаты 
денситометрических профилей свидетельствуют о разви-
тии локальных помутнений в задних отделах хрусталика 
(в ядре и капсуле). Данные компьютерной квантитативной 
периметрии макулы выявили значительное снижение 
светочувствительности колбочковых клеток сетчатки в 
6 раз (Р<0,05). У большинства зимовщиков обнаружены 
морфологические признаки перенесенной острой солнеч-
ной ретинопатии. Выявленные патологические изменения 
являются до-, субклиническими проявлениями дистрофии 
роговицы, катаракты и макулодистрофии, вызванные спе-
цифическим действием естественного УФИ, что требует 
разработки комплексных мер профилактики.
Ключевые слова: естественное ультрафиолетовое из-
лучение, офтальмологическая патология, Антарктика, 
зимовщики.
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D.V. Varyvonchyk, S.O. Rykov, A.O. Salyukov, 
A.B. Mishenin, G.Y. Pyshnov, E.V. Moiseenko

MORPHOLOGICAL CHANGES OF VISION 
AMONG WINTERERS IN UKRAINIAN 
ANTARCTIC STATION «ACADEMICIAN 
VERNADSKY» 

The study revealed that the Antarctic territory in the area of 
the Ukrainian Antarctic station “Academician Vernadsky” can 
be referred to the zone of the «super high» risk in developing 
ophthalmological pathology, caused by ultraviolet radiation. 
The results of the comprehensive dynamic study of 24 
winterers of the XVI and XVII Ukrainian Antarctic expeditions 
(2011–2013) showed the developing of specific changes 
in the organ of vision under the exposure to the excessive 
natural ultraviolet radiation (UVR), such as parenchymatous-
endothelial keratopathy, nuclear-posteriorcapsular phacopathy, 
maculopathy. Morphological changes were recorded using the 
cornea densitometry method: a decrease of the central cornea 
thickness by 14,3%, a decrease of the density and the number 
of endothelial cells of hexagonal type by 10,1% and 16,6 %, 
respectively (Р<0,05). Using densitometry method, we detected 
morphological changes in the lens. Specifically, we found an 
increase of the optic lens density: in median zone by 10,1 %, in 
maximal zone by 21,6 %, in posterior part by 13,1 %, Р<0,05. 
The results of densitometry recordings point to the development 
of local opacity in the posterior lens parts (in the nucleus and 
in the capsule). The data of the computed quantitative macula 
perimetry showed a significant decrease of light sensitivity of 
retina conicalis cells by 6 times (Р<0,05). The morphological 
signs of the endured acute solar retinopathy were found in more 
than 50% winterers. The revealed pathological changes can be 
considered as pre-, subclinical manifestations of the cornea 
dystrophy, cataracts and maculodystrophy, caused by specific 
action of the natural UVR, thus demanding the elaboration of 
the combined preventive measures.
Key words: natural ultraviolet radiation, ophthalmologic 
pathology, Antarctic winterers
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О.О. Шандра

Вплив дельтарану та мелатоніну на стан імунної 
системи щурів за умов експериментального  
контактного дерматиту

Досліджували активність гуморального і клітинного ланок імунітету, а також показників функ-
ціональної стабільності лейкоцитів у щурів з експериментальним контактним дерматитом (ЕКД) 
в умовах комплексної фармакологічної корекції введенням дельтарану і мелатоніну. Дослідження 
проводили в умовах хронічного експерименту на моделі хроміндукованого ЕКД. Для комплексної 
фармакологічної корекції показників гуморального і клітинного ланок імунітету, а також стабіль-
ності лейкоцитів використали роздільні та сумісні введення дельтарану й мелатоніну. Отримані 
результати показали, що за умов хроміндукованого ЕКД у щурів відзначаються виражені порушення 
гуморального і клітинного ланок імунітету, а також змінюється функціональна стабільність ней-
трофілів і лімфоцитів. Виявлені порушення функціональної активності імунної системи корегували 
в умовах сумісного застосування дельтарану й мелатоніну. При цьому активність лікувального 
комплексу мала потенціюючий характер.
Ключові слова: експериментальний контактний дерматит, імунологічна реактивність, показник 
пошкодження нейтрофілів, показник пошкодження лімфоцитів, дельтаран, мелатонін, фармако-
логічна корекція.
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ВСТУП

Встановлено залежність стану імунологічної 
реактивності від тривалості та характеру сну: 
активність натуральних кілерів зменшується 
за умов тривалого безсоння, система проза-
пальних цитокінів залежно від дози та фази 
циркадіанного ритму викликає як сомноген-
ний, так і протилежний за характером впливи 
в експериментальних умовах [7].

Мелатонін, який здатен індукувати сон 
[10], послаблює спровоковані стресом пору-
шеня вмісту інтерлейкінів (ІЛ) – ІЛ-1α, ІЛ-1β, 
ІЛ-2, інтерферону γ, грануломоноцитарного 
факторів у щурів [2]. Застосування δ-сонінду-
куючого пептиду (ДСІП) попереджає імуно-
логічні порушення, які викликані стресорним 
впливом, супроводжується зменшенням числа 
еозинофілів крові, а також збільшенням кіль-
кості лімфоїдних клітин у структурах слизової 
оболонки дванадцятипалої кишки щурів [8].

Зважаючи на те, що в патогенезі кон-
тактного дерматиту значне місце посідають 
механізми порушень стану імунологічної 
реактивності [4], а також визначено типові 
порушення циклу сон-неспання за експери-
ментальних умов [3], доцільним було вивчен-
ня проявів експериментального контактного 
дерматиту (ЕКД) на тлі застосування препа-
ратів, які нормалізують циркадіанні ритми.

Метою нашої роботи було вивчення 
активності гуморальної та клітинної ланок 
імунологічної реактивності щурів із ЕКД за 
умов комплексної фармакологічної корекції 
введенням дельтарану та мелатоніну.

МЕТОДИКА

Робота виконана за умов хронічного експери-
менту на 72 щурах самцях лінії Вістар віком 
3–6 міс і масою від 250 до 320 г. Експеримен-
тальних тварин утримували за стандартних 
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умов віварію та вільним доступом до їжі 
та води. Досліди проводили з дотриманням 
основних нормативних та етичних вимог до 
проведення лабораторних та інших дослідів. 
Результати досліджень було схвалено етич-
ним комітетом ОНМедУ. 

Для відтворення ЕКД щурів сенсибілізували 
0,25%-м розчином біхромату калію протягом 20 
діб [5]. Вогнище сенсибілізації відтворювали 
на бічній ділянці спини щура (3х3 см), з якого 
завчасно вистригали шерстяний покрив [3, 5]. 
Розчин біхромату калію втирали в ділянку шкіри 
спини раз на добу протягом 4,5–5,0 хв, для чого 
використовували марлеві серветки, змочені в 
розчині біхромату. Тестову дозу алергену на-
носили на 21-ту добу від початку сенсибілізації 
на аналогічну ділянку шкіри контрлатерального 
боку. Виникнення проявів ЕКД контролювали за 
ознаками запалення, виразність яких оцінювали 
за шестибальною шкалою [3].

Виділяли наступні групи тварин: I група – 
контрольні щури (n=9), II – щури із ЕКД без 
лікування (n=13), III – інтактні щури (n=9), 
яким вводили дельтаран (0,1 мг/кг; НДІВС з 
виробництва бакпрепаратів, РФ), IV – щури із 
ЕКД (n=15), яким з лікувальною метою вво-
дили дельтаран (0,1 мг/кг), V – інтактні щури 
(n=9), яким вводили мелатонін (10 мкг/кг), 
VI – щури із ЕКД, яким з лікувальною метою 
вводили мелатонін дозою 10 мкг/кг (n=15), 
VII – щури із ЕКД (n=17), яким вводили 
дельтаран і мелатонін дозами 0,1 та 10 мг/кг 
відповідно. Препарати вводили внутрішньо-
очеревинно. Більша кількість щурів у IV, VI 
та VII групах пояснюється виконанням спо-
стережень в двох експериментальних серіях.

Через 24 г з моменту аплікації допустимої 
дози алергену досліджували активність гумо-
ральної та клітинної ланок імунітету щурів, а 
також показники пошкодження нейтрофілів і 
лімфоцитів (ППН і ППЛ відовідно). Як величи-
ни, які характеризували функціональний стан 
гуморального імунітету за умов ЕКД, обирали 
кількість В-лімфоцитів, а також концентрацію 
імуноглобулінів А, М та G, що робили згідно з 
загальноприйнятим методом [6]. Число у крові 

Т-лімфоцитів, а також їх субпопуляцій, які ви-
конували функції Т-хелперів та Т-супресорів з 
визначенням чутливості до теофіліну (клітини, 
які мають супресорно-кілерні властивості, та 
теофілінрезистентні клітини, яким притаманні 
хелперно-індукторні властивості) приймали 
за характеристику функціональної активності 
клітинного імунітету та вивчали за методом Чер-
нушенка та Когосова [6]. Визначали ППН і ППЛ, 
які є інформативними щодо функціональної 
стабільності лейкоцитів у периферичній крові 
за умов алергічних захворювань [9].

Статистичну обробку результатів дослі-
дження проводили із застосуванням методу 
ANOVA та Newman-Keuls тесту при рівні 
вірогідності P<0,05 [3].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Розвиток ЕКД характеризувався виникнен-
ням у зоні нанесення розчину біхромату 
калію помірної гіперемії (1–2 бали), що 
спостерігалось на 5-ту добу експерименту. 
Висока виразність місцевих запальних пору-
шень визначалася наприкінці другого тижня 
аплікацій алергену, коли у тварин з’являлися 
ерозивно-виразкові зміни, які протягом на-
ступних п’яти аплікацій розвивались у вираз-
ні інфільтративно-виразкові ураження (4–5 
балів). Нанесення допустимої дози розчину 
алергену на шкіру з протилежного боку (до 
цього не проводили аплікацій), викликало 
виразні запальні зміни з формуванням еро-
зивно-виразкових елементів (3–4 бали). 

На тлі проявів ЕКД суттєво зростала кіль-
кість В-лімфоцитів, яка була на 40,1 % вищою 
за відповідні значення в контрольній групі 
тварин (P<0,01; табл. 1). Введення інтактним 
щурам дельтарану та мелатоніну не впливало 
на число В-лімфоцитів у крові (P>0,05). Після 
роздільного їх введення щурам із ЕКД зна-
чення досліджуваних показників становили 
19,6±1,7 та 20,4±1,8 % відповідно, що було на 
28,9 та на 34,2 % більше, ніж у контрольних 
спостереженнях (P<0,05) і не відрізнялося 
від значень у щурів із ЕКД без лікування 
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(P>0,05). Внаслідок сумісного введення дель-
тарану та мелатоніну щурам із ЕКД кількість 
В-лімфоцитів виявилася меншою на 17,0 % 
(P<0,05) порівняно з показниками в щурів із 
ЕКД без лікування та зі значеннями у групах 
щурів із ЕКД, яким роздільно вводили дель-
таран (на 10,2 %, P<0,05) – та мелатонін (на 
13,7 %, P<0,05, див. табл. 1).

Вміст імуноглобулінів у щурів із ЕКД 
був в 1,5 (IgG; P<0,01), 2,1 (IgM; P<0,01) та 
2,2 раза (IgA; P<0,001) більшим порівняно 
зі значеннями у крові контрольних щурів. 
Внаслідок роздільного введення дельтарану 
та мелатоніну вміст IgА і IgM суттєво змен-
шувався і був на 29,2 та на 26,0 % (у разі 
введення дельтарану) та на 20,8 і на 29,6 % 
(у разі введення мелатоніну) меншим порів-
няно з відповідними показниками у щурів 
із ЕКД без лікування (P<0,05). Проте роз-
дільне введення вказаних лікарських сполук 
не змінювало вміст IgG, який зменшувався 
при застосуванні дельтарану на 6,2 %; а при 
застосуванні мелатоніну – на 5,0 % (P>0,05). 
Сумісне їх введення викликало зменшення 
вмісту IgA (на 45,8 %, P<0,05), та IgM (на 48,1 %, 
P<0,01), а також IgG (на 18,5 %, P<0,05 ) 

порівняно зі значеннями в щурів із ЕКД без 
лікування. При цьому вміст імуноглобулінів 
був достовірно меншим порівняно зі значен-
нями у щурів з ЕКД за умов роздільного за-
стосування дельтарану та мелатоніну (P<0,05, 
табл. 1).

У щурів із ЕКД число Т-лімфоцитів було 
на 31,2 % зниженим порівняно з контролем 
(P<0,01; табл. 2). При застосуванні як одного 
дельтарану, так і мелатоніну цей показник 
залишався більш низьким порівняно з кон-
трольними значеннями – на 23,7 та на 26,7 
% відповідно (P<0,05). 

