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Immune aggression to transplanted allogeneic bone marrow, i.e. the graft-versus-host disease (GVHD), 
could be decreased by the suppression of effector and/or activation of T- regulatory cells (Тreg). This task 
could be solved by co-transplantaiton of allogeneic bone marrow and mesenchymal stromal cells (MSCs). 
This study demonstrated the elevated immune modulating activity of MSCs by their culturing in vitro on 
Al2O3 oxide nanocoatings. Introduction of the cells to the animals with GVHD resulted in an increased 
content of Treg in the spleen of bone marrow recipients, reduced severity of the pathology, and higher sur-
vival of animals. The findings could be the basis for developing the new approaches to optimize the GVHD 
treatment methods involving the oxide nanocoating cultured MSCs.
Key words: nanocoatings; mesenchymal stromal cells; graft-versus-host disease.

INTRODUCTION

Rapidly developing research in cell and tissue 
engineering requires the introduction of the 
new techniques and methods, including the use 
of different nanomaterials [1, 2]. It has been 
shown recently that the functional state of cells 
could be controlled by modifying the surface 
of nanocomposite coatings whereon they are 
cultured [3], but the data on mesenchymal 
stromal cells (MSCs) are quite scanty. The use 
of MSCs cultured on nanocoatings in clinical 
practice, in particular in treatment of the graft-
versus-host disease (GVHD), could be very 
prospective.

Studies on decoding the mechanisms of 
GVHD and its treatment have remained relevant 
till now. One of the methodological approaches 
to solve this task is co-transplantation of bone 
marrow and MSCs [4]. The MSCs are known 
to have a high potential of self-renewal and 
the ability to multilineage differentiation [5]. 
This functional status of MSCs is implemented 
both in vitro and in vivo during their migration 

and subsequent regeneration of the recipient 
damaged sites.

The results of experimental [6,7] and 
clinical investigations [8] have shown that 
MSCs have a pronounced immune modulatory 
potential, which is associated with production 
of 2,3-dioxygenase indolamine (IDO). The 
main function of this enzyme is to trigger 
kynurenine pathway of tryptophan catabolism, 
resulting in the formation of its decay products 
in the form of kynurenine, quinoline, picolinic 
and 3-hydroxyanthranilic acids [9]. These 
tryptophan catabolites are able of activating 
the immune suppressive link, particularly, 
regulatory T cells [10]. The IDO-dependent 
immunosuppression is known to be is more 
inherent to human MSCs. However, there are 
the reports including our own, indicating the 
absence of immunosuppression of MSCs when 
using 1-methyl tryptophan as an inhibitor of IDO 
in the model of GVHD in mice [11,12 ]. 

Within the frames of the STCU project 
# 4974 we have studied the mechanisms of 
action of oxide nanocomposite coatings (Al2O3, 



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 54

Ta2O5, ZrO2) with different micro-architecture 
on regulation of functional status MSCs [13]. 
Goltsev AN. et al. [7] have found that the 
coating of Al2O3 contributed to the maximum 
cell adhesion and selective enrichment of 
bone marrow culture with the cells expressing 
markers of MSCs (CD44, CD73, CD105, 
CD106) and increase in the expression rate of 
ido gene, responsible for the synthesis of the 
IDO enzyme even at the second passage.

The established fact of the increased ido 
gene expression in MSCs after culturing on 
Al2O3 coating suggests the possibility of more 
effective treatment of the GVHD. Based on 
the above, the purpose of this study was to 
investigate the immunocorrecting effect in 
therapy of experimental GVHD rendered by 
MSCs with a functional potential altered during 
culturing on Al2O3 nanocoating.

METHODS

The studies were carried out in 20-week-old 
СВА/Н and (СВА/НхС57Вl)F1 mice weigh-
ing 24-26 g in accordance with the General 
Principles of Experiments in Animals approved 
by the 5th National Congress in Bioethics 
(Kiev, 2013) compliant with the statements 
of European Convention for the Protection of 
Vertebrate Animals Used for Experimental and 
Other Scientific Purposes (Strasbourg, 1986).

Deriving cell suspensions of bone marrow and 
lymph nodes
Bone marrow donors, i.e. the CBA/H mice 
were decapitated under light ether anesthesia. 
The bone marrow cells were washed out from 
the femur bones, and the inguinal lymph nodes 
were disintegrated in a Potter homogenizer in a 
handling medium (consisted of the medium 199 
(Chumakov Institute of Poliomyelitis & Viral 
Encephalites, Russia), 10% fetal bovine serum 
(FBS) (BioloT, Russia) and 2% sodium citrate 
(Weifang Ensign, China)); the resulted suspen-
sions were passed then through a multi-layer 
nylon filter. The number of nucleated cells in 

the suspensions was counted in the Goryaev’s 
chamber.

GVHD induction
GVHD was induced as follows. The (СВА/
НxС57Вl)F1 mice were irradiated using RUM-
17 device (Mosrentgen, Russia) at a dose of 850 
R. The irradiation conditions were 38.6 R/min 
dose rate; 220 kV voltage; 10 mA current; 0.5 
mm Cu + 1 mm Al filters; 50 cm focus-dorsal 
distance. One hour later the irradiation the ani-
mals were injected into the tail vein with 0.2 
ml of handling medium containing 5´106 bone 
marrow cells together with the cells of lymph 
nodes of CBA/H mice in 3:1 ratio [14]. 

As the control there were used intact mice 
(СВА/НxС57Вl)F1, which were not irradiated 
and nothing was injected (intact control), and the 
irradiated mice (СВА/НxС57Вl)F1, which were 
administered with syngeneic bone marrow with 
the cells of inguinal lymph nodes (3:1) at the 
concentration of 5x106 cells/mouse (syngeneic 
control).

Isolation, culturing, and introduction of MSCs 
to the recipients with GVHD
To obtain MSCs the bone marrow cells of 
CBA/H mice were isolated as described above 
and cultured in Iscove’s Modified Dulbecco’s 
Medium (Sigma-Aldrich, USA) supplemented 
with 10% fetal bovine serum, 50 IU/ml Penicil-
lin, 50 IU/ml Streptomycin (growth medium); 
explantation density was 0.5-1x106 cells/cm2; 
culture was performed in a CO2 - incubator 
(Barnstead International, USA) at 37°C with 
5% CO2; 3 cm glass Petri dish (Anumbra, Czech 
Republic) coated or non-coated with Al2O3 were 
used. The coatings were applied by magnetron 
sputtering method in a high vacuum pumping 
system [15]. After 24 hrs the non-adhered cells

were removed and an adhesive fraction was 
cultured till the subconfluent layer appearance; 
the growth medium was changed every 3 days. 
The cells were then detached with 0.25% Tryp-
sin (Sigma-Aldrich, USA) and 0.02% EDTA 
(ICN, USA) solution according to the standard 
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procedure [5]; enzyme was inactivated with 
a culture medium containing 10% FBS; cells 
were then washed and counted. Thereafter the 
MSCs were passaged with an explantation den-
sity of 0.5-1x104 cells/cm2. Cell cultures were 
visually assessed using Axiovert 40C inverted 
microscope (Carl Zeiss, Germany).

After two passages the mesenchymal stem 
cells cultured either on a glass substrate (MSCg), 
or on a glass coated with an oxide nanocompos-
ite, Al2O3 (MSCa) were detached, centrifuged 
for 10 min at 200g/min, re-suspended in han-
dling medium and intravenously injected at a 
dose of 2x105/cells mouse 2 hrs after pathology 
induction.

Assessment of clinical and laboratory param-
eters before and after administration of MSCs 
to animals with GVHD
Body weight of the animals and their survival 
were assessed for 14 days after the induction 
of disease and administration of MSCs. There 
were 3 assessments, each group made from 7 
to 11 animals. To day 14 the animals were de-
capitated under light ether anesthesia, and the 
spleen index and Treg content were evaluated 
as generally accepted.

Spleen index (SI) was calculated by the ra-
tio of spleen to body weights of the animals. In 
intact animals the SI was assumed as equal to 1; 
the value higher than 1.3 indicated the GVHD 
development [14].

Treg content was analyzed in spleens of 
experimental and control animals. For this 
aim the spleens were disintegrated in a Potter 
homogenizer in a handling medium 199, then 
the suspensions were passed through a nylon 
filter. The content of cells with CD4+CD25+ 
and FOXP3+ phenotypes was assessed to day 
14 after the administration of MSCs by FACS 
Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, 
USA) using a panel of monoclonal anti-mouse 
antibodies: FOXP3 (PE) Nr. ab45122 (Abcam, 
England); CD4 (FITC) Nr. 553729 and CD25 
(PE) Nr. 553075 (Becton Dickinson) according 
to the manufacturers’ instructions. The control 

samples contained non-immune FITC or PE 
labelled monoclonal antibodies of the same an-
tigen isotypes. Obtained cytofluorimetric data 
were statistically processed using the WinMDI 
2.8 software (J. Trotter, The Scripps Research 
Institute, San Diego, CA, USA).

Statistical analysis
The obtained results were evaluated using the 
nonparametric Mann-Whitney test. . Statisti-
cal processing was performed using the Excel 
software (Microsoft, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

One of important criteria of GVHD is spleno-
megaly, which intensity could be characterized 
with the splenic index (SI), referred also as the 
GVHD index [14]. As Fig. 1 shows, the SI was 
not significantly changed in the recipients of 
syngeneic bone marrow (syngeneic control) 
and was 1.4 times increased in animals with al-
lomyelograft, that confirmed the GVHD devel-
opment. Administering the MSCs to the animals 
with the induced pathology regardless of the 
substrate whereon they were cultured, resulted 
in a statistically significant reduction of SI value 
if compared to untreated animals. This reduction 
was mostly expressed in animals treated with 
MSCs grown on Al2O3 (MSCa). The index in 
these animals decreased to the level of the in-
tact and syngeneic controls. This fact indicated 
that Al2O3 grown MSCs gained an additional 
immune modulating activity compared to those 
grown on non-coated glass (MSCg).

Treg lymphocytes, in particular firstly 
described by S. Sakaguchi et al. CD4+CD25+ 
cells, play an important role in suppression of 
any form of immune aggression [16]. However, 
there is still no consensus about the concurrence 
of Treg pool and the cells with CD4+CD25+ and 
FOXP3+ phenotypes as well as manifestation of 
immune suppressive activity [17]. It is widely 
accepted that intracellular protein Foxp3 is the 
most specific Treg marker, determining their 
suppressor function. Nevertheless there is still 
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the question if this marker is unique, and the 
screening for other marker molecules is ongoing.

Fig. 2 demonstrates that the indices of 
FOXP3+ and CD4+CD25+ cells in spleens of in-
tact animals were close. In the recipients of syn-
geneic bone marrow the content of CD4+CD25+ 
cells did not statistically and significantly differ 
from intact control and that of FOXP3+ cells 
reduced in 1.2 times. This fact can testify about 
higher sensitivity of FOXP3+ cells to irradiation 
and bone marrow transplantation even if no im-
mune conflict developed. 

In the animals with developed GVHD the 
contents of CD4+CD25+ and FOXP3+ cells 

were correspondingly 1.5 and 2.1 times lower 
versus syngeneic control (Fig. 2). This was in 
accordance with the data of other scholars [10], 
demonstrated also the reducing Treg during 
GVHD development. 

Application of MSCs cultured on non-coated 
glass significantly increased the content of 
CD4+CD25+ and FOXP3+ cells in the GVHD 
recipient spleens if compared with the indices 
of untreated animals (Р<0.05). Moreover, the 
content of CD4+CD25+ cells even reached the 
control level. There was other situation after 
administering the MSCs cultured on Al2O3 nano-
coating. In that case the MSCs demonstrated 

Experimental therapy of graft-versus-host disease by mesenchymal stromal cells grown on oxide nanocoatings

Fig. 1. Spleen index in recipients with GVHD before and after the injection of MSC grown on different substrates. 
The data are mean ± SD. The differences are statistically significant relative to intact control (*); syngeneic control 
(**); group with GVHD (***), between groups with injection of MSC (****), P < 0.05
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Fig. 2. Content of FOXP3+ and CD4+CD25+ cells in spleens of recipients with GVHD before and after injection of 
MSC grown on different substrates. The data are mean ± SD. The differences are statistically significant relative to 
intact control (*); syngeneic control (**); group with GVHD (***), between groups with injection of MSC (****), 
P < 0.05
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more profound stimulating effect for both Treg 
subpopulations: a significant increase was found 
in the content of both CD4+CD25+ and FOXP3+ 
cells (by 2.02 and 2.12 times, respectively, 
if compared with untreated animals). There 
was no significant differences in both indices 
from intact control, and the content of FOXP3+ 
cells even exceeded the value of syngeneic 
control group (Р<0.05). The concentration of 
CD4+CD25+ cells was 1.2 times higher than 
for FOXP3+ in this group of animals as well 
as in intact control. These results highlight the 
fact that although the two subpopulations with 
CD4+CD25+ and FOXP3+ phenotypes are con-
sidered as Treg their origin could be slightly 
different. The culture of MSCs on Al2O3 nano-
coating provided their higher immune modula-
tory activity, including the activation of both 
studied Treg subpopulations.

One of the clinical signs of GVHD develop-
ment in animals is a body weight reducing. In 
our case, this index in untreated animals was 
reduced by almost 30% by the end of the obser-
vation period (Fig. 3). Body weight in recipients 
of other groups decreased till day 7 and then 
increased. The most pronounced restoration of 
the index was found after introducing MSCa to 
the GVHD recipients: the intact control level 
was reached to the end of second week of ob-
servation.

Integral index of the GVHD severity is the 
survival of recipients (Fig. 4). The mass death 
of untreated animals began from day 4 after 
GVHD induction. Less than 25% of the animals 
survived to day 14 in the untreated group.

The severity of the immune conflict and 
consequent death of the animals in other groups 
depended on the type of MSCs used for treat-
ment. Introduced MSCs grown on glass with 
Al2O3 coating showed an advantage over the 
non-coated-glass-grown MSCs: the survival rate 
of recipients with GVHD to day 14 following 
introduction was higher by 52 and 41.7% than 
in non-treated animals, respectively. Moreover, 
the first deaths in the animals which were trans-
planted with MSCa were observed only after day 
11, while in animals treated with MSCg these 
were after day 7. The survival rate in the group 
of animals with the introduced MSCa had no sig-
nificant difference from the syngeneic control, 
that could show the minimization of immune 
conflict in this case. Indeed, the survival of the 
animals with GVHD after administration of both 
types of MSCs is in a line with the data char-
acterizing the features of the Treg cell content 
(see Fig. 2). In particular, their more intensive 
formation in the MSCa treated group was ac-
companied by less pronounced loss of animals. 
To day 14 in the animals with MSCa higher 
percentage of Treg and evidently their activity 
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Fig. 3. Weight of animals with GVHD before and after injection of MSC, grown on different substrates. The data are 
mean ± SD. The differences are statistically significant relative to intact control (*); syngeneic control (**); group 
with GVHD (***), between groups with injection of MSC (****), P < 0.05
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in a greater extent suppress the effect of donor’s 
immune competent cells while minimizing the 
animals’ death in this group.

Disbalance in the content of regulatory cells 
during GVHD [17] in addition to the immune 
system disregulation causes hematopoietic 
disorders [18]. In this regard, it is important to 
search methodological approaches to minimize 
this pathology development. Previously we 
have experimentally confirmed the possibility 
of reducing the immune reactivity of allogeneic 
bone marrow by means of cryopreservation 
using certain protocols [19], which selectively 
altered the composition of the immune compe-
tent cell subpopulations and the whole state of 
myelotransplant. However, cryopreservation is 
known to reduce the hematopoietic potential 
of the transplant. An alternative to minimize 
the GVHD symptoms is co-transplantion of 
allogeneic bone marrow with cells possessing 
an immune modulating effect. Well-known is 
the immune modulating activity of MSCs [4,8]. 
In addition, fetal tissues were shown to have 
an immune regulatory activity. The ability of 
cryopreserved and non-frozen fetal liver and 
placenta cells to modulate the immune state of 
the animals with various types of experimental 
autoimmune diseases was demonstrated [20]. 
MSCs occurred to be the main part of these cells 

exhibiting such an activity. The adult MSCs are 
increasingly being used in clinical trials too [4]. 
Adult BM stroma contains a small amount of 
MSCs, which could be expanded in culture in 
vitro and reveal the ability to differentiate into 
osteo-, adipo- and chondrogenic directions [5]. 
About 10 years ago the MSCs grown in vitro 
were used for treatment of immune conflicts, 
particularly GVHD [5]. It was shown that the 
long-term in vitro culturing significantly re-
duced the multilinear differentiation and homing 
potential of MSCs [6].

To date, the sholars showed the possibility to 
control the functional state of cells by modify-
ing the nanocomposite coated surfaces used for 
their culture [21,22]. Experiments in fibroblasts 
and macrophages grown on the matrix carriers 
(titanium and its alloys, niobium, stainless steel, 
polymers) showed an important role of material 
surface peculiarities (relief, hydrophobic and 
hydrophilic characteristics, chemical composi-
tion) which determine structural and functional 
characteristics of the cells [23]. Some researches 
were focused on the effect of a surface energy 
of different coatings, its dispersion and polar 
features rendered on cell cultures [24]. For 
example, high surface energy and coatings’ 
fractional polarity were demonstrated to stimu-
late a fibroblast proliferation. Modification of 

Experimental therapy of graft-versus-host disease by mesenchymal stromal cells grown on oxide nanocoatings

Fig. 4. Survival of animals with GVHD before and after treatment with MSC, grown on different substrates. The 
differences are statistically significant relative to intact control (*); syngeneic control (**); GVHD with groups after 
MSC injection (***), between groups with injection of MSC (****), P < 0,05
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the substrate surface ultrastructure entailed the 
development of the cascade of reactions leading 
to re-programming the intracellular signaling 
systems. The surface properties of biomateri-
als could influence gene expression [21]. The 
changes in expression of many genes involved 
into implementation of focal adhesion were 
found in osteoblasts, cultured on the titanium 
polymers with different surface; in particular, 
the genes encoding the growth factors, cytokines 
(TNF-α, IL-1, IL-6); cell cycle and apoptotic 
processes were also affected. Kato S. et al. 
[25] reported the alterated gene expression of 
oncosupressor p53 and protooncogenes c-fos, 
c-myc, depending on the various hydrophobicity 
of biocoating surface. 

Our preliminary studies for MSCs culturing 
involved the Al2O3 oxide coatings. Their appli-
cation enabled to enrich during two passages the 
total bone marrow pool with the cells possess-
ing MSCs markers, and the expression rate of 
ido gene transcripts in the cells as well [13,26]. 
These findings have confirmed the effect of the 
culture surface coating on MSCs’ functional 
potential, in particular, the IDO production, 
determining an immune suppressive activity of 
these cells.

This research assessed an immune suppres-
sive potential of Al2O3 oxide coating-grown 
MSCs using the GVHD model. Collectively, the 
application of the oxide nanocoating resulted in 
a rise of stimulating activity of MSCs in respect 
of T-regulatory immunity link of the recipient 
mice and reduced GVHD activity of allogeneic 
bone marrow. 

The formation of Treg cells and manifesta-
tion of their suppressor function actively involve 
the transforming growth factor-β (TGF-β) [27]. 
An important role here is played by the stromal 
stem elements, primarily by MSCs. Our previ-
ous findings showed a decrease in the expres-
sion rate of tgfβ gene in the cells of recipient 
lymphohemopoietic complex during the local 
GVHD development [28]. This could be one 
of pathogenetically significant factors of this 
pathology development and the validate using 

of MSCs with determined functional potential 
in the therapy.

It is important to note that Al2O3 nanocoat-
ing-cultured MSCs had not only quantitative 
immune modulating features but gained also 
qualitative ones. Treatment of GVHD animals 
with the MSCs cultured on Al2O3 nanocoating 
unlike the non-coated glass had the effect of 
“harmonized” rise in the content of Treg sub-
populations: CD4+CD25+ and FOXP3+ cells. 
Exactly after introducing MSCs cultured on 
Al2O3 the GVHD severity decreased and the 
survival rate of animals significantly increased.

The obtained results could be the basis to 
develop the new approaches for improving the 
GVHD treatment using the nanocoating-cultured 
MSCs, purposefully altering their structural and 
functional properties.

CONCLUSIONS

Culturing of mesenchymal stromal cells in Al2O3 
nanocoating contributes to an increase of their 
immune modulating activity. 

Application of MSCs grown on Al2O3 nano
coating when treating the graft-versus-host 
disease (GVHD) in a greater extent than those 
grown on glass provide the rise of Treg cells 
in the recipients. In this case the severity of 
GVHD course has been shown to reduce that 
was manifested in an increased survival of the 
animals.
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предусматривает необходимость подавления эффекторных 
и/или активации Т-регуляторных клеток (Тreg). Экспе-
риментально подтверждена возможность решения такой 
задачи путем совместной трансплантации с аллогенным 
костным мозгом мезенхимальных стромальных клеток 
(МСК). В нашей работе продемонстрировано повышение 
иммунокорригирующего эффекта МСК путем их культи-
вирования in vitro на оксидном нанопокрытии Al2O3. При 
их введении животным с БТПХ наблюдалось увеличение 
содержания Тreg в селезенке реципиентов костного мозга, 
снижение тяжести течения патологии, следствием чего было 
повышение выживаемости животных. Полученные резуль-
таты являются основанием для разработки новых подходов 
к оптимизации методов лечения БТПХ с помощью МСК, 
культивированных на оксидных нанопокрытиях.
Ключевые слова: нанопокрытия; мезенхимальные стро-
мальные клетки; болезнь «трансплантат против хозяина».
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ТЕРАПІЯ ХВОРО-
БИ  «ТРАНСПЛАНТАТ ПРОТИ ХАЗЯЇНА» 
МЕЗЕНХІМАЛЬНИМИ СТРОМАЛЬНИМИ 
КЛІТИНАМИ, ВИРОЩЕНИМИ  
НА ОКСИДНИХ НАНОПОКРИТТЯХ

Зниження імуноагресії алогенного кісткового мозку у 
вигляді хвороби «трансплантат проти хозяїна» (ХТПХ) 
передбачає необхідність пригнічення ефекторних і / або 
активації Т-регуляторних клітин (Тreg). Експериментально 
підтверджена можливість вирішення такого завдання за 
допомогою сумісної трансплантаціі з алогенним кістковим 
мозком мезенхімальних стромальних клітин (МСК). У 
нашій роботі продемонстровано підвищення імунокори-
гуючого потенціалу МСК їх культивуванням in vitro на 
оксидному нанопокритті Al2O3. При їх введенні тваринам 
з ХТПХ спостерігалося збільшення вмісту Тreg у селезінці 
реципієнтів кісткового мозку, зниження важкості перебігу 
патології, наслідком чого було підвищення виживання тва-
рин. Отримані результати є підставою для розробки нових 
підходів до оптимізації методів лікування ХТПХ за допо-
могою МСК, культивованих на оксидних нанопокриттях.
Ключові слова: нанопокриття; мезенхімальні стромальні 
клітини; хвороба «трансплантат проти хозяїна»
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Аналіз квантових показників вивільнення ГАМК  
при короткотривалій депресії та полегшенні  
синаптичної передачі
О.П. Колесник, С.А. Федулова, М.С. Веселовський
Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця, НАН України, Київ; е-mail: mizerna_oksana@ukr.net 

У культивованих нейронах гіпокампа щурів вимірювали зміни амплітуди викликаних парних галь-
мівних постсинаптичних струмів (вГПСС) методикою фіксації потенціалу в конфігурації «ціла 
клітина» та позаклітинної локальної електричної стимуляції аксона пресинаптичного нейрона. У 
досліджених 43 нейронах спостерігалися депресія або полегшення синаптичної передачі. Згідно з 
аналізом коефіцієнта варіації (CV) вГПСС було розраховано, що при депресії синаптичної передачі 
CV другої відповіді у парі більше за CV першої на 57 % (n = 26), а при полегшенні – менше на 27 % 
(n = 17). Таким чином, короткотривала депресія та полегшення, що ми спостерігали, зумовлені 
тільки пресинаптичними механізмами. Використовуючи біноміальний розподіл з’ясували, що в 
умовах нашого експерименту ймовірність вивільнення ГАМК при першому і другому стимулах є 
100% і незмінною як при депресії, так і при полегшенні. Для першої відповіді у парі середнє значення 
квантового вмісту та число місць вивільнення везикул збігалися і, відповідно, дорівнювали 9,7 при 
депресії та 5 при полегшенні синаптичної передачі. Для другого стимулу вони зменшилися на 28 і 
26% порівняно з початковими значеннями при депресії та збільшилися на 14 і 11% при полегшенні 
відповідно. Отже, існує вірогідна різниця квантових показників, що характеризують вивільнення 
ГАМК при короткотривалій депресії та полегшенні синаптичної передачі.
Ключові слова: депресія та полегшення ГАМК-ергічної синаптичної передачі; міжстимульний 
інтервал; коефіцієнт варіації.

©   О.П. Колесник, С.А. Федулова, М.С. Веселовський

ВСТУП

Пластичність, зумовлена попередньою ак-
тивацією синапсів, проявляється в зміні 
ефективності цієї передачі. Однією з її форм 
є короткотривала пластичність при парній 
стимуляції. Повторна стимуляція преси-
наптичного нейрона призводить до зміни 
певних квантових показників вивільнення 
медіатора, що відображається на амплітуді 
наступного викликаного постсинаптичного 
струму, тобто призводить до депресії або 
полегшенні синаптичної передачі. Вважа-
ють, що ці явища є результатом численних 
клітинних механізмів, які можуть включати 
як пресинаптичні, так і постсинаптичні по-
дії. Найбільш поширеним пресинаптичним 
механізмом депресії вважають зменшення 

кількості вивільненого нейромедіатора, що 
може відображати спустошення пулу готових 
до вивільнення везикул [1−3] та зменшення 
ймовірністі вивільнення медіатора [4, 5]. 
Полегшення при парній стимуляції традицій-
но пов’язують з гіпотезою про залишковий 
кальцій, згідно з якою невелика його кіль-
кість, що потрапила до терміналі внаслідок 
першого потенціалу дії збільшує ймовірність 
вивільнення медіатора під час другого по-
тенціалу дії [3]. Ці властивості синаптичної 
передачі можуть бути описані з використан-
ням стандартної квантової моделі. Відповід
но до теорії квантового викиду, вивільнення 
медіатора відбувається квантами і має ймо-
вірнісний характер. Таким чином, амплітуда 
постсинаптичної відповіді відображає суму 
квантів медіатора з усіх місць вивільнення в 
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синапсі. Отже, найважливішими показниками 
викликаної синаптичної події є: ймовірність 
вивільнення квантів медіатора, число місць 
вивільнення везикул і їх квантовий вміст. У 
гіпокампі екзоцитоз ГАМК підпорядковуєть-
ся біноміальній статистиці [6].