Сумісне введення лікарських сполук 
підвищувало на 36,6 % число Т-лімфоцитів 
порівняно зі значеннями у щурів із ЕКД без 
лікування (P<0,05). При цьому також спосте-
рігалися відмінності цього показника порів-
няно зі значеннями у групах з ЕКД, в яких 
застосовували окремо дельтаран (на 18,8 %) 
та мелатонін (на 22,0 %; P<0,05). 

Перебіг ЕКД характеризувався також 
зменшенням числа (на 33,3 %) теофілінрезис-
тентних Т-лімфоцитів (P<0,05) та збільшен-
ням кількості (на 95,7 %) теофілінчутливих 
Т-лімфоцитів (P<0,01). Число теофілінрезис-

Таблиця 1. Вплив комплексної фармакологічної корекції на активність гуморального імунітету в щурів із 
контактним дерматитом (M±m)

Група тварин В-лімфоцити, %
Імуноглобуліни (г/л)

А M G
Контроль (n=9) 15,2±1,3 1,1±0,1 1,3 ±0,2 5,4 ±0,4
Експериментальний контактний дер-
матит (ЕКД), n=13

21,3±2,2** 2,4±0,3*** 2,7 ±0,3** 8,1 ±0,6**

Введення дельтарану (n= 9) 14,6±1,2 1,0±0,1 1,4 ±0,2 5,1 ±0,3
ЕКД і введення дельтарану (n=15) 19,6±1,7* 1,7±0,2*,# 2,0 ±0,2*,# 7,6 ±0,6*

Введення мелатоніну (n= 9) 15,4±1,1 1,1±0,1 1,1 ±0,1 5,2 ±0,3
ЕКД і введення мелатоніну (n=15) 20,4±1,6* 1,9±0,3** 1,9 ±0,2# 7,7 ±0,6*

ЕКД, введення дельтарану  
і мелатоніну (n=17)

17,6±1,1#, *** 1,3±0,1#,*** 1,4 ±0,1##,*** 6,6 ±0,3*,#,***

Тут і в табл. 2 *P<0,05, **P<0,01 – вірогідні розбіжності показників порівняно з відповідними показни-
ками в контрольній групі спостережень; #P<0,05, ##P<0,01 – вірогідні розбіжності показників порівняно 
з відповідними показниками в групі щурів із ЕКД; ***P<0,05 – вірогідні розбіжності досліджуваних 
показників порівняно з такими в групах щурів із ЕКД і роздільним введенням дельтарану та мелато-
ніну, відповідно.

Вплив дельтарану та мелатоніну на стан імунної системи щурів
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тентних Т-лімфоцитів зростало під впливом 
роздільного введення дельтарану (на 16,7 %), 
мелатоніну (в 19,2 %) та їхнього сумісного 
застосування (на 46,2 %) порівняно з відпо-
відними значеннями в групі щурів з ЕКД без 
лікування (група II; P<0,05). Досліджуваний 
показник при сумісному використанні пре-
паратів був вищим від такого при окремому 
застосуванні дельтарану та мелатоніну на 
20,6 % та на 22,6 % відповідно (P<0,05).

За умов окремого застосування дельта-
рану та мелатоніну число теофілинчутливих 
Т-лімфоцитів перевищувало відповідне зна-
чення в групі контролю на 61,0 та на 65,2 % 
відповідно (P<0,01). При сумісному викорис-
танні препаратів перевищення досліджувано-
го показника становило 34,0 % (P>0,05) і од-
ночасно він був меншим порівняно з такими 
в групах з використанням одного дельтарану 
та мелатоніну на 16,8 та на 18,9 % відповідно 
(P<0,05, табл. 2).

У дослідних щурів ППН та ППЛ в 1,6 та в 
2,3 раза перевищували відповідні значення в кон-
трольних спостереженнях (P<0,001; рисунок). 
Досліджувані показники набували значущих 
розбіжностей порівняно з такими в групі щурів 
із ЕКД без лікування лише під впливом суміс-
ного введення дельтарану та мелатоніну. За цих 

умов спостерігалося перевищення відповідних 
значень у контролі на 11 та на 37 % відповідно 
(P>0,05) при одночасному зменшенні порівняно 
з ЕКД без лікування на 31 та на 40 % відповідно 
(P<0,05). При цьому ППЛ залишався більшими 
за відповідні контрольні показники (P<0,05; див. 
рисунок). ППН і ППЛ були також значно менши-
ми порівняно з такими в групі із застосуванням 
самого дельтарану (ППН – на 24 % та ППЛ – на 
28 %), а також мелатоніну (ППН – на 35 % та 
ППЛ – на 32 %; P<0,05).

Клінічні прояви ЕКД за умов сумісного 
застосування дельтарану та мелатоніну не пере-
вищували 2 бали, водночас при самостійному ви-
користанні препаратів спостерігались ерозивні 
елементи на 20-ту добу спостереження (3 бали). 

Таким чином, отримані результати за-
свідчили, що за умов відтворення ЕКД, 
викликаного нашкірними аплікаціями роз-
чину біхромату калію, у щурів відбуваються 
виражені зміни імунологічної реактивності 
з боку гуморального та клітинного захи-
сту, а також порушується функціональна 
стабільність лейкоцитів. Показано суттєве 
зростання кількості В-лімфоцитів, а також 
імуноглобулінів груп А, М та G. Це вказує на 
недосконалість гуморальної ланки імунного 
захисту, разом зі зменшенням кількості Т-лім-

Таблиця 2. Вплив комплексної фармакологічної корекції на активність клітинного імунітету в  щурів із кон-
тактним дерматитом (M+m)

Групи тварин
Показники, які характеризують стан клітинного імунітету 

Т-лімфоцити, 
%

Теофілінрезистентні субпо-
пуляції Т-лімфоцитів, %

Теофілінчутливі субпопуля-
ції Т-лімфоцитів, %

Контроль (n=9) 40,1±3,2 23,4±1,8 14,1±1,4
Експериментальний контак-
тний дерматит (ЕКД; n=13

27,6±2,4** 15,6±1,4* 27,6±2,2**

Введення дельтарану (n= 9) 38,6±3,1 18,2±1,6 15,3±1,3
ЕКД і введення дельтарану 

(n=15)
30,6±2,3* 18,9±1,6*,# 22,7±2,3**

Введення мелатоніну (n= 9) 36,9±3,1 18,6±1,5 12,7±1,2
ЕКД і введення мелатоніну 

(n=15)
29,4±2,2* 18,6±1,6*,# 23,3±2,1**

ЕКД, введення дельтарану і 
мелатоніну (n=17)

37,7±2,7##,*** 22,8±1,6#,*** 18,9±1,6##,***
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фоцитів і Т-хелперів та зростанням кількості 
Т-супресорів, що висвітлило недостатню 
функціональну активність клітинного імуни-
тету. Cлід підкреслити, що подібний характер 
імунологічних зрушень є характерним для 
ЕКД, викликаного дією сполук хрому [4]. 
Крім того, встановлено, що функціональна 
стабільність нейтрофільних лейкоцитів, а 
також лімфоцитів значно порушена за умов 
сенсибілізації до сполук хрому, що також 
додатково вказує на алергічний компонент 
відтвореного патологічного стану. 

Застосування дельтарану є виправданим 
через здатність викликати імунокоригувальні 
впливи, в тому числі за умов формування 
атопічних алергічних реакцій [1]. Автори 
зазначають, що ДСІП відновлює абсолютну 
кількість лейкоцитів, лімфоцитів, а також 
субпопуляцій CD3+,CD8+,CD16+ у дітей, які 
страждають на атопічну бронхіальну аст-
му. Проте в нашому дослідженні роздільне 
використання дельтарану не супроводжу-
валося значними позитивними зрушеннями 
досліджуваних показників імунологічної 

реактивності. Разом з тим при його сумісному 
використанні з мелатоніном спостерігалася 
виразна коригувальна дія. Подібне потенці-
ювання може пояснюватися комплексним ха-
рактером впливу мелатоніну [10], в тому чис-
лі й при атопічних алергічних станах [11] та 
його здатністю до корекції хронобіологічних 
процесів в організмі [10], які мають важливе 
значення для реалізації ефектів ДСІП [1, 8].

Таким чином, експериментальний контак-
тний дерматит призводить до порушень функ-
ціональної активності гуморальної та клітинної 
ланок імунологічного захисту щурів, а також 
функціональної стабільності лейкоцитів. Зазна-
чені зміни успішно коригуються дельтараном і 
мелатоніном, що виявляється у потенціюванні 
їх дії при сумісному використанні. 

Результати свідчать про доцільність дос
ліджень ролі центральних механізмів регу-
ляції циклу неспання спання у виникненні 
ЕКД, а також створюють передумови до 
використання дельтарану та мелатоніну в 
комплексному лікуванні хворих на алергіч-
ний дерматит.

Вплив комплексної фармакологічної корекції на показники функціональної стабільності лейкоцитів у щурів із експеримен-
тальним: I – показники пошкодження нейтрофілів; II – показники пошкодження лімфоцитів; 1 – контроль, 2 – дельтаран, 
3 – дерматит і введення дельтарану, 4 – дерматит, введення дельтарану і мелатоніну, 5 – дерматит і введення мелатоніну. 
*P<0,05 та ***P<0,001 – вірогідні розбіжності досліджуваних показників порівняно з відповідними показниками в кон-
трольній групі щурів; #P<0,05 – вірогідні розбіжності досліджуваних показників порівняно з відповідними показниками 
в групі щурів із ЕКД без лікування; **P<0,05 – вірогідні розбіжності досліджуваних показників порівняно зі значеннями 
у групах щурів із ЕКД та роздільним введенням дельтарану та мелатоніну відповідно
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А.А. Шандра

ВЛИЯНИЕ ДЕЛЬТАРАНА И МЕЛАТОНИНА 
НА СОСТОЯНИЕ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ 
КРЫС В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬ-
НОГО КОНТАКТНОГО ДЕРМАТИТА 

Целью работы было изучение активности гуморального 
и клеточного звеньев иммунитета, а также показателей 
функциональной стабильности лейкоцитов у крыс с экспе-
риментальным контактным дерматитом (ЭКД) в условиях 
комплексной фармакологической коррекции введениями 
дельтарана и мелатонина. Исследования проводили в 
условиях хронического эксперимента на модели хромин-
дуцированного ЭКД. Для комплексной фармакологической 
коррекции показателей гуморального и клеточного звеньев 
иммунитета, а также стабильности лейкоцитов исполь-
зовали раздельные и сочетанные введения дельтарана 
и мелатонина. Полученные результаты показали, что в 
условиях хроминдуцированного ЭКД у крыс отмечаются 
выраженные нарушения гуморального и клеточного зве-
ньев иммунитета, а также нарушается функциональная 
стабильность нейтрофилов и лимфоцитов. Выявленные 
изменения функциональной активности иммунной сис-
темы коррегировали в условиях совместного применения 
дельтарана и мелатонина. При этом активность лечебного 
комплекса имела потенцирующий характер. 
Ключевые слова: экспериментальный контактный дерма-
тит, иммунологическая реактивность, показатель повре-
ждения нейтрофилов, показатель повреждения лимфоци-
тов, дельтаран, мелатонин, фармакологическая коррекция

O.O. Shandra

THE INFLUENCE DELTARAN AND 
MELATONIN ON IMMUNE SYSTEM IN RATS, 
WHICH WAS AFFECTED BY EXPERIMENTAL 
CONTACT DERMATITIS 

The aim of the work was investigation of both humoral and 
cell-mediated immunity together with leukocytes functional 
stability indexes in rats with the experimental contact der-
matitis (ECD) in conditions of complex pharmacological 
correction using deltaran and melatonin. Experimental trials 
were performed under conditions of chronic experiment on 
model chrome-induced ECD. Both deltaran and melatonin 
either alone or in combination were used for complex pharma-
cological correction of humoral and cell-mediated immunity 
and also for stability of leukocytes. The data obtained showed 
the expressed disturbances of humoral and cell-mediated im-

munity and neutrophils’ functional stability damage under 
conditions of chrome-induced ECD in rats. The revealed 
alterations in functional activity of the immune system were 
successfully corrected using the combined administration of 
deltaran and melatonin. The activity of medical complex had 
exponential character.
Кey words: experimental contact dermatitis, immune reactiv-
ity, neutrophil’ alteration index, lymphocite’ alteration index, 
deltaran, melatonin, pharmacological correction.
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Л.А. Могильницька

Вміст ендотеліального моноцитактивуючого  
пептиду ІІ у сироватці крові при цукровому діабеті 
2-го типу

Ендотеліальна дисфункція лежить в основі розвитку макросудинних ускладнень цукрового діабету 
та атеросклерозу. Ендотеліальний моноцитактивуючий поліпептид ІІ (ЕМАР-ІІ) – це мультифунк-
ціональний поліпептид з прозапальною та антиангіогенезною активністю. Виявлено підвищення 
його вмісту в сироватці крові хворих на цукровий діабет 2-го типу як з ожирінням, так і з нор-
мальною масою тіла, а також у осіб з ожирінням, що не страждають на цукровий діабет. Також 
цей показник корелював зі вмістом глікозильованого гемоглобіну, глюкози крові, індексом маси тіла, 
загального холестерину, ліпопротеїдів низької щільності, ліпопротеїдів високої щільності, три-
гліцеридів. Підвищення вмісту ЕМАР-ІІ може бути одним з механізмів розвитку ендотеліальної 
дисфункції при цукровому діабеті 2-го типу.
Ключові слова: ЕМАР-ІІ, цукровий діабет, ендотеліальна дисфункція.