Метою цієї роботи було з’ясувати локалі
зацію механізмів, які лежать в основі ко
роткотривалої ГАМК-ергічної пластичності 
між культивованими нейронами гіпокампа 
та провести порівняльний аналіз квантових 
показників вивільнення ГАМК при депресії 
та при полегшенні синаптичної передачі. 

МЕТОДИКА

Експерименти проводили при кімнатній тем-
пературі на культивованих протягом 14–30 
діб нейронах гіпокампа, який виділяли з 
головного мозку новонароджених щурів лінії 
Вістар. Відведення викликаних гальмівних 
постсинаптичних струмів (вГПСС) від клітин 
проводили в режимі фіксації потенціалу в 
конфігурації „ціла клітина” при підтримува-
ному потенціалі –50 мВ. Потенціал спокою 
всіх клітин знаходився у межах від –50 до –60 
мВ. Розчин для заповнення відвідної скляної 
піпетки вміщував (ммоль/л): глюконат калію– 
155, MgCl2 – 2, EГTA – 10, HEPES – 20; pH 
7,4 (KOH). До зовнішньоклітинного розчину 
входили (ммоль/л): NaCl – 140, KCl – 3, CaCl2 
– 2, MgCl2 – 2, глюкоза – 30, HEPES – 20; pH 
7,4 (NaOH); до цього розчину додавали також 
блокатори збуджувальної нейропередачі DL-
AP5 (20 мкмоль/л) і DNQX (20 мкмоль/л). 
Установка для реєстрації іонних струмів була 
зібрана на базі інвертованого мікроскопа. 
Піпетки для відведення струмів і стимуля-
ції (діаметр отвору 1 мкм, опір 6–9 МОм) 
витягували із боросилікатного скла („WPI”, 
США). Сигнали попередньо пропускали 
через високочастотний фільтр Бесселя (2 
кГц ) і були оцифровані з частотою 104 с-1. 
Локальну електричну стимуляцію проводили 
за допомогою приладу з ізольованим виходом 
ISO-Flex („AMPI”, Ізраїль). Для цього вико-

ристовували піпетки, заповненні зовнішньо-
клітинним розчином та підведені під візуаль-
ним контролем у безпосередню близькість до 
аксона, що утворював гальмівні синаптичні 
контакти на досліджуваній постсинаптичній 
клітині. Амплітуду сили струму підбирали 
таким чином, що після кожної стимуляції ми 
реєстрували відповідь у вигляді постисинап-
тичного струму. Період між першою парою 
стимулів і наступною був 3 с. Для аплікації 
фармакологічних речовин застосовували 
методику швидкої локальної перфузії [7]. 
Обробку і аналіз результатів виконували за 
допомогою програмних пакетів „Clampfit 
9.0” („Axon Instruments” США) та „OriginPro 
8.5”. Для знаходження квантових показників 
вивільнення медіатора використовували біно-
міальним розподіл: I·CV2

вГПСС=q·(1+CVq
2-P), 

де I – середня амплітуда вГПСС, CVвГПСС – 
коефіцієнт варіації вГПСС, q – розмір кванта, 
CVq –коефіцієнт варіації мініатюрних вГПСС 
(мГПСС), P – ймовірність вивільнення ГАМК 
з пресинаптичного закінчення.

Усі результати наведені як середні зна-
чення ± середньоквадратична похибка се-
реднього; у дужках зазначено розмір вибірки 
у межах якої проводили усереднення. Для 
визначення статистичної вірогідності різниці 
між середніми значеннями двох груп даних 
було використано критерій t Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Першочергово була досліджена іонна природа 
вГПСС. Аплікація селективного антагоніста 
ГАМКА-рецепторів бікукуліну метоброміду 
в концентрації 20 мкмоль/л майже повністю 
(на 91 ± 1%, n = 3) пригнічувала амплітуду 
вГПСС. Ефект зменшення був вірогдним і 
оборотним. Значення амплітуд вГПСС ліній-
но залежали від підтримуваного потенціалу 
на мембранах постсинаптичних нейронів  
(R2 ≥ 0,99) [8]. Розрахований за вольт-ампер-
ними характеристиками потенціал реверсії 
для цих струмів дорівнював ‑90,36 ± 3 мВ (n 
= 4) і відповідав рівноважному потенціалу 
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для хлору, розрахованому за рівнянням Нерн-
ста. Такі характеристики вказували на те, 
що зареєстровані струми опосередковували 
ГАМКА-рецептори. 

Для дослідження пластичності ГАМК-ер-
гічних вГПСС аксон пресинаптичної клітини 
стимулювали парними імпульсами, що на-
носили з інтервалом 150 мс. Під час цього 
спостерігалося накладання другої відповіді 
на пізні компоненти першої. Тому амплітуда 
другого вГПСС у парі визначалася за допомо-
гою процедури віднімання пізніх компонентів 
першого струму від запису другого. Період 
між першою парою стимулів і наступною був 
3 с. Цей час вважають достатнім для повного 
відновлення першого вГПСС. 

Як кількісну міру синаптичної плас-
тичності було обрано коефіцієнт парної 
стимуляції (КПС), котрий обчислювали як 
відношення амплітуди другого вГПСС (A2) у 
парі до першого (A1). Для виключення впливу 

постсинаптичних механізмів на короткочасну 
зміну ефективності синаптичної передачі ми 
змінювали електрохімічний градієнт для іо-
нів хлору та одночасно реєстрували вГПСС. 
Отримані результати з 12 клітин дають мож-
ливість зробити висновок, що значення КПС 
не залежали від підтримуваного потенціалу 
на мембрані постсинаптичного нейрона (рис. 
1, а, б).

Тому були проведені експерименти для 
встановлення пресинаптичних факторів, 
якими може бути зумовлена ефективність 
ГАМК-ергічної синаптичної передачі. До-
сліджені нами нейрони при подразненні 
пресинаптичного аксона парою стимулів з 
інтервалом 150 мс демонстрували як явище 
депресії (КПС <1), так і полегшення (КПС 
>1; рис. 2, а, б).

Відповідно до біноміальної моделі синап-
тичної передачі, непрямим методом визна-
чення пре- або постсинаптичних факторів є 

Аналіз квантових показників вивільнення ГАМК при короткотривалій депресії та полегшенні синаптичної передачі

Рис. 1. Залежність коефіцієнта парної стимуляції (КПС) від підтримуваного потенціалу на мембрані постсинаптичної клі
тини: а – приклади реєстрації усереднених парних викликаних гальмівних постсинаптичних струмів (вГПСС) при різному 
підтримуваному потенціалі. Усереднення проводили за 10 послідовними вГПСС; б – залежність КПС від підтримуваного 
потенціалу на мембрані постсинаптичної клітини. За 1 прийнято значення КПС при підтримуваному потенціалі 0 мВ
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вивчення зміни коефіцієнта варіації амплітуд 
постсинаптичних струмів (CV). Він визна
чається як відношення стандартного відхи-
лення амплітуд до усередненого їх значення. 
При пластичності синаптичної передачі, 
залежно від пре- або постисиначних меха-
нізмів, що беруть у цьому участь, може спо-
стерігатися два випадки: квадрат відношення 
коефіцієнтів варіації першої відповіді (CV1) у 
парі до другої (CV2) може збільшуватися або 
зменшуватися так само, як і коефіцієнт парної 
стимуляції [9−11]. Для парних вГПСС, при 

яких спостерігалося явище короткотривалої 
пластичності синаптичної передачі, були 
побудовані відношення (CV1/CV2)2 до КПС 
(див. рис. 2, в, г). Нами було розраховано 
усереднене значення, що відображається у 
вигляді точки. При явищі депресії вона ле-
жить нижче від діагоналі і має координати 
(0,7 ± 0,02; 0,52 ± 0,04; n = 26), а при полег-
шенні − вище від діагоналі і має координати 
(1,15 ± 0,03; 1,56 ± 0,19; n = 17). Для цих же 
нейронів було розраховано, що при депресії 
CV2 вірогідно більше за CV1 на 57 ± 16 %, 

О.П. Колесник, С.А. Федулова, М.С. Веселовський

Рис. 2. Аналіз коефіцієнта варіації струмів (CV) при депресії та полегшенні синаптичної передач: а, б – приклад реєстрації 
депресії та полегшення синаптичної передачі. А1 та А2 - амплітуди першого та другого викликаних гальмівних постси-
наптичних струмів (вГПСС) у парі; в, г – залежність квадрата відношення коефіцієнтів варіації першої відповіді у парі до 
другої  від коефіцієнта парної стимуляції при депресії та полегшенні синаптичної передачі відповідно; д, ж – гістограма, що 
показує нормовані усередненні значення CV при депресії та полегшенні синаптичної передачі відповідно. I - CV першого 
вГПСС, II - CV другого вГПСС. За 100 % прийнято значення CV першого вГПСС. ***P < 0,001 
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а при полегшенні - менше на 22 ± 7 % (рис. 
2, д, ж). Згідно з цієї теорії, короткотривала 
депресія та полегшення, що ми спостерігали, 
зумовлені пресинаптичними механізмами.

мГПСС та спонтанні ГПСС (сГПСС) 
відводили від нейронів гіпокампа при під-
тримуваному потенціалі ‑ 50 мВ за наявності 
в зовнішньоклітинному розчині блокаторів 
збуджувальної нейропередачі. Перші реє-
стрували у зовнішньоклітинному розчині, 
що містив 0,5 ммоль/л Са2+, 10 ммоль/л Mg2+ 

та 0,25 мкмоль/л тетродотоксину. Такі умови 
реєстрації сприяли зниженню ймовірності 
викиду ГАМК. Амплітудні розподіли мГПСС, 
як правило, були унімодальними і задовіль-
но апроксимувалися однією кривою Гауса з 
модою на 13,92 ± 0,29 пА (n = 3 ; рис. 3,а). 

Амплітудні розподіли сГПСС, зареєстро-
ваних у різних клітинах гіпокампа, демон-
стрували наявність 2–3, візуально іденти-
фікованих, піків на гістограмах, які добре 
апроксимувалися сумою кривих Гауса (див. 
рис. 3, б). В усіх випадках середня відстань 
між піками суміжних гаусових (нормальних) 
розподілів не відрізнялися від значень першої 
моди полімодальних амплітудних гістограм 
і становили у середньому 14,22 ± 1,7 пА (n = 
6). Отже, згідно з аналізом сГПСС та мГПСС, 

ефект вивільнення кванта ГАМК в наших 
експериментах дорівнює у середньому 14 пА.

Для знаходження квантових показників 
вивільнення медіатора використовували біномі-
альним розподіл. Як вже було зазначено вище, 
розмір кванта в наших експериментах дорівню-
вав 14 пА (q). Розрахований коефіцієнт варіації 
мГПСС становив 0,34 ± 0,07 (CVq). Квантовий 
вміст (середня кількість квантів медіатора, що 
вивільняється на один пресинаптичний потен-
ціал дії) розраховується як m = I/q. Ймовірність 
вивільнення медіатора знаходили як P = 1 + 
CVq

2 – m·CV2
вГПСС. Біноміальний показник 

(число місць вивільнення везикул з медіатором) 
розраховується як N = m/P. 

Для першої відповіді у парі середнє 
значення квантового вмісту було 9,7±1,3 і 
5,0 ± 0,6 відповідно при депресії (n = 26) та 
полегшенні (n = 17) синаптичної передачі. Бі-
номініальний показник також відрізнявся при 
депресії та полегшенні і становив 9,3 ± 1,2 та 
4,9 ± 0,6 відповідно. Тобто, якщо початковий 
квантовий вміст та число місць вивільнення 
везикул з ГАМК маленькі, то буде спосте-
рігатися полегшення синаптичної передачі, 
якщо навпаки – то депресія. Наші результати 
підтверджують раніше отримані дані при 
дослідженні збуджувальної синаптичної пе-

Рис. 3. Типові амплітудні розподіли мініатюрних (мГПСС) та спонтанних (сГПСС) ГАМК-ергічних струмів: а – розподіл 
амплітуд мГПСС та апроксимація його однією гаусіаною з максимумом на 13,9 пА; б – гістограма амплітуд сГПСС та 
апроксимація її трьома розподілами Гауса із модами на 14, 31 і 45 пА; на верхньому фрагменті – суперпозиція записів 
сГПСС. а, б : за віссю абсцис – амплітуда мГПСС та сГПСС відповідно, за віссю ординат – кількість подій
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редачі між нейронами гіпокампа, що депре-
сія синаптичної передачі при стимулюванні 
парою поштовхів струму, спостерігається 
переважно, якщо початкова амплітуда струму 
велика, а полегшення – коли маленька [12]. 