©   Л.А. Могильницька

Вступ

Ендотеліальний моноцитактивуючий полі-
пептид ІІ (ЕМАР-ІІ) – це мультифункціональ-
ний поліпептид з прозапальною та антиангіо-
генезною активністю. Він викликає прокоа-
гулянтні зміни на поверхні ендотеліальних 
клітин, посилює експресію Е- та Р-селектину, 
а також туморнекротичного фактора α, впли-
ває на міграцію моноцитів і нейтрофілів, 
а також індукує апоптоз в ендотеліальних 
клітинах [17].

ЕМАР-ІІ демонструє широкий спектр біо-
логічних функцій. У численних дослідженнях 
показано протипухлинні та антиангіогене-
зні його властивості [8, 9]. Окрім того, він 
блокує рецептори васкулоендотеліального 
фактора росту, пригнічуючи проліферацію 
та міграцію ендотеліальних клітин, що також 
може бути одним з механізмів протипухлин-
ної активності [1]. Одразу після виділення 
ЕМАР-ІІ було описано його здатність регулю-
вати прокоагулянтні функції ендотеліальних 
клітин, імовірно, через вплив на тканинний 

фактор, а також хемотаксичний вплив на 
моноцити, гранулоцити. Ці дослідження in 
vitro підтверджуються прозапальною дією 
ін’єкцій ЕМАР-ІІ in vivo [3]. Також було 
показано пряму дію цього поліпептиду на 
міграцію лейкоцитів і підвищення вмісту 
внутрішньоклітинного кальцію при активації 
клітин. Вплив на моноцити та ендотеліальні 
клітини було проаналізовано більш детально 
для виявлення всіх молекулярних чинників 
цього процесу [4]. В ендотеліальних клі-
тинах ЕМАР-ІІ викликає експресію Е- та 
Р-селектину, виділення фактора Віллебранта 
та продукцію туморнекротичного фактора 
моноцитами [4].

Крім описання численних функцій ЕМАР-
ІІ, значна увага приділяється механізмам, 
що лежать в основі цих функцій. Оскільки 
ендотеліальні клітини є одним з основних 
органів-мішеней для ЕМАР-ІІ, то вивчались 
механізми впливу на ці клітини.

У дослідженнях з використанням інгібіто-
рів ангіогенезу було виявлено можливі мішені 
для ЕМАР-ІІ в ендотеліальних клітинах – 
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протеїни, що беруть участь у перетвореннях 
актину [5]. В основі здатності ЕМАР-ІІ при-
гнічувати неоангіогенез, лежить блокування 
адгезії ендотеліальних клітин і фібронектину 
в результаті безпосереднього зв’язування 
ЕМАР-ІІ з інтегрином [11]. Антиангіогенезні 
властивості цього поліпептиду реалізуються 
також через пригнічення активності індуко-
ваного гіпоксією фактора α1 [12].

Індуковане гіпоксією підвищення вмісту 
ЕМАР-ІІ дозозалежно впливає на міграцію 
ендотеліальних прогеніторних клітин і по-
повнення ними зон ішемії. Так, ЕМАР-ІІ діє 
на реваскуляризацію та відновлення тканини 
міокарда при інфаркті. Вихідна його експре-
сія в неушкодженому міокарді мінімальна та 
переважно локалізується в периваскулярній 
стромі. Через 6 год після розвитку інфаркту 
його експресія послідовно підвищується в 
ділянці запальної клітинної інфільтрації та 
зберігається протягом тижня. Через 6 тиж 
експресія ЕМАР-ІІ підвищується в фіброб-
ластах, що локалізуються в аваскулярному 
сполучнотканинному рубці та сприяє рева-
скуляризації зони ушкодження [13].

Вважають, що вазодилатація, яка відбува-
ється під час ЕМАР-ІІ-індукованого запален-
ня, пов’язана з оксидом азоту. Це було про-
демонстровано на легеневих артеріях. При 
блокаді оксиду азоту L-NAME інгібітором 
NO-синтази, ЕМАР-ІІ-індукована вазодила-
тація ослаблювалася [15]. Таким чином, його 
вплив на ендотеліальні клітини може лежати 
в основі розвитку ендотеліальної дисфункції. 
Проте в літературі немає даних про роль цьо-
го поліпептиду при цукровому діабеті.

Оскільки ендотеліальна дисфункція є 
однією з основних причин розвитку макро- 
та мікросудинних ускладнень цукрового 
діабету, а функціональний стан ендотелію 
характеризується з одного боку ендотелій-
залежною релаксацією, а з іншого – вмістом 
ендотеліальних вазоактивних факторів, то 
метою нашого дослідження було вивчити 
вміст ЕМАР-ІІ у сироватці крові хворих на 
цукровий діабет 2-го типу. 

Методика

Обстежено 108 осіб, 58 жінок і 50 чоловіків, з 
яких 64 хворих на цукровий діабет 2-го типу, 
котрі були розподілені на такі групи: 32 хво-
рих з ожирінням і 32 – з нормальною масою 
тіла, та 44 особи, які не страждають на цу-
кровий діабет, серед них 22 особи з нормаль-
ною масою тіла та 22 особи з ожирінням. Усі 
обстежені були відповідні за віком, статтю та 
індексом маси тіла. Клініко-лабораторна ха-
рактеристика хворих представлена в таблиці. 

Осіб, які отримують препарати, що по-
тенційно здатні впливати на функціональний 
стан ендотелію, а саме: гіполіпідемічні засо-
би, інгібітори ангіотензинперетворювального 
ферменту, блокатори рецепторів до ангіо-
тензину II, блокатори кальцієвих каналів, 
нітрати, гормональні контрацептивні засоби 
та препарати замісної гормональної терапії, 
не обстежували. 

Серед хворих на цукровий діабет із ожи-
рінням артеріальна гіпертензія була у 27  
(84,4 %) осіб, у пацієнтів з діабетом і нор-
мальною масою тіла – у 14 (43,75 %). У людей 
без діабету підвищення артеріального тиску 
спостерігалося у 18 (81,8 %) осіб з ожирінням 
і у 9 (40,9 %) – з нормальною масою тіла. 
Непроліферативна ретинопатія була вияв-
лена у 42 (65,62 %), препроліферативна – у 
19 (29,68 %), проліферативна – у 3 (4,68 %) 
осіб; 10 (15,6 %) хворих на цукровий діабет 
страждали мікроангіопатією судин нижніх 
кінцівок 1-ї стадії, 36 (56,25 %) – 2-ї стадії, 
8 (12,5 %) – 3-ї стадії. Діабетична полінейро-
патія діагностована у 54 (84,37 %) хворих, у 
33 (51,56 %) чоловіків та 21 (32,81 %) жінок. 
Протеїнурична стадія діабетичної нефропатії 
була у 5 (15,6 %) хворих на цукровий діабет 
2-го типу з ожирінням, у 9 (28,1 %) хворих з 
нормальною масою тіла.

Мікроальбумінурію діагностували за 
вмістом альбуміну в сечі 30–300 мг/добу у 
16 (50 %) хворих з ожирінням, у 16 (50 %) з 
нормальною масою тіла та у 7 (31,8 %) осіб 
з ожиріння без цукрового діабету. 

Л.А. Могильницька
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Глікемію визначали натще безпосередньо 
в тих зразках венозної крові, що використо-
вували для подальших досліджень. Вміст 
ЕМАР-ІІ обраховували імуноферментним 
методом із використанням сорбційних ко-
лонок “Аmprer” (“Amersham Lifesilence”) та 
тест-систем “Amersham pharmacia biotech” 
(Великобританія). Дослідження проводили на 
плошковому ELISA-аналізаторі “Stat Fax-303 
Plus” (СШA). 

Результати представлені як середнє ± 
стандартне відхилення. Статистичну обробку 
проводили за допомогою стандартного пакета 
розрахунку даних програми Microsoft Excel 
2003. Достовірність відмінностей середніх 
значень визначали за критерієм t Стьюден-
та. Відмінність вважали достовірною при 
Р<0,05. Кореляційний аналіз між рядами 
показників робили, використовуючи коефі-
цієнт Пірсона.

Результати та їх обговорення

Нами виявлено, що вміст ЕМАР-ІІ у сироватці 
крові хворих на цукровий діабет 2-го типу з ожи-
рінням становить 4,85±2,22 нг/мл, з нормальною 
масою тіла – 4,07±2,4 нг/мл, а з ожирінням без 
цукрового діабету – 2,51±1,56 нг/мл. У гру-

пі людей без діабету з нормальною масою 
тіла цей показник становить 1,46±0,65 нг/
мл (рисунок). При аналізі отриманих ре-
зультатів нами виявлено його підвищення 
у хворих на цукровий діабет 2-го типу з 
ожирінням на 45,31 % (Р<0,005) порівняно 
з особами з ожирінням, що не страждають 
цією хворобою. Вміст ЕМАР-ІІ у сироватці 
крові хворих на діабет з нормальною ма-
сою тіла статистично достовірно вищий на  
64,12 % в порівнянні з групою осіб з нор-
мальною масою тіла без діабету (Р<0,005). 
Отже, цей показник достовірно вищий у 
хворих як з ожирінням, так і з нормальною 
масою тіла порівняно з відповідними гру-
пами осіб без діабету. Це вказує на те, що 
цукровий діабет 2-го типу супроводжується 
підвищенням вмісту ЕМАР-ІІ, а також на 
можливий вплив гіперглікемії на розвиток 
указаних зрушень.

Припущення про роль гіперглікемії у 
підвищенні вмісту ЕМАР-ІІ підтверджується 
кореляційним аналізом, в результаті якого 
виявлено статистично достовірний прямий 
кореляційний зв’язок між вмістом ЕМАР-ІІ 
та рівнем глікемії у хворих на цукровий діа-
бет 2-го типу: з ожирінням r=0,58 (Р<0,05), з 
нормальною масою тіла r=0,69 (Р<0,05).

Клініко-лабораторна характеристика обстежених осіб

Показник
Контрольна 

група 
(n = 22)

Цукровий діабет 
з ожирінням 

(n = 32)

Ожиріння
 (n = 22) 

Цукровий діабет 
з нормальною 

масою тіла
(n = 32)

Вік, роки 50,81±6,8 52,56±7,66 51,31±5,42 53,25±5,52
Індекс маси тіла, кг/м2 22,73±1,85 36,51±3,75 36,38±3,49 23,1±2,41
Глюкоза крові, ммоль/л 4,65±0,8 9,71±2,25 4,6±0,89 9,61±2,83
Глікозильований гемоглобін, % 5,25±0,44 9,9±1,72 5,74±0,34 9,41±2,29
Загальний холестерин, ммоль/л 3,83±0,66 6,61±1,66 6,13±1,69 6,3±1,61
Ліпопротеїди високої щільності, 
ммоль/л

1,4±0,2 0,98±0,15 0,99±0,11 1,08±0,2

Ліпопротеїди низької щільності, 
ммоль/л

2,3±0,2 3,7±0,8 3,5±0,4 3,2±0,8

Тригліцериди, ммоль/л 1,66±0,3 2,75±0,81 2,36±0,57 2,34+0,79

Вміст ендотеліального моноцитактивуючого пептиду ІІ у сироватці крові при цукровому діабеті 2-го типу
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У хворих на цукровий діабет виявлено 
також статистично достовірний прямий ко-
реляційний зв’язок між вмістом ЕМАР-ІІ та 
глікозильованого гемоглобіну: з ожирінням 
r=0,56 (Р<0,05), з нормальною масою тіла r=0,67 
(Р<0,05). Також нами встановлено (Р<0,05) під-
вищення вмісту ЕМАР-ІІ в сироватці крові осіб 
з ожирінням порівняно з контрольною групою 
осіб з нормальною масою тіла без цукрового 
діабету на 41,83 %. Припущення про вплив 
ожиріння на підвищення вмісту ЕМАР-ІІ як у 
хворих з цукровим діабетом 2-го типу, так і без 
нього підтверджуються даними кореляційного 
аналізу. Нами виявлено прямий кореляційний 
зв’язок між вмістом ЕМАР-ІІ та індексом маси 
тіла у хворих на цукровий діабет 2-го типу з 
ожирінням та в осіб з ожиріння без діабету. 
Коефіцієнт кореляції становив 0,5 (P<0,05) та 
0,87 (P<0,05) відповідно. Вказані зміни мо-
жуть бути пов’язані з порушеннями ліпідного 
обміну у осіб з ожирінням як з діабетом, так і 
без нього. Припущення про роль дисліпідемії 
у підвищенні вмісту ЕМАР-ІІ підтверджується 
даними кореляційного аналізу.