Ймовірність вивільнення медіатора була 
однаковою для двох цих явищ (приблизно 
100%) і значення m і N збігаються, отже, 
в наших експериментальних умовах, на 
кожний стимул з усіх місць вивільнення в 
активній зоні вивільнюється одна везикула з 
ГАМК. Відомо, що при високій ймовірності 
вивільнення медіатора коефіцієнт варіації 
амплітуди струму має бути низьким [13]. 
Наші результати це підтверджують: у зареє-
строваних струмах коефіцієнт варіації був у 
межах від 0,02 до 0,20.

Для парних вГПСС, при яких спостеріга-
лося явище короткочасної пластичності синап-
тичної передачі, був проведений порівняльний 
аналіз квантових показників синаптичної 
передачі для першого і другого стимулу (рис. 
4). Очевидно, що ймовірність вивільнення 
ГАМК при обох стимулах є майже незмінною 
як при депресії, так і при полегшені. Проте для 
другого стимулу зміни квантового вмісту та 

числа місць вивільнення везикул є неоднако-
вими при явищах депресії та полегшенні. Для 
другого стимулу вони вірогідно зменшуються 
порівняно з початковими значеннями на 28 і 
26% при депресії та збільшуються на 14 і 11% 
при полегшенні відповідно.

З наших результатів можна зробити ви-
сновок, що в культурі нейронів гіпокампа, 
за умов високої ймовірності вивільнення 
ГАМК, короткотривалу пластичність синап-
тичної передачі можна пояснити одночасним 
збільшенням (полегшення) або зменшенням 
(депресія) числа місць вивільнення везикул 
та квантового вмісту їх. Постсинаптичні 
фактори у цих процесах не задіяні.

О.П. Колесник, С.А. Федулова,  
Н.С. Веселовский

АНАЛИЗ КВАНТОВЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
ОСВОБОЖДЕНИЯ ГАМК ПРИ КРАТКО-
ВРЕМЕННОЙ ДЕПРЕСИИ И ОБЛЕГЧЕНИИ 
СИНАПТИЧЕСКОЙ ПЕРЕДАЧИ

В культивированных нейронах гиппокампа крысы из-
меряли изменения амплитуды вызванных тормозных 
постсинаптических токов (вТПСТ) методикой фиксации 
потенциала в конфигурации «целая клетка» и внеклеточ-
ной локальной электрической стимуляции аксона пре-
синаптического нейрона. В исследованных 43 нейронах 
наблюдали депрессию или облегчение синаптической 
передачи. Согласно с анализом коэффициента вариации 
(CV) вТПСТ было рассчитано, что при депрессии синап-
тической передачи CV второго ответа в паре достоверно 
больше, чем CV первого на 57 % (n = 26), а при облегчении 
− меньше на 27 % (n = 17). Следовательно, кратковре-
менная депрессия и облегчение, которые мы наблюдали, 
обусловлены только пресинаптическими механизмами. 
Используя биномиальное распределение, определили, что 
в условиях нашего эксперимента вероятность освобожде-
ния ГАМК при первом и втором стимулах является 100% 
и неизменной как при депрессии, так и при облегчении. 
Для первого ответа в паре среднее значение квантового 
содержания и число мест освобождения везикул совпали 
и, соответственно, были равны 9,7 при депрессии и 5 при 
облегчении синаптической передачи. Для второго стимула 
они уменьшились на 28 и на 26% при депрессии и увеличи-
лись на 14 и на 11% при облегчении соответственно. Таким 
образом, существует достоверная разница в квантовых 
показателях, которые характеризируют освобождение 
ГАМК при кратковременной депрессии и облегчении 
синаптической передачи.
Ключевые слова: депрессия и облегчение ГАМК-эргиче-
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Рис. 4. Порівняльний аналіз нормованих квантових по-
казників вивільнення ГАМК при депресії та полегшенні 
синаптичної передачі після першого стимулу: За 0 % 
прийнято нормовані значення квантових показників для 
першого викликаного гальмівного постсинаптичного 
струму у парі: 1 – полегшення, 2 – депресія: I - ймовірність 
вивільнення ГАМК, II - відносний квантовий вміст, III - 
відносний біноміальний показник. **P < 0,01, ***P < 0,001
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ской синаптической передачи; межстимульный интервал; 
коэффициент вариации.

О.P. Кolesnyk, S.А.Fedulova, N.S. Veselovsky

ANALYSIS OF QUANTAL PARAMETERS OF 
GABA RELEASE DURING SHORT-TERM 
DEPRESSION AND FACILITATION  
OF SYNAPTIC TRANSMISSION 

Changes in amplitudes of evoked inhibitory postsynaptic 
currents (eIPSCs) from rat cultured hippocampal neurons 
were studied using whole-cell patch-clamp technique in 
postsynaptic neuron and local extracellular electrical paired 
pulse stimulation of single presynaptic axon. Paired pulse 
depression (PPD) and paired pulse facilitation (PPF) were 
observed in studied 43 neurons. According to coefficient of 
variance (CV) analysis was found that CV of second respond 
was significantly larger than CV first by 57 % (n = 26) during 
depression and significanty smaller by 27 % (n = 17) during 
facilitation. Thus, only presynaptic mechanism underlies short-
term depression and facilitation. We also estimated quantal 
parameters assuming that transmitter release is reasonably 
described by a binomial distribution. We found that under our 
experimental conditions there were no significant changes in 
GABA release probability during PPD and PPF. The values of 
mean quantal content and mean number of sites of transmitter 
release were the same for first stimulus in pair and were equal 
9.7 in depression and 5 in facilitation of synaptic transmission. 
The values both of them for second stimulus were significant 
decreased by 28 and 26% during PPD and were significant 
increased by 14 and 11% during PPF, respectively. Thus, there 
is significant difference in quantal parameters characterizing 
GABA release during short-term depression and facilitation 
of synaptic transmission. 
Key words: PPD and PPF of GABAergic synaptic transmis-
sion; interstimulus interval; coefficient of variation.

O.O. Bogomolets Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv; е-mail: mizerna_oksana@ukr.net 

REFERENCES

1.	 Jensen K, Lambert JD, Jensen MS. Activity-dependent 
depression of GABAergic IPSCs in cultured hippocampal 
neurons. J Neurophysiol. 1999; 82: 42-9.

2.	 Wu LG, Borst JG. The reduced release probability of 
releasable vesicles during recovery from short-term 
synaptic depression. Neuron. 1999; 23: 821–32.

3.	 Zucker RS., Regehr WG. Short-term synaptic plasticity. 
An Rev Physiol. 2002; 64: 355–405.

4.	 Dobrunz LE and Stevens CF. Heterogeneity of release 
probability, facilitation, and depletion at central synapses. 
Neuron. 1997; 6: 995-1008.

5.	 Wilcox KS, Dichter MA. Paired pulse depression in 
cultured hippocampal neurons is due to a presynaptic 
mechanism independent of GABAB autoreceptor 
activation. J Neurosci. 1994; 14: 1775-88. 

6.	 Fedulova SA, Veselovsky NS. Quantal GABA release in 
hippocampal synapses: role of local Ca2+ dynamics within 
the single terminals. Eur J Pharmacol. 2002; 2/3: 163–71.

7.	 Veselovsky N S, Engert F, Lux H D.Fast local superfusion 
technique. Pflüg Arch. 1996; 432: 351-4.

8.	 Mizerna ОP, Fedulova SA, Veselovsky MS. Effect of thap-
sigargin on inhibitory synaptic transmission between cul-
tured neurons of the rat hippocampus. Neurophysiology. 
2007; 39(4-5): 374-6. 

9.	 Faber DS, Korn H. Applicability of the coefficient of varia-
tion method for analyzing synaptic plasticity. Biophys. 
J. 1991; 60: 1288-94. 

10.	  Larkman A, Hannay T, Stratford K, Jack J. Presynaptic 
release probability influences the locus of long-term 
potentiation. Nature. 1992; 360: 70-3. 

11.	  Sjostrom PJ, Turrigiano GG, Nelson SB. Multiple forms 
of long-term plasticiry at unitary neocortical layer 5 
synapses. Neuropharmacology. 2007; 52: 176-84. 

12.	 Debanne D, Guerineau NC, Gahwiler BH, Thompson 
SM. Paired-pulse facilitation and depression at unitary 
synapses in rat hippocampus: quantal fluctuation affects 
subsequent release. J Physiol. 1996; 491: 163-76.

13.	  Oleskevich S, Clements J, Walmsley B. Release probabili
ty modulates short-term plasticity at a rat giant terminal. 
J Physiol. 2000; 524: 513-23.

Матеріал надійшов 
до редакції 18.04.2016

Аналіз квантових показників вивільнення ГАМК при короткотривалій депресії та полегшенні синаптичної передачі
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Амінокислотні залишки відповідальні за взаємодію 
α1- гліцинових рецепторів із гінкголевою кислотою
Г.В. Малєєва 1,2, С.І. Булдакова 1, Г.Г. Скибо2, П.Д. Брежестовський1

1Інститут системних нейронаук, Університет Екс-Марсель, Франція,  
2 Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, Київ; e-mail: galina_maleeva@ukr.net

Раніше нами було показано, що гінкголева кислота  здатна вибірково потенціювати  струми, 
опосередковані α1-субодиницями гліцинового рецептора. Наступним кроком стало проведення 
порівняльного аналізу амінокислотних послідовностей α1- та α2-субодиниць для встановлення 
амінокислотних залишків, що можуть бути відповідальні за різницю в дії гінкголевої кислоти на ці 
рецептори. Із використанням методу patch-clamp у конфігурації «ціла клітина» нами було продемон-
стровано, що мутація трьох амінокислотних залишків T59/A261/A303 у α2-субодиниці, на відповідні 
їм з α1-субодиниці, робить α2-рецептори чутливими до потенціюючого впливу гінкголевої кислоти. 
Амплітуда струмів, опосередкованих α2-мутантними рецепторами, після аплікації гінкголевої кис-
лоти збільшувалася на 89±14%. Так само, як і для α1-рецепторів, для α2-мутантних рецепторів було 
характерним зниження напівефективної дози  для гліцину під дією гінкголевої кислоти. Таким чином, 
субодинична вибірковість гінкголевої кислоти пов’язана із трьома амінокислотними залишками, 
що є відмінними у α1- та α2-субодиницях гліцинового рецептора.
Ключові слова: гліциновий рецептор; гінкголева кислота; іонні струми; patch-clamp; точкові мутації.
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ВСТУП

Гліцинові рецептори забезпечують швидку 
передачу гальмівного сигналу у центральній 
нервовій системі хребетних. Відомо, що пе
реважно вони локалізовані у спинному моз
ку, сітківці, мозочку, ядрах стовбура мозку 
та залучені у контроль рухової діяльності, 
формування больових відчуттів, зорове та 
слухове сприйняття [1, 2]. 

Гліциновий рецептор належить до роди
ни цис-петельних, що характеризуються 
наявністю консервативного бі-сульфідного 
зв’язку у зовнішньоклітинному домені. 
Окрім гліцинового до цієї родини також 
належать: нікотиновий ацетилхоліновий, 
γ-аміномасляний (ГАМК) та серотоніновий 
(3-го типу) рецептори. Було клоновано п’ять 
субодиниць гліцинового рецептора: α1, α2, 
α3, α4 та β, що відрізняються між собою за 
амінокислотним складом, локалізацією та 
часовим патерном експресії [3].

Функціональний гліциновий рецептор 
складається з п’яти субодиниць, що утворю
ють центральну пору каналу [4, 5]. Залежно 
від субодиничного складу гліцинові рецеп-
тори поділяють на дві групи: гомомерні 
(сформовані лише α-субодиницями) та ге
теромерні (сформовані α- і β-субодиницями) 
[6, 7]. Кожна субодиниця рецептора скла-
дається із зовнішньоклітинного, чотирьох 
трансмембранних доменів, а також лінкер
них ділянок, що їх поєднують. Другий 
трансмембранний домен (ТМ2) повернений 
до іонної пори каналу, решта  контактують із 
біліпідним оточенням [8]. 

Гіперплексія – спадкове неврологічне 
захворювання, зумовлене мутаціями ге
нів, що кодують субодиниці гліцинового 
рецептора. Характерним її симптомом  є 
довготривале неконтрольоване скорочення 
м’язів тіла у відповідь на неочікуваний 
тактильний чи акустичний стимули, що може 
супроводжуватися мимовільним падінням 
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[9]. Причиною появи симптомів гіперплек-
сії є нездатність мутантних гліцинових 
рецепторів забезпечувати ефективну швид-
ку гальмівну нейропередачу в централь-
ній нервовій системі [10]. Значна частина 
гіперплексичних мутацій локалізовані у 
ТМ2-домені або у лінкерних ділянках, що 
поєднують його з іншими трансмембранними 
доменами (найпоширеніші гіперплексичні 
мутації позначено на рис.1). Амінокислотні 
заміни в ТМ2-домені, що визначає іонну 
провідність та вибірковість, порушують 
процес відкривання каналу. Це призводить 
до зменшення його провідності та амплітуди 
струмів, опосередкованих гліциновими 
рецепторами [11]. Відповідно актуальним є 
пошук позитивних модуляторів гліцинового 
рецептора, які могли б корегувати роботу 
мутантних рецепторів, сприяючи підвищен
ню ефективності гліцинергічної передачі.