Нами виявлено також статистично до-
стовірний прямий кореляційний зв’язок між 

вмістом ЕМАР-ІІ та загального холестери-
ну у хворих з ожирінням r=0,43 (P<0,05), з 
нормальною масою тіла r=0,54 (P<0,05). У 
обстежених встановлено також статистично 
достовірний прямий кореляційний зв’язок 
між вмістом ЕМАР-ІІ та тригліцеридів у си-
роватці крові: з ожирінням r=0,76 (P<0,05), з 
нормальною масою тіла r=0,47 (P<0,05). По-
казано статистично достовірний зворотний 
кореляційний зв’язок між вмістом ЕМАР-ІІ та 
ліпопротеїдів високої щільності: з ожирінням 
r=-0,57 (P<0,05), з нормальною масою тіла 
r=-0,22 (P<0,05).

Таким чином, результати кореляційного 
аналізу вказують на зв’язок між дисліпідемі-
єю та вмістом ЕМАР-ІІ в сироватці крові хво-
рих з ожирінням і з нормальною масою тіла.

У групі осіб з ожирінням, що не хворіють 
на цукровий діабет, виявлено прямий кореляцій-
ний зв’язок між вмістом загального холестерину 
та ЕМАР-ІІ в сироватці крові. Коефіцієнт коре-
ляції при цьому був відповідно r=0,7 (P<0,05), 
а також між вмістом ЕМАР-ІІ та тригліцеридів 
(r=0,91; P<0,05). Зворотний кореляційний зв’я-
зок був між вмістом ЕМАР-ІІ та ліпопротеїдів 
низької щільності (r=0,47; P<0,05).

Вміст моноцитактивуючого пептиду ІІ в сироватці крові: 1 – цукровий діабет 2-го типу з ожирінням, 2 – ожиріння без 
діабету, 3 – цукровий діабет 2-го типу з нормальною масою тіла, 4 – контроль. *Р<0,005 – статистично достовірна від-
мінність між хворими на цукровий діабет з ожирінням та з ожирінням без діабету; **Р<0,005 – з нормальною масою тіла 
та з нормальною масою тіла без діабету; ***Р<0,005 – між особами з ожирінням без діабету та контролем
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Таким чином, результати кореляційного 
аналізу вказують на зв’язок між дисліпіде-
мією та вмістом ЕМАР-ІІ в сироватці крові 
у осіб з ожирінням, що не страждають на 
цукровий діабет.

У результаті нашого дослідження виявле-
но підвищення вмісту ЕМАР-ІІ у хворих як з 
ожирінням, так і з нормальною масою тіла, 
а також у осіб з ожирінням, що не стражда-
ють на цукровий діабет. Встановлено, що 
ушкодження ендотелію відіграє головну роль 
у розвитку атеросклеротичного ураження 
артерій [14]. 

In vivo зміна концентрації циркулюючих 
ендотеліальних продуктів може вказувати 
на ендотеліальну активацію та дисфункцію 
на доклінічній стадії [10]. Так, концентра-
ція циркулюючого фактора Віллебранда 
підвищується у осіб із різними ризиками 
серцево-судинної патології [40]. Вміст таких 
циркулюючих продуктів, як адгезивні моле-
кули Р- та Е-селектину, міжклітинні адге-
зивні молекули та CD-31, може бути раннім 
провісником ендотеліальної активації ще до 
розвитку атеросклеротичного процесу [14]. 

Фактор Віллебранда необхідний для іні-
ціації адгезії тромбоцитів у ділянці ендотелі-
ального пошкодження. Разом з тим спонтан-
ний синтез туморнекротичного фактора має 
тісний регресивний зв’язок з концентрацією 
фактора Віллебранда, а структурні зміни 
ендотеліальних клітин при інкубації з тумор-
некротичним фактором можуть негативно 
впливати на їх бар’єрну функцію [2, 14].

З іншого боку, ЕМАР-ІІ потужно впли-
ває на ендотеліальні клітини. Він здатний 
регулювати їхні прокоагулянтні функції, а 
також має хемотаксичну дію на моноцити, 
гранулоцити. [6], викликає експресію Е- та 
Р-селектину, виділення фактора Віллебранта 
та продукцію туморнекротичного фактора 
[7], апоптоз ендотеліальних клітин, пригнічує 
проліферацію, васкуляризацію та неоангіо-
генез. Тим самим може сприяти порушенню 
функціонального стану ендотелію. 

Таким чином, підвищення вмісту ЕМАР-

ІІ, яке було виявлено в результаті нашого 
дослідження у хворих на цукровий діабет 
2-го типу як з ожирінням так і з нормальною 
масою тіла, а також при ожирінні без діа-
бету, може бути одним з чинників розвитку 
ендотеліальної дисфункції та активації при 
згаданих патологічних станах і вказувати на 
роль гіперглікемії у розвитку досліджуваних 
зрушень.

Жирова тканина відіграє важливу роль у 
патогенезі метаболічного синдрому, провоку-
ючи запалення, гіпертензію та дисліпідемію, 
які в свою чергу призводять до цукрового 
діабету 2-го типу, атеросклерозу, тромбозу 
[14]. Абдомінальна жирова тканина, що асо-
ціюється з центральним ожирінням, є харак-
терною ознакою метаболічного синдрому та 
основним джерелом надмірного надходження 
вільних жирних кислот, що сприяє розвитку 
інсулінорезистентності та порушенню функ-
ції β-клітин [10]. 

Нами виявлено підвищення вмісту ЕМАР-
ІІ у осіб з ожирінням як хворих на цукровий 
діабет 2-го типу так і без цукрового діабету, 
що може вказувати на роль ожиріння в роз-
витку цих зрушень. Такі припущення під-
тверджуються даними кореляційного аналізу, 
що виявив прямий кореляційний зв’язок між 
вмістом ЕМАР-ІІ в сироватці крові та індек-
сом маси тіла.

Можливо, підвищення вмісту ЕМАР-ІІ у 
сироватці крові у осіб з ожирінням без діа-
бету пов’язане з дисліпідемією, що виявля-
ється в цій групі. Адже порушення ліпідного 
обміну відіграє важливу роль у ініціюванні 
та прогресуванні атеросклерозу, а також 
розвитку ендотеліальної дисфункції [16]. 
Дисліпідемію виявляли і в інших людей з під-
вищеним вмістом ЕМАР-ІІ, а саме у хворих 
на цукровий діабет 2-го типу з ожирінням та 
з нормальною масою тіла. 

Проведений нами кореляційний аналіз 
підтверджує ці припущення та вказує на 
зв’язок між вмістом загального холестерину, 
тригліцеридів та підвищенням вмісту ЕМАР-
ІІ у хворих на цукровий діабет 2-го типу з 

Вміст ендотеліального моноцитактивуючого пептиду ІІ у сироватці крові при цукровому діабеті 2-го типу
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ожирінням і з нормальною масою та у осіб з 
ожирінням без діабету.

Л.А. Могильницкая

Содержание эндотелиального мо-
ноцитактивирующего пептида II 
в сыворотке крови при сахарном 
диабете 2-го типа

Эндотелиальная дисфункция лежит в основе развития 
макрососудистых осложнений сахарного диабета и ате-
росклероза. Эндотелиальный моноцитактивирующий 
полипептид ІІ (ЕМАР-ІІ) – это многофункциональный 
полипептид с провоспалительной и антиангиогенезной 
активностью. Выявлено повышение его содержания в 
сыворотке крови больных сахарным диабетом 2-го типа 
как с ожирением, так и с нормальной массой тела, а также 
у пациєнтов с ожирением без сахарного диабета, которое 
коррелировало с содержанием гликозилированого гемо-
глобина, глюкозы крови, индексом массы тела, общего 
холестерина, липопротеидов низкой плотности, липопро-
теидов высокой плотности, триглицеридов. Повышение 
содержания ЕМАР-ІІ может быть одним из механизмов 
развития эндотелиальной дисфункции при сахарном 
диабете 2-го типа.
Ключевые слова: ЕМАР-ІІ, сахарный диабет, эндотелиаль-
ная дисфункция.

L.A. Mogylnytska

Serum levels of endothelial 
monocyte-activating polypeptide-II 
in type 2 diabetes

Endothelial dysfunction is implicated in the pathogenesis of 
macrovascular complications of diabetes and atherosclerosis. 
Endothelial monocyte-activating polypeptide-II (EMAP-
II) is a multifunctional polypeptide with proinflammatory 
and antiangiogenic activity. The aim of this study was to 
investigate the serum level of EMAP-II in obese and non-
obese patients with type 2 diabetes. We found an increase of 
serum level of EMAP-II in obese diabetic patients compared 
to obese subjects without diabetes. Similar alterations were 
observed also in non-obese diabetic patients compared to 
control subjects. Moreover, it was significant elevation of 
serum EMAP-II in obese patients without diabetes compared 
to control subjects. In obese and non-obese patients with 
diabetes it was a significant correlation between HbAc1, 
blood glucose, body mass index and levels of EMAP-II, total 
cholesterol, LDL, HDL, triglycerides and EMAP-II. In obese 
non-diabetic patients it was significant correlation between 
BMI, triglycerides, total cholesterol and EMAP-II. The 
revealed change of EMAP-II serum level reflects an endothelial 
dysfunction in patients with type 2 diabetes. Hyperglycemia, 
dyslipidemia and obesity appear to be significant factors 

contributing to elevation of EMAP-II level.
Key words: EMAP-II, diabetes, endothelial dysfunction.

Regional Hospital, Khmelnitsky

REFERENCES

1.	 Awasthi N., Schwarz M.A., Verma V., Cappiello C., 
Schwarz R.E. Endothelial monocyte activating polypeptide 
II interferes with VEGF-induced proangiogenic signaling. 
Lab Invest. 2009; 89(1): 38-46.

2.	 Fajardo L.F., Kwan H.H., Kowalski J., Prionas S.D., Allison 
A.C. Dual role of tumor necrosis factor-alpha in 
angiogenesis. Am J Pathol. 1992; 140: 539-544.

3.	 Kao J., Houck K., Fan Y., Haehnel I., Libutti S.K., Kayton 
M.L., Grikscheit T., Chabot J., Nowygrod R., Greenberg 
S., et al. Characterization of a novel tumor-derived cyto-
kine. Endothelial monocyte activating polypeptide II. J 
Biol Chem. 1994; 269(40):25106-19.

4.	  Kao J., Fan Y.G., Haehnel I., Brett J., Greenberg S, 
Clauss M, Kayton M, Houck K, Kisiel W, Seljelid R., 
et al. A peptide derived from the amino terminus of 
endothelial-monocyteactivating polypeptide II modulates 
mononuclear and polymorphonuclear leukocyte functions, 
defines an apparently novel cellular interaction site, and 
induces an acute inflammatory response. J Biol Chem 
1994; 269(13):9774-82.

5.	 Keezer S.M., Ivie S.E., Krutzsch H.C., Tandle A., Libutti S.K., 
Roberts D.D. Angiogenesis inhibitors target the endothelial 
cell cytoskeleton through altered regulation of heat shock 
protein 27 and cofilin. Cancer Res. 2003; 63(19):6405-12.

6.	 Nührenberg T.G., Langwieser N., Schwarz J.B., Hou Y., Frank 
P., Sorge F., Matschurat S., Seidl S., Kastrati A., Schömig 
A., Clauss M.A., Zohlnhöfer D. EMAP-II downregulation 
contributes to the beneficial effects of rapamycin after 
vascular injury. Cardiovasc Res. 2008; 77(3); 580-589.

7.	 Park S.G., Kang Y.S., Ahn Y.H., Lee S.H., Kim K.R., Kim 
K.W., Koh G.Y., Ko Y.G., Kim S. Dose-dependent biphasic 
activity of tRNA synthetase-associating factor, p43, in 
angiogenesis. J Biol Chem. 2002; 277(47):45243-48.

8.	 Reznikov A.G., Chaykovskaya L.V., Polyakova L.I., 
Kornelyuk A.I., Grygorenko V.N. Cooperative antitumor 
effect of endothelial-monocyte activating polypeptide II 
and flutamide on human prostate cancer xenografts. Exp 
Oncol. 2011; 33(4):231-34.

9.	 Reznikov A.G., Chaykovskaya L.V., Polyakova L.I., 
Kornelyuk A.I. Antitumor effect of endothelial mono
cyte-activating polypeptide-II on human prostate 
adenocarcinoma in mouse xenograft model. Exp Oncol. 
2007; 29(4):267-71.

10.	Schror K. Blood vessel wall interactions in diabetes. 
Diabetes. 1997; 46(2):115-8.

11.	Schwarz M.A., Zheng H., Liu J., Corbett S., Schwarz 
R.E. Endothelialmonocyte activating polypeptide II alters 
fibronectin based endothelial cell adhesion and matrix 
assembly via alpha5 beta1 integrin. Exp Cell Res. 2005; 
311(2):229-239.

Л.А. Могильницька



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 190

12.	Tandle A.T., Calvani M., Uranchimeg B., Zahavi D., 
Melillo G., Libutti S.K. Endothelial monocyte activating 
polypeptide-II modulates endothelial cell responses by 
degrading hypoxia-inducible factor-1-alpha through 
interaction with PSMA7, a component of the proteasome. 
Exp Cell Res. 2009; 315(11):1850-59.

13.	Thompson J.L., Ryan J.A., Barr M.L., Franc B., Starnes 
V.A., Schwarz M.A. Potential role for antiangiogenic 
proteins in the myocardial infarction repair process. J Surg 
Res. 2004; 116(1):156-64.

14.	Tooke J.E. Possible pathophysiological mechanisms 
for diabetic angiopathy in type 2 diabetes. J Diabetes 

Complications. 2000; 14(4):197-200.
15.	Tsai B.M., Wang M., Clauss M., Sun P., Meldrum D.R. 

Endothelial monocyte-activating polypeptide II causes 
NOS-dependent pulmonary artery vasodilation: a novel 
effect for a proinflammatory cytokine. Am J Physiol Regul 
Integr Comp Physiol. 2004; 287(4):767-71.

16.	Vanhoutte P.M. Endothelial dysfunction and atherosclerosis. 
Eur Heart J. 1997; 18(E):19-29.

17.	Van Horssen R., Eggermont A.M., ten Hagen T.L. 
Endothelial monocyte-activating polypeptide-II and its 
functions in (patho)physiological processes. Cytokine 
Growth Factor Rev. 2006; 17(5):339-48.

Хмельницька обласна лікарня
E-mail: mliliya@list.ru

Матеріал надійшов до 
редакції 10.04.2013

Вміст ендотеліального моноцитактивуючого пептиду ІІ у сироватці крові при цукровому діабеті 2-го типу



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 1 91

ОГЛЯДИ
УДК 546.62: 57.04: 577.34 

К.І. Богуцька, Ю.І. Прилуцький, Д.М. Ноздренко 

Використання алюмінію та його сполук  
у біомедичних дослідженнях 

Враховуючи нанорозмірність функціональних компонентів живих клітин, застосування нанотех-
нологій у біомедичних дослідженнях наразі актуальне завдання. Одним з таких напрямків є вико-
ристання наночастинок алюмінію для молекулярної діагностики, адресної доставки лікарських 
засобів, розробки нових фармпрепаратів. Розглянуто дію хлориду алюмінію на регуляторні механізми 
скорочення гладеньких і скелетних м’язів, а також вплив іонів алюмінію на АТФазну активність і 
суперпреципітацію актоміозину різних типів м’язів.
Ключові слова: алюміній, скорочення, м’язи.
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Вcтуп

Відомо, що алюміній та його сполуки виявля-
ють токсичну дію на живі організми завдяки 
їх надходженню та акумуляції в органах і 
тканинах, що супроводжується порушенням 
нормальних обмінних процесів і розвитком 
патології [17, 22, 23, 31]. Джерелом надход-
ження алюмінію до організму можуть бути 
його комплекси з поліфенолами рослинного 
походження, питна вода, їжа, різні косметичні 
засоби, фармацевтичні препарати (адсорбів-
ні, антацидні, захисні та знеболювальні) та 
вакцини. Так, алюміній входить до складу 
медичних препаратів, зокрема алмагелю, 
фосфалюгелю, смекти, маалоксу, гасталу, 
гастралюгелю, алюгастрину, антациду, 
алюмагу, які мають антацидну активність 
(знижують кислотність шлункового соку) та 
обволікаючий ефект, сприяючи захисту сли-
зової оболонки шлунка. Наприклад, силікат 
алюмінію (біла глина, каолін) і палений 
галун застосовують зовнішньо, як правило, 
у вигляді присипок, мазей і паст у лікуванні 
шкірних захворювань. Гідроксид алюмінію 
застосовують внутрішньо як антацидний 

засіб за виразкової хвороби шлунка і дванад-
цятипалої кишки, гострих і хронічних гіпе-
рацидних гастритах і харчових отруєннях. У 
складі вакцин алюміній, у вигляді фосфату 
або гідроксиду, використовують як ад’ювант, 
що сприяє підсиленню та подовженню імун-
ної відповіді на введення антигенів [6, 34]. 

Для деяких регіонів України комбінована 
дія на організм малих доз опромінення та 
інтоксикації алюмінієм є актуальною про-
блемою [28]. Значна увага, наприклад, при-
діляється дослідженню впливу на організм 
людини і тварин фосфіду алюмінію, який 
широко використовують у складі пестици-
дів, зокрема інсектицидів і родентицидів 
(зооцидів), що може призводити до отруєння 
організму загалом [12, 26]. 

Нині важливим залишається вивчення мо-
лекулярних механізмів впливу алюмінію на 
центральну нервову, кісткову, скоротливу та 
серцево-судинну системи організму людини. 
В літературі описано деякі патології, викли-
кані дією алюмінію [16, 22, 23]: легеневий 
алюміноз, алюмінієва діалізна енцефалопа-
тія, алюмінієва остеодистрофія, його нако-



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 192

пичення в центральній нервовій системі та 
відкладання при хворобі Альцгеймера тощо. 
Також до патології, зумовленої підвищеним 
вмістом алюмінію в організмі людини, від-
носять накопичення його в серці, внаслідок 
чого порушується ритмічна діяльність [19]. 
Останніми роками можна прослідкувати 
зв’язок між зростанням кількості злоякісних 
новоутворень та виробництвом і застосуван-
ням алюмінію: жодна речовина чи хімічний 
елемент не дає таких статистично достовір-
них даних, як алюміній та його похідні. Так, 
значно збільшилася захворюваність на рак 
легенів – у золі однієї цигарки вміст алюмі-
нію сягає 100 мг, а у димі – близько 1 мг. Тому 
наразі його розглядають як універсальний 
канцероген. Механізм виникнення лімфо- та 
ретикулосарком пов’язують з блокуванням 
паратгормону, завдяки накопиченню алю-
мінію у клітинах паращитоподібної залози, 
що призводить до втрати кальцію і початку 
остеомаляції. Взагалі, з віком у курців, пра-
цівників асбесто-цементних та алюмінієвих 
заводів алюміній накопичується у слизовій 
оболонці шлунка, легенях, печінці, нирках та 
інших органах, що також може призвести до 
розвитку злоякісних пухлин. Високі концен-
трації цього металу можуть затримуватись у 
кістках і м’язах у вигляді нерозчинних фосфа-
тів. Його відкладення може стати причиною 
хронічних болей у м’язах (міалгій), які важко 
піддаються лікуванню і, можливо, є одним 
з факторів у розвитку розсіяного склерозу. 
Що стосується впливу іонів алюмінію на 
механізми м’язового скорочення, то з аналізу 
літературних даних можна зробити припу-
щення, що його дія може бути спрямована як 
на нервово-м’язову передачу, так і безпосе-
редньо на скоротливий апарат м’язів.

Використання наночастинок алюмінію у 
біомедицині. Нині інтенсивно розвивається 
новий напрямок біомедичного використання 
наночастинок металів, зокрема і алюмінію, 
які характеризуються унікальними фізико-хі-
мічними та фармакологічними властивостя-
ми, відмінними від звичайних сполук цих ме-

талів [1, 17]. Так, у травматології та ортопедії 
застосовують розроблені сполуки Al-С-О, 
які мають алюмінієву матрицю з рівномірно 
розподіленими у ній наночастинками Al4С3 і 
Al2О3. Передбачається, що завдяки високій 
чистоті матеріалу та інертності до кісткових 
і м’язових тканин оксиду і карбіду алюмінію, 
цей матеріал є прийнятним для зовнішнього 
і внутрішнього остеосинтезу [30]. 

Нанодротинки Al2O3, нанесені на поверх-
ню медичних імплантатів, сприяють адгезії 
остеобластів та підвищують їх біосумісність 
з тканинами людини. Нанорозмірні мембрани 
з анодованого оксиду алюмінію можуть бути 
заселені живими клітинами з обох боків. При 
цьому прямого контакту між клітинами не 
відбувається, однак вони обмінюються моле-
кулами, розмір яких корелює з розміром пор 
у мембрані. Застосування таких мембран у 
медицині для вирощування шарів клітин дуже 
зручне, оскільки вони є світлопроникними 
і можуть бути досліджені із застосуванням 
оптичного мікроскопа. Наразі ці нанороз-
мірні мембрани успішно застосовують для 
вирощування клітин шкіри. Живу тканину 
з мембрани легко видаляють і переносять 
безпосередньо на рану. Можна також не від-
діляти клітини від мембрани, а розміщувати 
імплантат мембраною назовні. Алюмінієва 
підкладка не заважає обміну речовин між 
повітрям і тканиною, проте захищає рану від 
проникнення мікроорганізмів [24].

Також відомо, що деякі фоточутливі 
сполуки алюмінію можуть пригнічувати 
розмноження штамів деяких мікроорганіз-
мів [7]. Частинки Al2O3 розміром 30–103 нм 
здатні послаблювати синтез мРНК, викликати 
проліферацію клітин і порушення функцій 
мітохондрій [2].

Таргентна доставка лікарських засобів – 
один з напрямків застосування наночастинок 
гідроксиду алюмінію [17, 35]. Досліджено 
ємнісні характеристики наносфер -AlO(OH), 
що утворюються змішуванням двох рідин-
них фаз (води і жиру) з формуванням міцел. 
Основним у формуванні наносфер є ядро, на 
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якому надалі наростає оболонка преципітату 
наноелементів, переважно алюмінію. Надалі 
ядерна основа вилучається, утворюються по-
рожнисті сфери діаметром 30 нм і завтовшки 
5–6 нм. У разі наповнення таких сфер дію-
чою речовиною (лікарськими засобами) по-
дальше їх звільнення відбувається зі зміною 
осмотичного тиску. Дослідження методом 
фотолюмінесценції показали, що такі сфери 
– стійкий засіб транспорту діючої речовини, 
що витримує центрифугування. Така речо-
вина вивільнюється у разі впливу на міцелу 
органічних кислот [5]. На основі сполук 
наноалюмінію створено каркасні таблетки з 
пролонгованою дією, що забезпечують точне, 
тривале та контрольоване дозування хіміч-
них реагентів і каталізаторів для доставки в 
організм. Неорганічний нанопористий адсор-
бент Neusilin US2 (Fuji Chemical Industries 
Co. Ltd.) – це сполука оксидів алюмінію та 
магнію; порошок нетоксичний і складається 
з високопористих сферичних елементів із 
середнім розміром 110 нм і площею поверхні 
370–420 м2. Такий матеріал можна спресову-
вати у формі таблеток [29].

Наночастинки алюмінію мають власти-
вість візуально, кількісно й якісно виступати 
як біомаркери за допомогою концентру-
вання та посилення сигналу від них. Вони 
захищають біомолекули від деградації [10]. 
Підтверджено, що магнітні наночастинки, 
вкриті «липкими» фрагментами (антитіла-
ми, ділянками ДНК), отримують сигнал від 
незначної кількості біомолекул, який можна 
реєструвати для діагностики захворювання. 
На одну наночастинку можна «посадити» 
кілька таких фрагментів, що дає змогу одно-
часно виявляти декілька захворювань [18].