Гінкголева кислота, котра входить до 
складу екстракту Ginkgo biloba, має здатність 
підвищувати амплітуду струму, опосеред-
кованого α1-гліциновими рецепторами, 
та знижувати напівефективну дозу (ЕД50) 
для гліцину [12]. Характерною особли-
вістю гінкголевої кислоти є субодинична 
вибірковість – відсутність потенціюючої дії 
на α2-гліцинові рецептори. 

Метою нашої роботи було, використову-
ючи метод patch-clamp, визначити  аміно
кислотні залишки, що є ключовими для пози
тивної модуляції α1-субодиниць гліцинового 
рецептора гінкголевою кислотою. 

МЕТОДИКА

Для проведення електрофізіологічного 
дослідження кДНК (комплементарна ДНК) 
α2- та α2-мутантного гліцинових рецепторів 
було експресовано у СНО-К1 (Chinese ham
ster ovary cells) клітинах. Клітини висівали 
на покривні скельця (12-14 мм), що були 
розміщені всередині чашок для культи
вування (35 мм) із додаванням 2 мл жи
вильного  середовища. Їх трансфекували 

кДНК рецептора за протоколом Lipofectamine 
2000 («LifeTechnology», США) із додаван-
ням кДНК зеленого флуоресцентного білка 
GFP (для полегшення ідентифікації клітин, 
що експресували гліцинові рецептори). 
Середовище для культивування замінюва-
ли  через 3 год після початку трансфекції. 
Посттрансфекційне середовище містило 
1 мкмоль/л стрихніну – для запобігання 
спонтанній активації гліцинових рецепторів. 
Електрофізіологічні дослідження проводили 
через 24-72 год після трансфекції.  

«Patch-clamp» - реєстрації у конфігурації 
“ціла клітина” здійснювали за кімнатної 
температури (20-25ºС) із використанням 
підсилювача ЕРС9 («HEKA Electronic», 
Німеччина). Під час експерименту клітини 
знаходились у зовнішньоклітинному розчині, 
що містив (ммоль/л): NaCl – 140, CaCl2 – 2, 
KCl – 2.8, MgCl2 – 4, HEPES – 20, глюкоза 
– 10; pH 7,4; 320-330 мОсм. Розчин, яким 
було заповнено піпетки для реєстрацій, 
містив (ммоль/л): глюконат калію – 120, 
KCl – 20, CaCl2  – 6, MgCl2 – 2, HEPES – 10, 
BAPTA/KOH  – 2; pH 7,3; 290 мОсм. Для всіх 
реєстрацій фіксований потенціал становив 
0 мВ. Піпетки для реєстрацій виготовлені 
з боросилікатних скляних капілярів («Har-
vardApparatusLtd», США), їх опір був 5-10 
МОм. Для зміни розчинів використовували 
систему швидкої аплікації (SF 77A Perfusion 
Fast-Stеp, «Warner», США), що розміщували 
на відстані 40-50 мкм від досліджуваної 
клітини. Ця система дає змогу змінювати 
10-90% розчину протягом 3-5 мс. В усіх 
експериментах тривалість аплікації аго-
ніста становила 2 с, а гінкголевої кислоти 
варіювала від 0,5 до 2 хв.

Результати електрофізіологічних дос
ліджень аналізували з використанням прог
рамного забезпечення «HEKA Electronik» 
(Німеччина) та «Origin 7.5» («OriginLabs», 
США). Для статистичної обробки результатів 
було використано тест ANOVA, виражали їх у 
середніх значеннях та стандартних похибках 
середнього.

Амінокислотні залишки відповідальні за взаємодію α1- гліцинових рецепторів із гінкголевою кислотою
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РЕЗУЛЬТАТИ 

Раніше нами було показано, що гінкголева 
кислота має здатність по-різному впливати на 
α1- та α2-субодиниці гліцинового рецептора 
[12]. Амплітуда струмів, опосередкова-
них α1-гліциновими рецепторами, збіль-
шувалася з 364±49 до 846±135 пА (n=34, 
Р<0,01) протягом 30 с аплікації 25 мкмоль/л 
гінкголевої кислоти. На противагу цьому, при 
аплікації гінкголевої кислоти на α2-гліцинові 
рецептори потенціації не спостерігалося, 
а висока концентрація навiть спричинила 
зниження амплітуди струмів  на 20±5% 
(n=11).

Для з’ясування механізму субодинично-
вибіркової потенціюючої дії гінкголевої кис
лоти на гліцинові рецептори ми сконцентру
вали свою увагу на встановленні відміннос
тей амінокислотних послідовностей α1- та 

α2-субодиниць рецептора. Провідну роль 
у алостеричній модуляції лігандкерованих 
іонотропних рецепторів відіграють зовніш
ньоклітинний, а також ТМ2- та ТМ3-доме
ни [2, 13]. Аналіз амінокислотних послі
довностей ТМ2- та ТМ3-доменів α1- та α2-
субодиниць гліцинового рецептора, здійс
нений із  використанням електронного 
каталога протеїнових сиквенсів UniProt, 
показав, що вони відрізняються між собою 
лише за двома позиціями. Амінокислотним 
залишкам G254, S296 α1-субодиниці відпо
відають А261 та А303 α2-субодиниці (див. 
рис. 1). Низкою досліджень було продемон
стровано важливе значення цих залишків для 
формування різної чутливості α1- та α2-ре
цепторів до модулюючих речовин [14-16]. 
Зовнішньоклітинний домен характеризується 
високою міжсубодиничною варіабельністю, 
однак, раніше було показано, що залишок 

Рис. 1. Амінокислотна послідовність α1-субодиниці гліцинового рецептора. Колами виділено амінокислотні залишки, 
мутацію яких вивчали. Вони також представленi у вкладцi справа. Амінокислотні залишки, мутація яких найчастіше 
стає причиною гіперплексії: I244N, P250T, Q266H, R271Q/L, K276E, Y279C; залишки, що беруть участь у зв’язуванні 
агоніста: F159, Y161, T204 та конкурентного блокатора (стрихніну): G160, K200, Y202; амінокислоти, що взаємодіють з 
іонами цинку: D80, H107, H109, T112; амінокислотні залишки що, формуючи бі-сульфідні зв’язки, утворюють цис-петлі: 
С138 – С152 та С198 – С209 (модифіковано з Betz and Luabe, 2006)
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А52 є ключовим для позитивної модуляції α1-
субодиниці гліцинового рецептора етанолом 
[17]. При встановленні сайтів алостеричної 
модуляції гліцинових рецепторів N-ара
хідоноїл-гліцином продемонстровано, що 
α2-субодиниці, в яких три згадані вище 
залишки були замінені відповідними з α1, 
набули здатності потенціюватися під дією 
N-арахідоноїл-гліцину; в той час як α2-ре-
цептори дикого типу інгібувалися цією 
речовиною [18] .

Зважаючи  на подібність впливу N-ара
хідоноїл-гліцину та гінкголевої кислоти 
на гліцинові рецептори ми припустили, 
що вони взаємодіють із  одними і тими ж 
амінокислотними залишками α1-субодиниці.  
Для перевірки нами здійснено мутацію трьох 
амінокислотних залишків у α2-субодиниці 
гліцинового рецептора на відповідні з α1: 
Т59А у зовнішньоклітинному домені, A261G 
у ТМ2 та A303S у ТМ3.

Наші експерименти показали, що на 
противагу α2-рецепторам дикого типу, му
тантні α2 T59A/A261G/A303S потенцію
валися гінкголевою кислотою, подібно до 
того, як це спостерігалося для α1-рецепторів 

(рис. 2). Преаплікація гінкголевої кислоти 
(3 мкмоль/л) протягом 30 с призводила до 
підвищення гліциніндукованих струмів на 
105±18% (n=5). При цьому ступінь потен
ціації варіював від 58 до 153% (див. рис. 2,б).

Кінетика дії  гінголевої кислоти на α2-
мутантні рецептори також була подібною 
до  розвитку потенціації α1-гліцинових 
рецепторів [12]: значне підвищення амплі-
туди струму після 30 с аплікації гінкголевої 
кислоти та поступове зростання протягом 
наступних реєстрацій. Після 30 с преаплікації 
гінкголевої кислоти було зафіксовано підви
щення амплітуди струмів  з 97±10 до 203±58 
пА (Р<0,01; n=5), через 2 хв  вона збільшилася 
до 327±47 пА (Р<0,01; див. рис. 2,в). На рис. 
2,а представлено репрезентативні реєстарції, 
що ілюструють поступове збільшення амплі
туди струму під дією гінкголевої кислоти. 
Водночас аплікація гінкголевої кислоти (10 
мкмоль/л) на клітини, що експресували α2-
гліцинові рецептори дикого типу, призводила 
до зниження амплітуди іонного струму на 
10±3% (n=8).

Для більш детального дослідження особ
ливостей дії гінкголевої кислоти на му

Рис. 2. Потенціація рецепторів α2 T59A/A261G/A303S під дією гінкголевої кислоти:
а – приклади реєстрації струмів у відповідь на аплікацію 30 мкмоль/л гліцину на клітини, що експресували α2-мутантні 
рецептори в контролі та після 30 с та 2 хв аплікації 3 мкмоль/л гінкголевої кислоти. Тривалість аплікації показано над 
реєстраціями. Конфігурація «ціла клітина». Фіксований потенціал = 0мВ.  
б – амплітуди струмів  у контролі та після аплікації 3 мкмоль/л гінкголевої кислоти. 
в – розвиток потенціації струмів, опосередкованих мутантними α2-гліциновими рецепторами, під дією 3 мкмоль/л 
гінкголевої кислоти. Тривалість аплікації гінкголевої кислоти показано у верхній частині графіка

Амінокислотні залишки відповідальні за взаємодію α1- гліцинових рецепторів із гінкголевою кислотою
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танті α2-рецептори ми побудували криві 
залежності амплітуди струму від концент
рації аплікованого гліцину (рис. 3). Раніше 
було показано, що ЕД50 для α2-рецепторів 
становить 42±2 мкмоль/л (n=10) [12]. Ана
ліз кривих концентраційної залежності 
продемонстрував, що чутливість мутантних 
α2-гліцинових рецепторів до гліцину в 3 
рази нижча, ніж α2-рецепторів дикого типу і 
становить 119±16 мкмоль/л (n=12). В умовах 
контролю ЕД50 для мутантного α2-рецептора 
коливалася від 56 до 238 мкмоль/л. За наявнос
ті 3 мкмоль/л гінкголевої кислоти спостері
гався значний зсув кривих концентраційних 
залежностей вліво: значення ЕД50 варіювали  
від 31  до 118 мкмоль/л (n=12; Р<0,05). 
На рис. 3,а представлено репрезентативні 
реєстрації струмів індукованих 30, 100 та 
1000 мкмоль/л гліцину до (зліва) та після 
(справа) аплікації гінкголевої кислоти. 
При побудові кумулятивних кривих кон
центраційної залежності в контролі та за умов 
дії гінкголевої кислоти було встановлено, 
що ЕД50 для гліцину змінюється зі 104 до 
67 мкмоль/л (n=12) під її впливом (див. рис. 
3,б). Таким чином, подібно до α1-гліцинових 
рецепторів для мутантних α2-рецепторів був 
характерним зсув кривих концентраційної 

залежності вліво під дією гінкголевої кис
лоти.

Отримані нами результати демонструють, 
що мутація трьох амінокислотних залишків 
у α2-субодиниці гліцинового рецептора на 
відповідні з α1-субодиниці призводить до 
проявлення потенціюючого ефекту гінк
голевої кислоти. При цьому характер дії 
останньої на мутантні α2-рецептори подібний 
до того, що спостерігається при  її впливі на 
α1-субодиниці. Це дає змогу припустити, що 
амінокислоти А52, G254 та S296 залучені у 
процес взаємодії α1-гліцинових рецепторів 
із гінкголевою кислотою. 

ОБГОВОРЕННЯ

Проблема модуляції гліцинового рецептора 
привертає увагу дослідників протягом деся
тиліть. Вони є мішенями для таких фарма
кологічних агентів, як м’язові релаксанти, 
знеболювальні та протизапальні ліки [13, 19]. 
Однак нині відомо лише декілька речовин, 
що ефективно субодинично-вибірково моду
люють роботу гліцинових рецепторів [13].