Контрастні речовини у медицині застосо-
вують для візуалізації таких органів, які при 
звичайному рентгенологічному дослідженні 
не дають достатньої щільності тіні і тому по-
гано диференціюються від органів і тканин, 
що їх оточують. Наночастинки алюмінію, 
міді, заліза, які залучаються в обмінні проце-
си організму, посилюють ефективність кон-

трастних речовин. Завдяки своїм розмірам, 
формі, площі поверхні та її стабільності такі 
наночастинки можуть накопичувати контраст 
саме там, де це необхідно для діагностики 
патологічного процесу. Їх можна візуалізу-
вати за допомогою різних методів: магніт-
ного резонансу, ультразвуку, флюоресценції, 
комп’ютерної та ядерної томографії [35].

Проте використання наночастинок алю-
мінію у біомедичних цілях можливе лише за 
умов всебічного дослідження токсикологіч-
них аспектів їх впливу на організм людини і 
тварин. Особливо це стосується вмісту спо-
лук алюмінію у питній воді та зростання спо-
живання харчових продуктів, які забруднені 
цим металом [11, 13, 36]. Нині існують дані, 
інколи навіть протилежні, щодо токсичності 
наночастинок сполук алюмінію для клітин 
різних біооб’єктів [14, 18, 27, 32, 33, 37, 38].

Розчинні у воді сполуки алюмінію всмок-
туються на рівні дванадцятипалої кишки та 
шлунка і, зв’язуючись з білками, через 24 год 
після прийому їжі потрапляють у кров. До 
40–50 % введеного алюмінію затримується в 
організмі упродовж близько 300 діб. При при-
йомі всередину токсичний вплив на людину 
деяких сполук цього металу спостерігається 
за таких доз: ацетат алюмінію – 0,2–0,4 мкг/
кг, гідроксид алюмінію – 3,7–7,3 мг/кг, алю-
мокалієві галуни – 2,9 мг/кг. Для людини 
летальною вважається доза 1,3–6,2 г/добу.

Модулювальна дія хлориду алюмінію на 
регуляторні механізми скорочення гладень-
ких м’язів. Вивчали дію розчину хлориду 
алюмінію на регуляторні процеси скорочення 
гладеньких м’язів caecum та вивільнення Ca2+ 
з ріанодинчутливого депо саркоплазматично-
го ретикулума гладеньком’язових клітин [8, 9, 
20]. Встановлено, що хлорид алюмінію підси-
лює порівняно з контролем фазний компонент 
гіперкалієвої (60 ммоль/л) контрактури гла-
деньком’язових смужок. За концентрації цієї 
речовини 10-5 моль/л показник скорочення 
перевищував контроль більше ніж у 1,5 раза, 
а за концентрації 10-6 – більше ніж удвічі. 
Відмивання нормальним розчином Кребса 
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м’язових препаратів відновлювало фазний ком-
понент скорочення гладеньком’язових смужок, 
викликаного гіперкалієвим розчином. Отрима-
ні результати свідчать про модулювальну дію 
хлориду алюмінію на потенціалкерований вхід 
іонів кальцію з позаклітинного середовища до 
цитоплазми міоцитів.

Дію розчину хлориду алюмінію на гладень-
кі м’язи caecum суттєво, як було встановлено 
у дослідах, модулюють флавоноїди, зокрема 
кверцетин. Під його впливом ефекти іонів 
алюмінію на гіперкалієву контрактуру про-
являлися вже за концентрації 10-11 моль/л. За 
цих умов сила фазного компонента скорочення, 
викликаного гіперкалієвим розчином Кребса, 
порівняно з контролем збільшувалась більше 
ніж у 2,5 раза. Спостерігали збільшення ко-
феїнвикликаних скорочень гладеньком’язових 
смужок. Зростання концентрації комплексу 
до 10-7 моль/л викликало пригнічення сили 
кофеїнової контрактури. Відмивання м’язових 
препаратів нормальним розчином Кребса по-
вністю не відновлювало як фазний компонент 
гіперкалієвої контрактури, так і силу кофеїно-
вого скорочення [9, 20]. Ці результати свідчать 
про здатність хлориду алюмінію у комплексі з 
кверцетином проникати в міоцити і модулю-
вати механізми вивільнення іонів кальцію з 
внутрішньоклітинних депо. 

Вплив хлориду алюмінію на динамічні 
показники скорочення скелетних м’язів. 
Вивчали дію хлориду алюмінію у діапазоні 
концентрацій 10-2–10-6 моль/л для встанов-
лення значення доз, які викликають зміни 
динамічних показників скорочення [15]. 
Доведено, що розчини хлориду алюмінію за 
концентрацій, нижчих від 10-4 моль/л не впли-
вали на функціонування скелетно-м’язових 
препаратів. Внаслідок дії на м’язові волокна 
розчинів хлориду алюмінію сила та довжина 
м’язових волокон у досліджуваному діапа-
зоні концентрацій поступово зменшувались, 
однак у концентраціях 10-2, 10-3 і 10-4 моль/л 
спостерігали нелінійний характер цих харак-
теристичних кривих. Зміни силової відповіді 
та амплітуди довжини м’язового скорочення 

за дії хлориду алюмінію дають можливість 
стверджувати про вибірковий характер його 
впливу на скоротливі елементи. Припускаєть-
ся, що використання AlCl3 викликає оборотні 
реакції в ланцюзі генерації сили актоміози-
новим комплексом.

Оскільки, як зазначалось вище, комбінації 
флавоноїдів з металами характеризуються 
кращою проникністю через мембрани, були 
проведені дослідження їх впливу на скорочен-
ня скелетних м’язів. Зокрема, встановлено, що 
суміш розчинів 10-5 моль/л кверцетину та 10-6 
моль/л AlCl3 викликала помітне зменшення 
сили та довжини м’язового скорочення [15]. 
При дослідженні впливу суміші 10-3 моль/л 
рутину та 10-4 моль/л AlCl3 виявлено поступове 
зменшення сили та зміни довжини м’язового 
скорочення, а для суміші розчину 10-3 моль/л 
рутину та 10-3 моль/л AlCl3 встановлено суттєве 
зменшення змін м’язового скорочення.

Отже, комплекси іонів алюмінію з фла-
воноїдами характеризуються значною синер-
гетичною інгібуючою дією щодо динаміки 
м’язового скорочення. 

Вплив іонів алюмінію на АТФазну актив-
ність і суперпреципітацію (СПП) актоміозину 
серцевого, гладеньких і скелетних м’язів. 
Встановлено [3, 4, 21], що іони алюмінію за 
певних концентрацій значною мірою пригні-
чують перебіг АТФазної реакції міозину сер-
цевого м’яза. Для АТФазної реакції міозину 
гладеньких м’язів виявлено подвійний ефект, 
а саме активацію і гальмування [2]. 

СПП пов’язана з функціонуванням ак-
томіозинової АТФази. Враховуючи, що гід-
роліз АТФ здійснюється міозином, можна 
очікувати, що структурні перебудови, які 
спостерігаються в період утворення інтер-
медіатів міозину, будуть проявлятися і при 
СПП актоміозину. 

Вивчали кінетичні криві реакції СПП 
актоміозину серцевого м’яза за наявності 
різних концентрацій іонів алюмінію [3, 4]. 
Так, при додаванні до реакційної суміші АТФ 
реєстрували реакцію СПП, яка характери-
зувалася поступовим зростанням оптичної 
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щільності актоміозину з подальшим виходом 
на плато. Додавання 10-5 моль/л AlCl3 не при-
зводило до помітної зміни швидкості та сту-
пеня СПП, яка спостерігалася при додаванні 
до актоміозину лише АТФ. При підвищенні 
концентрації іонів алюмінію до 5·10-4 моль/л 
перебіг реакції СПП змінювався: на кривих 
СПП актоміозину з’являлася рефрактерна 
фаза (це досить сповільнена фаза незначного 
зростання оптичної щільності актоміозину 
без помітних преципітуючих структур), 
яка переходила у швидку фазу зростання 
оптичної щільності. Остання в свою чергу 
завершувалася виходом кінетичних кривих 
реакції СПП на плато. За концентрації іонів 
алюмінію 10-3 моль/л реакція СПП пригнічу-
валася повністю. 

При взаємодії іонів алюмінію з актомі-
озином скелетних м’язів також відслідко-
вувалася певна залежність показників СПП 
від концентрації згаданих катіонів [3, 21]. 
При додаванні до актоміозину АТФ реакція 
СПП проходила порівняно швидко. У тому 
разі, коли реакційна суміш містила 10-4 
моль/л іонів алюмінію, спостерігалося значне 
зростання ступеня СПП і зменшення швид-
кості її реакції. Преципітат, що утворювався 
під час реакції, був нестійким і здатним до 
зсідання. Подальше підвищення концентрації 
іонів алюмінію до 8·10-4 моль/л супроводжу-
валося значним зниженням швидкості реакції 
СПП актоміозину та утворенням стійкого до 
зсідання преципітату. За більш високих кон-
центрацій іонів алюмінію швидкість реакції 
СПП знову збільшувалася, але її ступінь знач-
но зменшувався. При взаємодії актоміозину 
з Al3+ у концентрації 2·10-3 моль/л і більше 
реакція СПП повністю пригнічувалася, на 
користь чого свідчив той факт, що оптична 
щільність актоміозину впродовж досліду 
залишалася на вихідному рівні.

Отже, СПП актоміозину серцевого м’яза 
була більш сповільненого характеру порів-
няно зі скелетними м’язами. Разом з тим 
характер впливу іонів алюмінію на СПП ак-
томіозину серцевого м’яза подібний до того, 

який проявлявся у разі актоміозину скелетних 
м’язів, а саме: за певних значень концентрацій 
іони алюмінію сповільнювали реакцію СПП 
актоміозину та зменшували її ступінь, а за 
більш високих концентрацій вона пригнічу-
валася. Таким чином, іони алюмінію можуть 
суттєво впливати на скоротливий комплекс 
білків скелетних і серцевого м’язів.

Отже, літературні дані доводять, що 
малі концентрації алюмінію та його сполук 
можуть бути біомаркерами, контейнерами 
для транспортування ліків, компонента-
ми нових фармпрепаратів. Вони здатні 
значною мірою впливати на скорочення 
м’язів, зокрема пригнічувати реакцію СПП 
актоміозину серцевого та скелетних м’язів, 
а також активувати/інгібувати АТФазну 
реакцію міозину різних типів м’язів. Ці 
ефекти мають важливе значення у подаль-
ших дослідженнях впливу алюмінію та 
його сполук на функціональний стан тих 
чи інших органів і тканин організму для 
корекції викликаних ними патологій. 

Е.И. Богуцкая, Ю.И. Прилуцкий,  
Д.Н. Ноздренко

Использование алюминия и его  
соединений в биомедицинских  
ИССЛЕДОВАНИЯХ 

Учитывая наноразмерность функциональных компонентов 
живых клеток, применение нанотехнологий в биомедици-
не сейчас актуальная задача. Одним из таких направлений 
является использование наночастиц алюминия для моле-
кулярной диагностики, адресной доставки лекарственных 
средств, разработки новых фармпрепаратов. Рассмотрено 
действие хлорида алюминия на регуляторные механизмы 
сокращения гладких и скелетных мышц, а также влияние 
ионов алюминия на АТФазную активность и суперпреци-
питацию актомиозина различных типов мышц.
Ключевые слова: алюминий, сокращение, мышцы.
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THE Use of aluminum and its 
compounds in the biomedical 
purposes

Taking into consideration the nanodimension of functional 
components of living cells, the application of nanotechnology 
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in the biomedical purposes is currently an urgent task. One 
of these directions is the use of aluminum nanoparticles 
for molecular diagnostics, targeted delivery of drugs, the 
development of new pharmaceuticals. The action of aluminum 
chloride on the regulatory mechanisms of smooth and skeletal 
muscle contraction and also the effect of aluminum ions on 
the ATPase activity and superprecipitation of actomyosin of 
different types of muscles is discussed.
Key words: aluminum, contraction, muscles.

Taras Shevchenko National University, Kyiv 
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Т.В. Романюк, І.Я. Дзюбановський, О.В. Кузів 

Патофізіологічні механізми формування синдрому 
портальної гіпертензії 

В огляді літератури наведено сучасні уявлення про провідні патофізіологічні механізми формуван-
ня синдрому портальної гіпертензії, а також про етіопатогенетичні фактори розвитку таких 
основних ускладнень, як варикозне розширення вен стравоходу, кардії шлунка з кровотечею з них, 
асциту, гіперспленізму.
Ключові слова: патогенез, синдром портальної гіпертензії, ускладнення синдрому портальної 
гіпертензії.
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Синдром портальної гіпертензії (ПГ) су-
проводжує цілу низку захворювань різної 
етіології, об’єднаних єдиним патофізіоло-
гічним фактором – стійким збільшенням 
портосистемного градієнта тиску понад 10 
мм рт.ст., що проявляється стійким підви-
щенням портального тиску та зниженням 
швидкості кровотоку у ворітній вені, а відтак 
– розвитком портокавальних шунтів (ПКШ) з 
варикозним розширенням вен стравоходу та 
шлунка, кровотечею з них, спленомегалією 
і гіперспленізмом, набряково-асцитичним 
синдромом, гепаторенальним синдромом і 
портосистемною енцефалопатією, вторинним 
гемороєм з ректальною кровотечею [15].

Вважається, що збільшення печінкового 
судинного опору зумовлене (теорія backward 
flow) функціональним станом синусоїдів (ди-
сбаланс таких місцеводіючих вазоактивних 
речовин, як оксид азоту (NO), ендотелін-1 
(ЕТ-1), норадреналін, ангіотензин ІІ (А ІІ), 
тромбоксан А2, фактор активації тромбоци-
тів, лейкотрієни тощо) і статичним фактором 
– порушення архітектоніки печінки (фіброз і 
формування вузлів регенерації) [9? 10].

Ініціювальними факторами збільшення 
печінкового судинного опору є пошкодження 
гепатоцитів; сенсибілізовані макрофаги, що 
продукують прозапальні цитокіни, хемокі-

ни, активація тромбоцитів; ендотеліальні 
клітини, які синтезують ЕТ-1. За участю цих 
факторів відбувається адгезія нейтрофілів на 
поверхні гепатоцитів і синусоїдальних клітин 
з ​​формуванням мононуклеарних інфільтратів 
у паравазальному просторі. Щодо сенсибілі-
зації макрофагів і ендотеліоцитів до вторин-
них індукторів запалення і насамперед до 
ендотоксину грамнегативної мікрофлори, то 
саме віруси гепатитів В, С, а також алкоголь, 
інші токсичні речовини відіграють основну 
роль, даючи поштовх до хронізації процесу. 
Вважається, що джерелом ендотоксинемії, як 
правило, є кишечник, а ендотоксин – звичний 
компонент нормального складу портальної 
крові [9, 10].

Іншим таким фактором є дисфункція ен-
дотелію синусоїдів, пов’язана з дисбалансом 
між вазоактивними медіаторами (в основно-
му, між ЕТ-1 і NO). Вміст ЕТ-1 збільшується, 
як і кількість ендотеліальних рецепторів (ЕТа 
і ЕТв). Норадреналін і ЕТ-1 викликають ско-
рочення безпосередньо зірчастих клітин, що 
значно збільшує портальний судинний опір. 
У ранні фази активації зірчастих клітин пе-
чінки рецептори ЕТа – провідні, але в подаль-
шому більш значущими стають рецептори 
ЕТв. Власне стимуляція перших призводить 
до скорочення і проліферації клітин Іто, тоді 
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як збудження рецепторів ЕТв сприяє їх анти-
проліферативної активності та розслаблення. 
NO як місцеводіючий вазодилататор зменшує 
судинний опір. Так, показано, що активність 
NO-синтази (NOS) при цирозі печінки змен-
шується, що сприяє нестачі NO [9, 10, 29]. 

Доведена патогенетична роль недостат-
ньої продукції клітинами Купфера моно-
оксиду вуглецю (CO), оскільки вплив СО на 
зірчасті та ендотеліальні клітини викликає 
розширення синусоїдів і зменшення печін-
кового судинного опору. Поряд з CO і NO, 
сірководень (H2S) – третій газ, який регулює 
мікроциркуляцію в печінці. Його продукція 
за участю ферментів цистатіонін-y-ліази і 
цистатіонін-β-синтази розслаблює зірчасті 
клітин печінки. При цирозі печінки виро-
блення цих ферментів (і, відповідно, H2S) 
знижується, що сприяє скороченню синусо-
їдів [10, 12, 26].

Важливу роль у патогенезі ПГ відіграє 
АІІ, що призводить до скорочення синусоїдів 
печінки. Джерелом АІІ є зірчасті клітини, 
активність і кількість яких підвищена в ре-
зультаті збільшеної експресії ангіотензинпе-
ретворювального ферменту [10, 22]. Підтвер-
джено патогенетичне значення уротензину II, 
який окрім потужного судинозвужувального 
ефекту, має мітогенний і фіброгенний потен-
ціал. Експресія як уротензину II, так і його 
рецептора GPR14 на ендотеліальних клітинах 
при цирозі печінки підвищена [10, 21]. Вазо-
констрикторний вплив на мікроциркуляцію 
печінки має активація тромбоцитів, продукція 
яких клітинами Купфера при цирозі печінки 
також збільшена [5, 10]. Цьому впливу сприяє 
продукція клітинами Купфера простагландину 
F2, тромбоксану А2 і лейкотрієну D4 [10, 14]. 
Загальновідома системна судинопресорна дія 
катехоламінів, що забезпечує ефект, зв’язую-
чись з α-, β-рецепторами. Локальну судино-
пресорну дію має синтезований зірчастими 
клітинами печінки норадреналін, впливаючи 
на α1-адренорецептори ворітної вени [10, 28].

У результаті зміни структури мембрани 
і під впливом цитокінів росту (трансфор-

муючого фактора росту-β1 (TGF-β1) і тром-
боцитарного фактора росту (PDGF), що 
виділяються мононуклеарами, рухливість 
зірчастих клітин збільшується. Це ремодулює 
синусоїди, стимулює їхню фіброгенну актив-
ність, що призводить до гіперпродукції поза-
клітинного матриксу в зоні мононуклеарного 
інфільтрату [9, 10, 20]. За участю фіброблас-
тів, попередниками яких у печінці є клітини 
Іто, синусоїдальний простір проростає спо-
лучною тканиною. Накопичення колагенів I, 
III і IV типів у просторі Діссе «капіляризує» 
фіброгенез і порушує мікроциркуляцію пе-
чінки. Ці зміни – основа розвитку ПГ [9, 10].

Отже, зміна архітектури печінки внаслі-
док дифузного фіброзу та формування вузлів 
регенерації, а також порушення метаболізму 
місцеводіючих вазоактивних речовин, зо-
крема NO та ET-1, підвищують портальний 
судинний опір [3, 15].

Портальний кровотік формуєтья між 
двома капілярними системами (мікроцир-
куляторне русло кишечника та синусоїди 
печінки) і тому дуже залежить від опору у 
них [8, 9]. Гемодинамічне перевантаження 
в спланхнічному судинному руслі порушує 
мікроциркуляцію в стінці тонкої кишки, де 
відбувається перерозподіл кровотоку у на-
прямку від слизової оболонки до м’язової. 
Гіпоксія слизової оболонки стимулює ви-
роблення VEGF і активацію ендотеліальної 
NOS (eNOS) [10]. Це може бути раннім мо-
лекулярним сигналом, який запускає каскад 
реакцій, що призводить до розвитку гіпер-
динамічного циркуляторного статусу [9, 16, 
23]. Гіпердинамічний циркуляторний статус 
внутрішньоорганного кровотоку відповідає 
другій теорії формування ПГ (forward flow), 
коли збільшується серцевий викид і змен-
шується периферичний судинний опір, що 
сприяє легеневій гіпертензії, лівошлуноч-
ковій недостатності кровообігу, хронізації і 
прогресуванню ПГ [16, 18, 23]. 

Подальше підвищення вмісту eNOS і 
збільшення активності білка теплового шоку 
(Hsp90) призводить до системної вазоди-
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латації і внутрішньоорганного венозного 
застою. Крім того, гіперпродукція VEGF і 
NO за участю NADPH-оксидази, НО-1 і фак-
тора індукованого гіпоксією, сприяє індукції 
спланхнічного ангіогенезу [2, 10, 20, 24]. 
Останній відіграє провідну роль у розвитку 
портосистемного колатерального кровоо-
бігу, який є компенсаторним механізмом, 
спрямованим на декомпресію підвищеного 
портального тиску [4, 10]. Характерно, що 
формування ПКШ мало впливає на зниження 
портального тиску, оскільки через гіперди-
намічний циркуляторний статус кровотоку, 
що супроводжується посиленням серцевого 
викиду, зменшенняv периферичного судин-
ного опору, розкриваються артеріо-венозні 
комунікації [10, 13]. Внаслідок розвитку 
артеріо-портальних шунтів формується сину-
соїдальний блок з артеризацією кровотоку в 
печінці. Останнє утруднює приплив порталь-
ної крові та підвищує портальний тиск [1].

Однією із патогенетичних ланок цих по-
рушень є надходження через мережу ПКШ 
судинорозширювальних речовин, які зазви-
чай метаболізуються печінкою (зокрема, 
глюкагон, передсердний натрійуретичний 
пептид, ендоканабіноїди, ендотоксин), збіль-
шення вироблення ендотелієм місцеводіючих 
вазодилататорів (простацикліну, NO, CO, 
адреномедуліну, H2S тощо) [10, 13, 18].

Спланхнічне повнокров’я внаслідок вазо-
дилатації і внутрішньоорганного венозного 
застою знижує ефективний об’єм крові. 
Розвивається тенденція до артеріальної гі-
потонії, що викликає активацію ренін–ан-
гіотензин–альдостеронової та симпатичної 
нервової системи. Однак, незважаючи на 
підвищений вміст ендогенних вазоконстрик-
торів (норадреналіну, ЕТ-1, АТ II), чутливість 
до них судин значно знижена, що зумовлено 
зменшенням активності протеїнкінази С при 
гіперпродукції NO [5, 6, 10].

Встановлено, що при ПГ спостерігаєть-
ся істотна атрофія симпатичної нервової 
системи по всьому брижовому судинному 
басейні, що викликає прогресування спланх-

нічної вазодилатації. Можливим поясненням 
цього може бути локальне зниження функції 
таких нейротропінів, як фактор росту нервів 
і нейротропін-3 [7, 10]. До того ж підвищена 
експресія нейрональної NOS за участю Hsp90 
у периваскулярних нейронах брижових артерій 
може бути додатковим чинником релаксації 
гладеньких м’язів судин брижі при ПГ [10, 25].

Важливим патогенетичним фактором 
виникнення ПГ є недостатня пропускна здат-
ність нижньої порожнистої вени при форму-
ванні колатерального кровотоку як за рахунок 
фіксації її в ригідному діафрагмальному 
кільці, так і внаслідок здавлення печінкового 
сегмента вузлами-регенератами. Збільшення 
об’єму відтоку по нижній порожнистій вені з 
одночасним звуженням її печінкового сегмен-
та призводить до розвитку кавальної гіпертен-
зії, яка ще більше ускладнює транспечінковий 
кровотік [1]. Велике патогенетичне значення 
у прогресуванні ПГ має функціональний стан 
непарної вени, оскільки її функціональна 
неспроможність з ретроградним кровотоком 
у всіх випадках викликає варикозне розши-
рення вен езофагогастрального сегмента [31]. 
Причиною такої неспроможності є застій 
крові в її системі, особливо при хронічній 
серцевій надостатності [17].

При ПГ формуються 4 основні групи 
ПКШ, однак клінічно визначальним зали-
шається гастроезофагальний колатеральний 
шлях. Підвищений портальний тиск переда-
ється на функціонуючі гастроезофагальні ко-
латералі, викликаючи варикозне розширення 
вен. Відтік крові з варикозного розширення 
вен здійснюється в основному в непарну і на-
півнепарну вени, а через венозні комуніканти 
перфорується м’язовий шар стравоходу до 
вен підслизової основи. Вважають, що саме 
в зоні комунікантів кровотік з вен стравоходу 
зустрічає перешкоду, яка спричинює недо-
статність пропускної спроможності цих вен. 
З розвитком захворювання та формуванням 
колатерального кровообігу може з’явитися 
гіпертензія в системі непарної вени і вира-
жений венозний застій поширюється грудний 
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відділ стравоходу [9, 11, 17, 30].
Механізм формування варикозного роз-

ширення вен проксимального відділу шлунка 
інший. При порушенні відтоку по селезінковій 
вені її функцію починають виконувати короткі 
вени шлунково-селезінкової зв’язки, значно 
розширюючись (іноді до 10–11 мм). Перетікан-
ня між зазначеними двома венозними зонами 
здійснюється в ділянці великої кривизни че-
рез вени м’язового шару стінки шлунка, що 
вважається перешкодою для їх розширення і 
пропускної здатності. Пройшовши цей бар’єр, 
кров спрямовується з підслизових судин в на-
прямку малої кривизни шлунка, де зустрічає 
другий бар’єр у вигляді м’язового шару малої 
кривизни шлунка. Саме це лежить в основі 
варикозного розширення вен проксимального 
відділу шлунка, які в свою чергу анастомозу-
ють з підсерозними венами шлункової стінки, 
що пов’язані в цьому відділі з лівою шлунко-
вою веною [9, 11, 17, 30].