Окремої уваги заслуговує вивчення ме
ханізмів дії модулювальних препаратів 
на гліцинові рецептори та встановлення 

Рис. 3. Аплікація гінкголевої кислоти спричинює зсув кривих концентраційної залежності  для гліцину вліво: 
а – репрезентативні струми, індуковані аплікацією 30, 100 та 1000 мкмоль/л гліцину в контролі (зліва) та після аплікації 
3 мкмоль/л гінкголевої кислоти (справа); 
б – кумулятивні криві залежності амплітуди струму від концентрації аплікованого гліцину в контролі (чорні квадрати) 
та після аплікації 3 мкмоль/л гінкголевої кислоти (пусті кружечки)
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амінокислотних залишків, що є ключовими 
для взаємодії рецептора із тією чи іншою 
речовиною. По-перше, це дасть змогу вста
новити принцип дії фармакологічних аген
тів та передбачити їх можливий вплив на 
різні субодиниці гліцинового рецептора; 
по-друге – краще зрозуміти молекулярну 
фізіологію гліцинового рецептора, роль ок
ремих регіонів та амінокислотних залишків 
у його функціонуванні. 

Амінокислотний залишок А521, роз-
міщений у зовнішньоклітинному домені, 
бере участь у взаємодії α1-гліцинового 
рецептора з етанолом [17]. Було показано, 
що при здійсненні амінокислотної заміни 
в α1-субодиниці (коли аланін 52 заміщено 
на характерний для α2 серин) ефективність 
дії етанолу на α1-рецептори знижувалась 
[17]. Це дає можливість припустити, що 
А52 задіяна у формуванні одного з сайтів 
зв’язування етанолу. Пізніше стало відомо, 
що залишки S267 та A288, розміщені в 
доменах ТМ2 та ТМ3 відповідно, також впли-
вають на взаємодію етанолу з гліциновим 
рецептором, імовірно, формуючи інший сайт 
зв’язування [20]. 

Для ТМ2- та ТМ3-доменів гліциново
го рецептора характерна висока консерва
тивність. Амінокислотні послідовності 
α1- та α2-субодиниць відрізняються лише 
за двома позиціями: одним амінокислотним 
залишком у ТМ2 та одним у ТМ3. Однак ці 
дві відмінності є причиною того, що α1- та 
α2-субодиниці по-різному відповідають на 
дію декількох біоактивних речовин [14, 16, 
17, 21].

ТМ2-домен кожної субодиниці бере участь 
у формуванні іонного каналу рецептора [22]. 
Було показано, що амінокислотний зали-
шок, котрий знаходиться у позиції 254 та є 
відмінним для α1- та α2-субодиниць визначає 
основний стан провідності каналу. Заміна 
гліцину в α1 на аланін (характерний для α2) 
1  тут і далі амінокислотні залишки пронумеровано 
згідно з амінокислотною послідовністю α1-гліцинового 
рецептора.

спричинює появу нової провідності, що за-
звичай властива лише каналам, сформованим 
α2-субодиницями [23]. Аналогічна заміна 
призводить до нечутливості α1-рецепторів до 
блокатора цианотрифенілборату. [14]. 

Фітоканабіноїд Δ9-тетрагідроканабінол, 
що є головним психоактивним компонентом 
марихуани, здатен безпосередньо взаємо
діяти з гліциновими рецепторами, сприяючи 
підвищенню амплітуди струму, опосеред
кованого α1- та α3-субодиницями [16]. По-
тенціація α2-субодиниці була менш яскраво 
виражена. Xiong та співробітники у 2011 
р. показали, що важливу роль у субоди-
ничній вибірковості потенціюючої дії Δ9-
тетрагідроканабінолу відіграє ТМ3-домен, 
а зокрема серин 296 (α1) та серин 307 (α3), 
котрі на відміну від аланіну 303 (α2) здатні 
формувати гідроксильний зв’язок із ОН-гру-
пою тетрагідроканабінолу. Ймовірно, така 
взаємодія є головною причиною позитивної 
модуляції α1- та α3-гліцинових рецепторів 
під дією Δ9-тетрагідроканабінолу [16].

Yevenes and Zeilhofer [18] продемонс
трували, що лише комбінація трьох аміно
кислотних замін T59A/A261G/A303S у 
α2-гліциновому рецепторі надавала йому чут-
ливості до потенціюючої дії N-арахідоноїл-
гліцину. Одиничні мутації A261G, T59A, так 
само, як і подвійна мутація не були здатні 
змінити реакцію α2-рецепторів на аплікацію 
N-арахідоноїл-гліцину. Зважаючи на подіб
ність субодинично-вибіркового впливу гін
кголевої кислоти та N-арахідоноїл-гліцину 
на гліцинові рецептори та їх належність до 
класу органічних кислот нами було висунуто 
припущення щодо співпадіння сайтів їх 
взаємодії з гліциновим рецептором.   

Мутація T59A/A261G/A303S, яка пе-
редбачає заміну трьох амінокислот у α2-су-
бодиниці на відповідні амінокислоти з 
α1-субодиниці, наділяє α2-гліцинові рецеп-
тори здатністю потенціюватися під дією 
гінкголевої кислоти. Таким чином, нами 
було встановлено амінокислотні залишки, 
відповідальні за взаємодію α1-рецепторів 
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із гінкголевою кислотою, що збігаються із 
сайтом взаємодії рецептора із N-арахідоноїл-
гліцином. Питання про те, яким саме чином ці 
амінокислоти безпосередньо визначають чи 
впливають на місце взаємодії α1-субодиниці 
із модулювальними речовинами, вимагає 
подальших досліджень.  

Амінокислоти, на вивченні яких була 
сфокусована наша увага, відіграють важ
ливу роль у формуванні сайтів взаємодії 
гліцинового рецептора із модуляторами 
[14, 16 – 18, 21]. Вперше демонструючи 
амінокислотні залишки, що необхідні для 
позитивної модуляції α1-гліцинових рецеп
торів гінкголевою кислотою, ми підтвердили 
провідне значення амінокислот А52/G254/
S296 для потенціації гліцинових рецепторів. 
Встановлення принципів модуляції гліци
нових рецепторів та механізмів їх взаємодії 
з фармакологічноактивними речовинами 
є важливим для кращого розуміння функ
ціонування рецептора та необхідним для 
розробки ліків, які могли би застосовуватись 
як високо специфічна терапія гіперплексії.

Г.В. Малеева1,2, С. И. Булдакова1, Г. Г. Скибо2, 
П. Д. Брежестовский1

АМИНОКИСЛОТНЫЕ ОСТАТКИ 
ОТВЕТСТВЕННЫЕ ЗА ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
a1-ГЛИЦИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ С 
ГИНКГОЛЕВОЙ КИСЛОТОЙ

Ранее нами было показано, что гинкголевая кислота 
обладает способностью избирательно потенциировать 
токи, опосредованные α1-субъединицами глицинового 
рецептора. Следующим шагом стало проведение сравни-
тельного анализа аминокислотных последовательностей 
α1- и α2-субъединиц для определения аминокислотных 
остатков, которые могут быть ответственны за различия 
в действии гинкголевой кислоты на эти рецепторы. С 
использованием метода patch-clamp в конфигурации 
«целая клетка» нами было продемонстрировано, что 
мутация трех аминокислотных остатков T59/A261/
A303 в α2-субъединице, на соответствующие им из α1-
субъединицы, делает α2-рецепторы чувствительными 
к потенциирующему влиянию гинкголевой кислоты. 
Амплитуда токов, опосредованных α2-мутантными 
рецепторами, после аппликации гинкголевой кислоты 
увеличились на 89±14%. Так же, как и для α1-рецепторов, 
для α2-мутантных рецепторов было характерным сниже-

ние полуэффективной дозы для глицина под действием 
гинкголевой кислоты. Таким образом, субъединичная 
избирательность действия гинкголевой кислоты связана 
с тремя аминокислотными остатками, различными для  
α1- и α2-субъединиц глицинового рецептора.
Ключевые слова: глициновый рецептор; гинкголевая 
кислота; ионные токи; patch-clamp; точечные мутации.

G. Maleeva1,2, S. Buldakova1, G. Skibo2,  
P. Bregestovski1

AMINOACID RESIDUES INVOLVED IN 
POSITIVE MODULATION OF a1 GLYCINE 
RECEPTORS BY GINKGOLIC ACID

Previously, we have shown that ginkgolic acid has an ability 
to potentiate currents, mediated by α1 subunits of glycine 
receptor. In order to define the mechanism of subunit specific 
action of ginkgolic acid we have performed comparative 
analysis of the amino acid sequences of α1 and α2 subunits of 
glycine receptor. Amino acids that contribute to the different 
action of ginkgolic acid on glycine receptors formed by these 
subunits were determined. Using whole-cell configuration of 
patch-clamp recording, we have demonstrated that mutation 
of three residues in α2 subunit for corresponding ones from 
α1 subunit makes α2 receptors sensitive to the potentiation by 
ginkgolic acid. Сurrents, mediated by α2 mutant receptors, 
increased by 89±14% after application of ginkgolic acid. 
Similarly to α1 receptors α2 mutant receptors have shown 
a decrease in EC50 for glycine under the action of ginkgolic 
acid. Thus, subunit selectivity of the ginkgolic acid is in strong 
connection with three amino acid residues that are different in 
α1 and α2 subunits of glycine receptor.
Key words: glycine receptor; ginkgolic acid; ionic currents; 
patch-clamp; point mutations.
1Institute de Neurosciences des Systemes, INSERM UMR 
1106, Aix-Marseille Université,  France ;  
2Bogomoletz Institute of Physiology, NAS of Ukraine, Kyiv. 
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Калікс[4]арени як модулятори енергозалежної 
акумуляції Са2+ та функціонування  
електронно-транспортного ланцюга  
в мітохондріях гладенького м’яза
Г.В. Данилович1, Ю.В. Данилович1, Р.В. Родік2, В.І. Кальченко2, О.Ю. Чуніхін1 
1Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, Київ; 2Інститут органічної хімії НАН 
України, Київ; e-mail: danylovych@biochem.kiev.ua; vik@bpci.kiev.ua

Вивчено вплив супрамолекулярних макроциклічних сполук калікс[4]аренів (С-97, С-99, С-107) 
у концентрації 100 нмоль/л на процес енергозалежного транспорту Са2+ в ізольованих 
мітохондріях гладенького м’яза, а також аутофлуоресценцію мітохондріальних коензимів 
нікотинамідаденіндинуклертиду (НАДН) та флавінаденіндинуклеотиду (ФАД) і гідродинамічний 
діаметр цих органел. Із використанням Са2+-чутливого флуоресцентного барвника Fluo-4 AM 
показано, що вибрані калікс[4]арени пригнічують енергозалежну акумуляцію Са2+ мітохондріями. 
Накопичення Са2+ (80 мкмоль/л в середовищі) супроводжується зростанням флуоресцентної 
відповіді зонда до 1,57±0,04 відн. од. За дії калікс`[4]аренів С-97, С-99, С-107 флуоресцентний сигнал 
знижувався до значень 0,88±0,08, 0,92±0,08 та 0,78±0,04 відн. од. відповідно. Отже, вибрані калікс[4]
арени призводять до вивільнення попередньо акумульованого мітохондріями Са2+. За дії С-97 та 
С-99 флуоресцентний сигнал від НАДН знижується до -0,11±0,02 та -0,12±0,02 відн. од. відповідно 
щодо контрольного значення - -0,05±0,01 відн. од. Аналіз флуоресцентної відповіді НАДН та ФАД 
у суспензії ізольованих мітохондрій свідчить, що вплив досліджуваних сполук на функціональну 
активність електронно-транспортного ланцюга пов’язаний із початковим стимулюванням 
активності І комплексу та наступним пригніченням Са2+-залежних НАД-вмісних дегідрогеназ циклу 
Кребса. Разом з цим використання методу фотонної кореляційної спектроскопії для оцінки зміни 
об’єму мітохондрій (їхнього гідродинамічного діаметра) за дії вибраних калікс[4]аренів показало, що 
втручання в роботу електронно-транспортного ланцюга призводить до змін осмотичного балансу 
між матриксом мітохондрій і зовнішнім середовищем, наслідком чого є зростання об’єму ізольованих 
органел. Зокрема, за присутності С-97 гідродинамічний діаметр мітохондрій зростав на 22±6 %, 
а С-99 – на 34±8%. Отже, одержані результати свідчать про доцільність подальших досліджень 
впливу калікс[4]аренів на Са2+-гомеостаз та біоенергетику мітохондрій клітин гладеньких м’язів 
для пошуку ефективних модифікаторів їхньої функціональної активності.
Ключові слова: мітохондрії; електронно-транспортний ланцюг; транспорт Са2+; гладенькі м’язи.
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ВСТУП

Електрохімічний потенціал на внутрішній 
мітохондріальній мембрані є регулятором 
таких ключових структур як АТФ-синтаза та 
пора перехідної провідності, а його величина 
вказує на ефективність функціонування 
дихального ланцюга. Електричний потенціал 
мітохондрій регулює локалізовані в ній 
катіон-транспортувальні системи, зумовлю-

ючи важливу роль цих органел в підтриманні 
Са2+-гомеостазу клітин гладеньких м’язів [1-3]. 