Безпосередньо розриву венозної стінки 
передують трофічні розлади слизової обо-
лонки над варикозним розширення вен. У 
результаті утворюються ерозії та оголюєть-
ся ділянка стінки варикозного розширення 
вен. Пусковим механізмом розриву стінки є 
портальний гіпертонічний криз, зумовлений 
збільшенням артеріального і портального 
притоку крові до шлунка та стравоходу 
після прийому їжі, фізичного навантажен-
ня або безпосередньо внаслідок її прямого 
механічного пошкодження [9, 11, 30]. Цей 
факт, а також неможливість спадіння стінок 
варикозного розширення вен стравоходу 
внаслідок склерозу паравазальної кліткови-
ни, локального порушення гемокоагуляції в 
зоні джерела кровотечі пояснює тривалість 
геморагії з варикозного розширення вен 
стравоходу та шлунка [17].

У механізмі розвитку спленомегалії осно-
вну роль відіграє порушення відтоку крові 
із селезінки, утворення артеріо-венозних 
шунтів, спрямованих на артеризацію крові 
в селезінковій вені, і як наслідок зменшення 
гіпоксії в печінці. Застій крові в селезінці 

призводить до гіперплазії і гіпертрофії ре-
тикулоендотеліальних елементів, гіпоксії 
органа і розростанню сполучної тканини. 
При порушенні венозного відтоку від се-
лезінки роль венозної системи беруть на себе 
лімфатичні судини органа. Застійна лімфа 
дифундує в навкололімфатичний простір, 
що ще більшою мірою сприяє проліфера-
ції сполучної тканини в органі. Нерідко 
спленомегалію супроводжує цитопенічний 
синдром (гіперспленізм). У його патогенезі 
першорядне значення надають підвищеному 
депонуванню і руйнуванню клітин крові в 
селезінці, а також її пригнічувальний вплив 
на кістковий мозок [17, 19]. З прогресуван-
ням захворювання явища гіперспленізму 
поглиблюються приєднанням аутоімунного 
компонента [11]. Тому найбільш часто гіперс-
пленізм проявляється переважним зниженням 
одного або двох типів клітин периферичної 
крові [4, 31].

Патогенез асциту асоціюють із посиле-
ним функціонуванням лімфатичної системи, 
яка сприяє розвантаженню венозної мере-
жі печінки, але в подальшому призводить 
до динамічної недостатності лімфообігу і 
«пропотіванню» рідини з поверхні печінки в 
черевну порожнину. Важливу роль у патоге-
незі асциту відіграє гіпоальбумінемія, з якою 
пов’язують зниження колоїдно-осмотичного 
тиску плазми крові і транссудацію рідини в 
зоні венозного стазу. Асцит пов’язують із 
затримкою натрію та води через їх реабсор-
бції в канальцях нирок, що зумовлено дією 
альдостерону. Гіперальдостеронізм при ци-
розі печінки виникає внаслідок підвищеної 
секреції альдостерону, пов’язаної з надлиш-
ковою активацією ренін-ангіотензинової 
системи, і зменшеною інактивацією гормону 
через печінково-клітинну недостатність [17].

Варто відмітити, що асцит сприяє збіль-
шенню внутрішньочеревного тиску, що прямо 
пропорційно погіршує показники ворітно-пе-
чінкової гемодинаміки, циркуляцію крові в 
системі нижньої порожнистої вени, в органах 
черевної порожнини і, зокрема, в ниркових 
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венах. Разом з цим обмежується функція 
діафрагми і, відповідно, дихальна екскурсія 
легень, утруднюється серцева діяльність. 
Підвищення внутрішньочеревного тиску, 
що виникає, викликає гастроезофагальний 
рефлюкс, який у свою чергу може провокува-
ти кровотечу з варикозного розширення вен 
стравоходу [27].

Отже, сучасне розуміння патофізіоло-
гічних механізмів синдрому ПГ дає змогу 
визначити діагностичні критерії відповідно 
періоду його перебігу і більш грунтовно ви-
брати патогенетично обгрунтований метод 
лікування виявлених порушень.

Т.В. Романюк, И.Я. Дзюбановский, О.В. Кузив 

ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
ФОРМИРОВАНИЯ СИНДРОМА  
ПОРТАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ 

В обзоре литературы приведены современные пред-
ставления о ведущих патофизиологических механизмах 
формирования синдрома внутрипеченочной портальной 
гипертензии, а также о этиопатогенетических факторах 
развития таких основных осложнений, как варикозное 
расширение вен пищевода, кардии желудка с кровотече-
нием из них, асцита, гиперспленизма.
Ключевые слова: патогенез, синдром портальной гипер-
тензии, осложнения синдрома портальной гипертензии.

T.V. Romanyuk, I.Ya. Dzyubanovskiy, O.V. Kuziv.

MAIN PATHOPHYSIOLOGICAL 
MECHANISMS OF INTRAHEPATIC PORTAL 
HYPERTENSION SYNDROME

This review presents modern understanding of the patho
physiological mechanisms which lead to intrahepatic portal 
hypertension syndrome, as well as the development of main 
complications, such as esophageal varices, cardial bleeding, 
ascites, hypersplenism.
Key words: pathogenesis, portal hypertension syndrome, 
complications of portal hypertension.

Gorbachevsky Medical University, Ternopil.
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ЮВІЛЕЙНІ ДАТИ

Ігор Сильвестрович Магура 
(до 85-річчя з дня народження)

22 листопада 2013 р. виповнилося 85 
років з дня народження академіка НАН Укра-
їни, професора, доктора біологічних наук, 
заслуженого діяча науки і техніки України, 
Соросовського професора, лауреата Держав-
ної премії СРСР та України в галузі науки і 
техніки Магури Ігоря Сильвестровича. 

І.С. Магура народився у м. Києві у ро-
дині науковця. Після закінчення в 1953 р. з 
відзнакою військово-морського факультету 
1-го Ленінградського медичного інституту 
Ігор Сильвестрович працював старшим ор-
динатором госпіталю навчального загону 
Північного флоту. У 1955 р. його переведено 
до Чорноморського флоту як фахівця у галу-
зі підводної медицини та фізіології. Після 
звільнення з військової служби у 1958 р. Ігоря 
Сильвестровича було зараховано на посаду 
молодшого наукового співробітника відділу 
електрофізіології Інституту фізіології ім. 
О.О. Богомольця Академії наук УРСР, де під 
керівництвом академіка Д.С. Воронцова він 
досліджував фізико-хімічні властивості меха-
нізмів вибіркової проникності плазматичної 

мембрани до іонів і вплив на них фармаколо-
гічних препаратів, які модулюють механізми 
збудливості. У 1963 р. І.С. Магура захистив 
кандидатську дисертацію з цієї теми і почав 
працювати у відділі загальної фізіології 
нервової системи, де вивчав механізми елек-
тричної збудливості соми нервової клітини. 

Ігор Сильвестрович зі співробітниками 
досліджували фізико-хімічні показники різ-
них типів калієвої провідності соматичної 
мембрани. Зокрема, зроблена оцінка термоди-
намічних характеристик потенціалзалежних 
процесів, що керують «швидкими» калієвими 
каналами. Проаналізовано та кількісно опи-
сано фізико-хімічні механізми блокуваль-
ної дії іонів лужних металів на різні типи 
потенціалкерованої калієвої провідності, 
які відіграють важливу роль в електричній 
активності соми нейрона і його інтегративній 
функції. Вперше встановлено, що взаємо-
дія різних типів проникних іонів з каналом  
неоднаково впливає на його властивості.

Результати досліджень І.С. Магури викла
дено у докторській дисертації, яку було за-
хищено у 1973 р. За матеріалами досліджень 
видано монографію «Проблемы электрической 
возбудимости нейрональной мембраны». 
Разом з публікаціями П.Г. Костюка, О.О. Кри
шталя і В.І. Підоплічка праці І.С. Магури, 
присвячені вивченню іонних механізмів 
збудливості соми нервової клітини, було від-
значено у 1983 р. Державною премією СРСР 
у галузі науки і техніки.

З 1982 до 1996 р. І.С. Магура був науко-
вим керівником низки робіт, що виконува-
лись у відділі загальної фізіології Інституту 
фізіології при Київському університеті ім. 
Тараса Шевченка. Головним напрямком 
досліджень було вивчення механізмів, що 
контролюють внутрішньоклітинну концен-
трацію іонів кальцію у гладеньких м’язах, 
зокрема натрій-кальцієвого обміну, ролі сар-
коплазматичного ретикулума у скоротливій 
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активності. Значне місце займало вивчення 
фармакологічних впливів на ці механізми. 
Зокрема, показано роль позаклітинних іонів 
натрію у заповненні та спустошенні кальці-
євих депо, що реагують на активацію М-хо-
лінорецепторів, проаналізовано дію різних 
типів місцевих анестетиків на електричну 
і скоротливу активність гладеньких м’язів, 
отримано нові відомості відносно механізмів 
впливу на них кофеїну.

Були проведені спільні теоретичні досліджен-
ня І.С. Магури з академіком К.Б. Яцимирським 
і кандидатом хімічних наук П.С. Стрижаком 
із застосуванням нелінійної динаміки для 
виявлення феномена детермінованого хаосу, 
щоб  оцінити інформативність осцилюючпх 
кальцієвих сигналів у секреторних клітинах. 
Такий підхід дає змогу відрізняти детермі-
новану поведінку біологічної системи від 
стохастичного шуму.

В останні роки І.С. Магура керує ро-
ботами, пов’язаними з дослідженням іму-
номодулятора a-інтерферону і вторинних 
посередників його дії (олігоаденілатів) на 
нервові клітини. Разом із співробітниками 
вивчає нейронно-імунні взаємодії. Відомо, 
що інтерферони належать до гетерогенної 
групи поліпептидних медіаторів цитокінів, 
які відіграють важливу роль у зв’язках нер-
вової системи з імунною. Були отримані ре-
зультати, що показують наявність у клітинах 
ІМR-32 нейробластоми людини рецепторів 
a-інтерферону. Встановлено, що взаємодія 
рецепторів клітин нервового походження 
з рекомбінантним інтерфероном a2b лю-
дини викликає істотні зміни збудливості й 
активного транспорту іонів. Такий ефект 
розглядається як наслідок активації генів 
«ранньої відповіді». Ігор Сильвестрович у 
2010 р. отримав премію імені О. О. Богомоль-
ця НАН України (спільно з М. Я. Співаком та  
І.М. Трахтенбергом) за серію праць «Пробле-
ми вродженої імунорезистентності та вікової 
фізіології і токсикології»).

Ігор Сильвестрович бере участь у до-
слідженні алостеричних впливів на ворітні 

механізми потенціалкерованих каналів, які 
здійснюються сигналами штучного і при-
родного походження, викликаючи модуляцію 
механізмів електричної збудливості. Нині  
І.С. Магура вивчає молекулярні механізми ре-
гуляції клітинної збудливості, зокрема плас-
тичність цих процесів і роль калієвих каналів.

З 1965 р. Ігор Сильвестрович плідно 
займається педагогічною роботою. Багато 
років він читав лекції на кафедрі біофізики, 
а останнім часом займається викладацькою 
роботою на кафедрі медичної радіофізики 
Київського національного університету ім. 
Тараса Шевченка. З 1983 р. працює на посаді 
професора базової кафедри молекулярної 
фізіології та біофізики Київського відділення 
Московського фізико-технічного інституту а 
також у Національному технічному універси-
теті України «КПІ». І.С. Магура як співавтор 
підручника «Биофизика» у 1992 р. отримав 
Державну премію України в галузі науки і тех-
ніки. У 2001 та 2008 рр. за редакцією академіка  
П.Г. Костюка здійснено перевидання підруч-
ника українською мовою, грунтовно переро-
бленного з урахуванням сучасного стану науки.

Академік І.С. Магура – автор декількох 
сотень наукових праць, надрукованих як у 
вітчизняних, так і закордонних виданнях. 
Результати праць були представлені на чис-
ленних вітчизняних і міжнародних конферен-
ціях, конгресах і симпозіумах. Його моногра-
фія «Проблемы электрической возбудимости 
нейрональной мембраны» отримала високу 
оцінку наукової громадськості. За свою ба-
гаторічну діяльність Ігор Сильвестрович на-
городжений медаллю ім. М.Д. Стражеска «За 
заслуги в охороні здоров’я» АМН України.

Багато його учнів досягли визначних 
успіхів і міжнародного визнання, деякі з 
них працюють зараз за кордоном у відомих 
світових лабораторіях. 

Наукова громадськість, колеги та колек-
тив Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця 
НАН України поздоровляють ювіляра і ба-
жають йому здоров’я, щастя, плідної праці і 
подальших успіхів.
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