Генерація потенціалу мітохондріальної 
мембрани забезпечується комплексами 
І – ІV дихального ланцюга, а первинними 
переносниками електронів при окиснюваль
ному фосфорилюванні є коензими нікоти
намідаденіндинуклеотид (НAДH) та фла
вінаденіндинуклеотид (ФAДH2). Їх окиснен
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ня у мітохондріальному електронно-транс
портному ланцюзі призводить до транслока
ції протонів через комплекси І, ІІІ та ІV 
внутрішньої мембрани з матриксу у міжмем-
бранний простір, а протонний градієнт разом 
з AДФ контролюють швидкість синтезу АТФ 
мітохондріями. Порушення дихання мітохон-
дрій відображається в змінах редокс-стану 
піридинового та флавінового нуклеотидів. 
Таким чином, співвідношення окисненої та 
відновленої форм НAДH та ФAДH2 є показ-
ником біоенергетики мітохондрій. НAДH та 
окислена форма ФAДH2 – ФAД володіють 
власною флуоресценцією, зміни якої можуть 
відображати редокс-стан внутрішньоміто
хондріальних аденінових нуклеотидів, а, 
отже, бути маркером функціональної актив-
ності мітохондрій [4,5].

Зростання концентрації  Са2+ в матриксі, 
передусім за рахунок стимуляції його тран-
спорту Са2+-уніпортером, що функціонує 
як електрофоретична система, супрово-
джується активацією мітохондріальних 
дегідрогеназ (піруватдегідрогеназний комп
лекс та НAД-вмісні дегідрогенази циклу 
Кребса, зокрема α-кетоглутаратдегідрогеназа 
та ізоцитратдегідрогеназа) [6]. Отже, змі
ни концентрацій Са2+ в мітохондріях за 
дії як ендогенних, так і екзогенних моди
фікаторів (в тому числі фармакологічних 
агентів), є суттєвим чинником впливу на 
функціонування електронно-транспортного 
ланцюга. Тому пошук речовин, які здатні 
змінювати концентрацію Са2+ в матриксі 
мітохондрій клітин гладеньких м’язів, що 
мають вирішальне значення у забезпеченні 
функціонування внутрішніх органів, і, від
повідно, інтенсивність роботи електронно-
транспортного ланцюга, є важливою про-
блемою сучасної молекулярної фізіології і 
біохімії.

У біохімічних і фізіологічних дослід
женнях останніх років значна увага приді
ляється супрамолекулярним макроциклічним 
сполукам – калікс[4]аренам, а саме їх здат
ності модулювати перебіг катіон-транс

портувальних процесів в субклітинних 
структурах [7]. У поле нашого зору увійшли 
калікс[4]арени – С-97, С-99, С-107, які мо
жуть впливати як на потенціал плазмалеми, 
у зв’язку з уабаїноподібним інгібуванням 
Na+,К+-АТФазної активності, так і на потен
ціал внутрішньої мембрани мітохондрій 
клітин гладенького м’яза матки (міометрія). 
Вибрані калікс[4]арени в концентраціях 
50-100 нмоль/л викликали деполяриза-
цію плазмалеми міоцитів та транзієнтну 
(5-10 хв) гіперполяризацію внутрішньої 
мітохондріальної мембрани [8].

Метою роботи було дослідження впли
ву калікс[4]аренів – С-97, С-99, С-107 на 
енергозалежну акумуляцію Са2+ та зміни 
аутофлуоресценції піридинового та фла
вінового аденіндинуклеотидів в ізольованих 
мітохондріях гладенького м’яза матки щурів.

МЕТОДИКА

Одержання фракції мітохондрій міометрія. 
Препарат ізольованих мітохондрій одержу
вали із міометрія невагітних щурів за допо
могою диференційного центрифугування [9]. 
Наркотизацію щурів викликали інгаляцією 
діетилового ефіру, після чого їх декапітували. 
Дотримувались усіх вимог щодо роботи з 
лабораторними тваринами (Міжнародна 
конвенція, Страсбург, 1986). Після вида-
лення матки і очищення її від жирової та 
сполучної тканини, препарат тримали у  
0,9 %-му розчині NaCl. Міометрій подріб
нювали ножицями на шматочки розміром 
приблизно 2х2 мм, які переносили у робочий 
розчин з температурою 4 оС наступного 
складу (ммоль/л):  10–HEPES (рН 7,4), 
250–цукроза, 1–ЕГТО. Тканину подры за 
допомогою гомогенізатору типу «Політрон» 
тричі по 20 с із охолодженням на льоду 
протягом 1 хв, співвідношення тканина : 
робочий розчин складала 1 : 9. Гомогенат 
центрифугували протягом 15 хв при 1 тис. 
g за 4 оС. Супернатант центрифугували 
протягом 15 хв при 12 тис. g за 4 оС. Осад 

Калікс[4]арени як модулятори енергозалежної акумуляції Са2+ та функціонування електронно-транспортного ланцюга



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 5 29

Г.В. Данилович, Ю.В. Данилович, Р.В. Родік, В.І. Кальченко, О.Ю. Чуніхін

ресуспендували у робочому розчині складу 
(ммоль/л): 10–HEPES (рН 7,4), 250 – цукроза. 
Знову центрифугували протягом 15 хв при 
12 тис. g за 4 оС. Впродовж експерименту 
одержану фракцію ізольованих мітохондрій 
зберігали на льоду. Визначали вміст білка у 
фракції мітохондрій за стандартним методом 
Bradford [10]. Середнє його значення було 2 
мг/мл, а в пробі – 50 мкг/мл. 

Процедура навантаження мітохондрій 
флуоресцентним зондом Fluo-4 AM. Наван
таження мітохондрій зондом Fluo-4 AM 
в концентрації 2 мкмоль/л проводили у 
середовищі, яке містило 10 ммоль/л  HEPES 
(рН 7,4, 37 оС), 250 ммоль/л  цукрози, 0,1 % 
бичачий сироватковий альбумін, протягом 
30 хв при 37 оС. Для покращення процесу 
навантаження змішували барвник із Pluronic 
F-127 (0,02 %) [11].

Дослідження вмісту іонізованого Са 
в мітохондріях із використанням методу 
протокової  цитофлуориметрії. Відносні 
значення вмісту Са2+ в матриксі мітохонд
рій, навантажених Fluo-4 AM, реєстрували 
за допомогою методу протокової цито
флуориметрії на протоковому цитометрі 
COULTER EPICS XLTM (Beckman Coulter, 
США) з аргоновим лазером (λзб. = 488 нм, 
λфл. = 520 нм, канал Fl1; програмне за
безпечення SYSTEM IITM Software; “Beck
man Coulter”, США). Використовували 
робочий протокол аналізу зразків, який 
був створений для характеристики фракції 
ізольованих мітохондрій міометрія. Події для 
аналізу обирали введенням логічного обме
ження за параметрами бічного та прямого 
світлорозсіювання (SS та FS) в протокол 
протокового цитофлуориметра. Аналіз проб 
припиняли за умови реєстрації 10000 подій в 
межах виділеної ділянки. Середовище, з яко
го здійснювалась енергозалежна акумуляція 
Са2+ мітохондріями, мало склад (об’єм 2 мл, 
ммоль/л): 20–HEPES (рН 7,4, 37 оС), 250–
цукроза, 2–калій-фосфатний буфер (рН 7,4, 
37 оС), 3–MgCl2, 3–АТФ, 5–сукцинат натрію, 
концентрація Са2+ становила 80 мкмоль/л. 

Енергозалежну акумуляцію Са2+ проводили 
протягом 5 хв. Величину флуоресцентної від
повіді наводили у відносних одиницях як F/
Fo, де Fo – початковий рівень флуоресценції, 
F – флуоресцентний сигнал після внесення 
діючих речовин.

Реєстрація флуоресценції НАДН та ФАД 
в мітохондріях із використанням методу 
спектрофлуориметрії. Реєстрацію віднос
них значень рівня власної флуоресценції 
НАДH (λзб. = 350 нм, λфл. = 450 нм) та ФАД 
(λзб. = 450 нм, λфл. = 533 нм) у фракції 
мітохондрій міометрія досліджували із 
використанням флуориметричного методу 
на спектрофлуориметрі Quanta Master 40 
РТІ (Канада) із програмним забезпечен-
ням FelixGX 4.1.0.3096. Дослідження про-
водили в середовищі наступного складу 
(об’єм 2 мл, ммоль/л): 20–Нереs (pH 7,4, 
37 0C), 2–К+-фосфатний буфер (pH 7,4, 37 0C), 
120–КСl, 5–піруват натрію, 5–сукцинат 
натрію, аліквота (100 мкл) мітохондрій 
фракції містила 100 мкг білка. Відносні 
одиниці флуоресценції від НАДH та ФАД 
розраховували як відношення (F-F0)/F0, де 
F0 – початковий флуоресцентний сигнал, 
F – флуоресцентний сигнал за відповідні 
проміжки часу. В експериментах щодо впли
ву ротенону, антиміцину враховували власну 
флуоресценцію цих речовин.

Визначення гідродинамічного діаметра 
мітохондрій. Значення гідродинамічного 
діаметра мітохондрій оцінювали за допомо
гою лазерного кореляційного спектрометра 
ZetaSizer-3 (Malvern Instruments, Велика 
Британія) з обчислювальним блоком-коре-
лятором марки Сomputing correlator type 
7032 та гелій-неоновим лазером ЛГН-111 із 
λ = 633 нм і потужністю 25 мВт. Реєстрацію 
автокореляційної функції розсіюваного від 
суспензії мітохондрій лазерного опромінення 
проводили протягом 1 хв, 10-разово, під кутом 
розсіювання 90°. Автокореляційну функцію 
обробляли за допомогою стандартної комп’ю
терної програми PCS-Size mode v 1.61. Склад 
середовища інкубацій (1 мл) відповідав опи-



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 530

саному вище для вивчення флуоресценції 
нуклеотидів. Аліквота мітохондріальної 
фракції була 50 мкл, що відповідало 50 мкг 
за білком.

Кожний експериментальний графік, 
котрий наведено в статті, являв собою 
типовий результат, що відтворювався 5 
разів. Статистичний аналіз отриманих ре
зультатів проводили з використанням пакету 
стандартних програм ІВМ РС, застосовуючи 
загальновідомі методи [12] і критерій t 
Стьюдента.

Синтезували каліксаренфосфонові кисло
ти С-97 (5-біс(дигідроксифосфорил)метил-
25,27-дипропоксикалікс[4]арен, С-99 (5,17- 
біс(дигідроксифосфонілметилол)-25,27-ди-
пропоксикалікс[4]арен, С-107 (5,17-ди(фос
фоно-2-піридилметил)аміно-11,23-ди-трет-бу-
тил-26,28-дигідрокси-5,27-дипропоксикалікс[4]
арен) у відділі хімії фосфоранів Інституту 
органічної хімії НАН України під керівництвом 
член-кор. НАН України Кальченка В.І.

Калікс[4]арени розчиняли в ДМСО. 
При проведенні експериментів контролем 
слугувало внесення аліквоти розчинника до 
середовища інкубації. 

В роботі були використані наступні реак-
тиви: HEPES, диметилсульфоксид (ДМСО), 
піруват натрію, сукцинат натрію, цукроза, 
АТФ,  виробництва фірми «Sigma» (США), 
Fluo-4 AM, Pluronic F-127 – «Invitrogen» 
(США), бичачий сироватковий альбумін, 
мінеральні солі вітчизняного виробництва. 

Розчини готували на бідистильованій воді, 
яка мала питому електропровідність не біль-
ше ніж 2,0 мкСм/см. Електропровідність води 
реєстрували за допомогою кондуктометра 
ОК-102/1 (Угорщина).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Основним механізмом, який забезпечує 
надходження Са2+ до матрикса мітохондрій, 
є функціонування низькоафінного Са2+-уні
портера, що забезпечує потенціалзалежний, 
високоємнісний, чутливий до рутенієвого 
червоного шлях акумуляції катіона, актив-
ність якого оптимальна за мікромолярних 
концентрацій позамітохондріального Са2+ 
[1-2, 13]. Вивільнення Са2+ з мітохондрій 
гладеньких м’язів відбувається значною 
мірою за участю Н+-Са2+-обмінника. Ця 
транспортна система в певних умовах здатна 
забезпечити як ΔрН-залежне вивільнення 
Са2+ з мітохондрій (аверсний режим), так 
і акумуляцію Са2+ з цитозолю за відносно 
низьких (субмікромолярних) концентрацій 
катіона (реверсний режим) [1-3, 14].

Структурні формули досліджуваних 
калікс[4]аренів представлені на рис. 1. В 
основі їх будови лежить макроциклічне 
поліфенольне кільце – так звана “калікс[4]
аренова чаша”, яка має замісники різної 
хімічної природи на верхньому вінці. Виб
рані калікс[4]арени відрізняються взаємо
розташуванням фосфонових залишків на 

Рис.1. Структурні формули досліджуваних калікс[4]аренів

Калікс[4]арени як модулятори енергозалежної акумуляції Са2+ та функціонування електронно-транспортного ланцюга



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 5 31

фенольних кільцях “калікс[4]аренової ча
ші”. У випадку С-107 до складу замісників 
входить також азотовмісний гетероцикл 
(залишок піридину). Слід зазначити, що суто 
“калікс[4]аренова чаша” та замісники окремо 
не впливають на катіон-транспортувальні 
системи та поляризацію субклітинних струк
тур міометрія [8]

Проведені дослідження виявили, що 
калікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 в концент
рації 100 нмоль/л мають тенденцію до 
зниження вмісту ендогенного іонізованого 
Са2+ в мітохондріях за умови 5-хвилинної 
передінкубації з ними фракції органел (рис. 
2, а). Втім, зазначені зміни не є статистично 
вірогідними. Також калікс[4]арени перешкод
жають наступній енергозалежній акумуляції 
катіону, а у випадку С-99 спостерігається 
тенденція до ще більшого зниження рівня 
іонізованого Са2+ в матриксі мітохондрій. 
Внесення калікс[4]аренів у середовище 
інкубації після енергозалежної акумуляції 
Са2+  мітохондріями призводить  до статис
тично значущого зниження його вмісту, 
навіть нижче від базального (див. рис. 2, б). 
Такі ефекти не залежали від хімічної струк
тури та взаєморозташування замісників у 
макроциклі. З нашої точки зору, гальмування 
енергозалежного транспорту Са в мітохондрії 
зумовлено адитивною дією: «каліксаренова 

чаша» і замісники. Причому у випадку 
впливу калікс[4]аренів на досліджувану 
транспортувальну систему хімічна природа 
замісників не має вирішального значення.

Наші попередні дослідження виявили, 
що калікс[4]арени С-97 та С-99 здатні 
стимулювати ΔрН-залежний вихід іонів Са 
з мітохондрій гладенького м’яза матки [15].

Отже, вибрані калікс[4]арени можуть 
пригнічувати енергозалежну акумуляцію 
Са2+ мітохондріями міометрія та знижува
ти концентрацію катіона, попередньо на
копиченого в енергозалежному процесі, сти
мулюючи Н+-Са2+-обмінник їхньої внутріш
ньої мембрани. Але ефект вибраних калікс[4]
аренів на Са2+-транспортувальні системи 
мітохондрій є меншим, ніж на катіон-транс
портувальні ензими плазматичної мембра
ни, зокрема Na+,К+-АТФазу [16]. Така дія 
досліджуваних сполук може призвести до 
зниження активності Са2+-залежних мітохонд
ріальних дегідрогеназ і відповідного галь
мування роботи електронно-транспортного 
ланцюга. Щоб перевірити це припущення 
необхідно вивчити вплив досліджуваних 
калікс[4]аренів на функціональну активність 
електронно-транспортного ланцюга, маркером 
активності якого, як зазначалось, виступає 
редокс-стан піридинового та флавінового 
нуклеотидів.

Рис.2. Вплив калікс[4]аренів на трансмембранний обмін Са2+ в мітохондріях міометрія. Вміст іонізованого Са2+ в матриксі:
а – за умови передінкубації суспензії мітохондрій з калікс[4]аренами (100 нмоль/л): 1 – С-97, 2 – С-99, 3 – С-107; про-
зорі стовпчики – передінкубація 5 хв з калікс[4]аренами, сірі стовпчики - додавання 80 мкмоль/л Са2+ в стандартному 
середовищі інкубації для енергозалежної акумуляції.
б – за умови попередньої енергозалежної акумуляції: 1 – додавання 80 мкмоль/л Са2+, 2 – С-97, 3 – С-99, 4 – С-107. 
За 1 прийнято рівень іонізованого Са2+ в мітохондріях (базальний) до внесення іонів Са та калікс[4]аренів. * Р<0,05 
відносно значень при додаванні 80 мкмоль/л Са2+
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Для того, щоб продемонструвати відпо
відність між роботою електронно-транс
портного ланцюга та окисно-відновним стату
сом аденінових нуклеотидів було проведено ряд 
попередніх досліджень. Вивчали залежність 
змін флуоресцентного сигналу НАДH та ФАД 
в нормі та за умова специфічного блокування  
І та ІІІ комплексів дихального ланцюга, а 
також при додаванні протонофору. 

Виявлено реципрокність змін флуорес
ценції НАДH та ФАД. За присутності в 
середовищі інкубації пірувату та сукцинату 
(5 ммоль/л) флуоресценція від НАДH зни-
жується, за рахунок функціонування І ком-
плексу дихального ланцюга, флуоресценція 
від ФАД зростає (відповідно вміст ФАДH2 
– знижується), що зумовлено роботою ІІ 
комплексу (сукцинатдегідрогенази) (рис. 3). 
Ці результати відповідають уявленням інших 
авторів щодо змін редокс-стану зазначених 
нуклеотидів за нормального функціонування 
електронно-транспортного ланцюга у при
сутності субстратів дихання [4].

Блокування І комплексу ротеноном (5 
мкмоль/л) або ІІІ комплексу антиміцином А 
(1 мкг/мл) [17] призводило до зростання рівня 
флуоресценції НАДH, та не відображалось на 
флуоресценції від ФАД. У разі дії антиміцину 

інтенсивність окиснення ФАД була меншою, 
ніж в контролі, тобто повного блокування 
активності ІІ комплексу не спостерігалось 
(графічні результати не наведено).

Протонофор СССР (10 мкмоль/л) ви-
кликав більш інтенсивне зниження флуо
ресценції від НАДН та ФАД, що вказує 
на посилення роботи І комплексу, але 
одночасно пригнічувалась активність ІІ 
комплексу (графічні дані не наведено). 
Відомо, що внаслідок руйнування градієнту 
Н+ відбувається роз’єднання  дихання та 
окисного фосфорилювання, наслідком чого 
є компенсаторне посилення функціональної 
активності окремих елементів дихального 
ланцюга мітохондрій [18]. 

Таким чином, одержані нами попередні 
результати свідчать про можливість дос
лідження функціональної активності елект
ронно-транспортного ланцюга ізольованих 
мітохондрій міометрія, використовуючи 
експериментальні дані щодо змін власної 
флуоресценції коензимів НАДH та ФАД.

Внесення калікс[4]аренів спричинювало 
більш інтенсивне зниження флуоресценції від 
НАДH ізольованих мітохондрій порівняно з 
ДМСО, який використовували як контроль 
(рис. 4, а, б), що може бути зумовлено 

Рис. 3. Зміни флуоресценції від ФАД (1) та НАДH (2) в ізольованих мітохондріях клітин міометрія. Результати типового 
експерименту

Калікс[4]арени як модулятори енергозалежної акумуляції Са2+ та функціонування електронно-транспортного ланцюга
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стимулюванням І комплексу. Як зазначалося 
вище, калікс[4]арени зумовлюють транзієнт
не зростання потенціалу внутрішньої міто
хондріальної мембрани, яке триває близько 
5 хв [8]. Вихід іонів Са з матриксу, спричи-
нений досліджуваними сполуками, з часом 
може призвести до зниження активності 
ензимів циклу трикарбонових кислот з 
відповідним гальмуванням електронно-
транспортного ланцюга та зменшенням 
поляризації мітохондріальної мембрани, 
що і пояснює лише короткотривалий їхній 
гіперполяризуючий ефект. Поряд з цим спо-
стерігається відсутність змін флуоресценції 
від ФАД відносно ДМСО (рис. 4, в).

Важливою морфологічною ознакою дії 
речовин-модифікаторів функціонування ди
хального ланцюга та трансмембранного об
міну катіонів в мітохондріях є зміна обֹ’єму 
органел. Прецизійною методикою вивчення 
їхнього набухання є фотонна кореляційна 

спектрометрія, яка дає змогу оцінити зміни 
гідродинамічного діаметра субклітинних 
структур [19].

Середнє значення гідродинамічного 
діаметра мітохондрій становило 547±49 
нм, а за наявності аламетицину (7,5 мкг/
мл) збільшилося до 800±39 нм. Аламетицин 
використовується як потенційно найменш 
агресивний чинник пермеабілізації внутріш
ньої мітохондріальної мембрани [20]. Зміни 
гідродинамічного діаметра за дії аламетици
ну ми застосували як контроль – 100% набу-
хання. Калікс[4]арени викликали збільшення 
цього показника в середньому на 22±6% (С-
97) та 34±8% (С-99) щодо контролю (рис. 5). 

Калікс[4]арени здатні в дослідах in vitro 
впливати на Са2+-транспортувальні процеси 
в мітохондріях гладенького м’яза та змі-
нювати їхню енергетику. Результати наших 
досліджень вказують на те, що дія калікс[4]
аренів на Са2+ -транспортувальні системи 

Рис. 4. Зміни флуоресценції від НАДH (а, б) та ФАД (в) за впливу калікс[4]аренів. 1 – внесення ДМСО, 2 – 100 нмоль/л 
С-97, 3 – 100 нмоль/л С-99. Дані типового експерименту (а, в; стрілочкою вказано момент додавання ефекторів) та статис-
тична обробка експериментальних результатів для НАДH (б): 1 – зміни флуоресценції від НАДH у контролі, 2 – внесення 
ДМСО, 3 – 100 нмоль/л С-97, 4 – 100 нмоль/л С-99.* Р≤0,05відносно значень флуоресценції НАДН за наявності ДМСО. 
Для розрахунків середніх показників використовували величини флуоресцентного сигналу на 10-й хвилині інкубації 
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мітохондрій спрямована на зниження концен-
трації Са2+ у матриксі, а аналіз флуоресцентної 
відповіді НАДH та ФАД свідчить, що вплив 
калікс[4]аренів на функціональну активність 
електронно-транспортного ланцюга, переду
сім, пов’язаний із стимулюванням активності Іго 
комплексу з послідуючим пригніченням Са2+-
залежних НАД-вмісних дегідрогеназ циклу 
Кребса. Зміни у функціонуванні електронно-
транспортного ланцюга, викликані калікс[4]
аренами, призводять до змін осмотичного 
балансу між матриксом мітохондрій та зов
нішнім середовищем.

Автори висловлюють щиру вдячність 
академіку НАН України, професору С.О. Кос
теріну за цінні рекомендації під час обговорен-
ня експериментальних результатів і в процесі 
написання рукопису.

А.В. Данилович1, Ю.В. Данилович1, Р.В. Родик2, 
В.И. Кальченко2, А.Ю. Чунихин1

КАЛИКС[4]АРЕНЫ КАК МОДУЛЯТОРЫ 
ЭНЕРГОЗАВИСИМОЙ АККУМУЛЯЦИИ СА2+ 
И ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ЭЛЕКТРОННО-
ТРАНСПОРТНОЙ ЦЕПИ В МИТОХОНДРИЯХ 
ГЛАДКИХ МЫШЦ

Изучено влияние супрамолекулярных макроциклических 
соединений каликс[4]аренов (С-97, С-99, С-107) в 

концентрации 100 нмоль/л на процесс энергозависимого 
транспорта Са2+ в изолированных митохондриях гладких 
мышц, а также аутофлуоресценцию митохондриальных 
коэнзимов никотинамидадениндинуклеотида (НАДН) и 
флавинадениндинуклеотида (ФАД) и гидродинамический 
диаметр этих органелл. С использованием Са2+-чувст
вительного флуоресцентного красителя Fluo-4 AM 
показано, что выбранные каликс[4]арены подавляют 
энергозависимую аккумуляцию Са2+ митохондриями. 
Накопление Са2+ (80 мкмоль/л в среде) сопровождает-
ся ростом флуоресцентного ответа зонда от условной 
единицы до величины 1,57±0,04 отн. ед. флуоресценции. 
При действии каликс[4]аренов С-97, С-99, С-107 
флуоресцентный сигнал снижался до значений 0,88±0,08, 
0,92±0,08 и 0,78±0,04 отн. ед. соответственно. Итак, 
выбранные каликс[4]арены приводят к высвобождению 
предварительно аккумулированного митохондриями 
Са2+. Под действием С-97 и С-99 флуоресцентный 
сигнал от НАДН снижается до -0,11±0,02 и -0,12±0,02 
отн. ед. соответственно по отношению к контрольному 
значению – -0,05±0,01 отн. ед. Анализ флуоресцентного 
ответа НАДН и ФАД в суспензии изолированных 
митохондрий свидетельствует, что влияние исследуемых 
соединений на функциональную активность электронно-
транспортной цепи связано с начальным стимулированием 
активности І-го комплекса и последующим угнетением 
Са2+ зависимых НАД-содержащих дегидрогеназ цикла 
Кребса. Наряду с этим использование метода фотонной 
корреляционной спектроскопии для оценки изменения 
объема митохондрий (их гидродинамического диаметра) 
под действием выбранных каликс[4]аренов показало, что 
вмешательство в работу электронно-транспортной цепи 
приводит к изменениям осмотического баланса между 
матриксом митохондрий и внешней средой, следствием 
чего является рост объема изолированных органелл. 
В частности, в присутствии С-97 гидродинамический 
диаметр митохондрий увеличился на 22±6 %, а С-99 - на 
34±8 %. Итак, полученные результаты свидетельствуют 
о целесообразности дальнейших исследований влияния 
каликс[4]аренов на Са2+-гомеостаз и биоэнергетику ми-
тохондрий клеток гладких мышц с целью поиска эффек-
тивных модификаторов их функциональной активности.
Ключевые слова: митохондрии; электронно-транспортная 
цепь; транспорт Са2+; гладкие мышцы.

Н.V. Danylovych1, Yu.V. Danylovych1, R.V. Rodik2, 
V.I. Kalchenko2, A.Ju. Chunikhin1

CALIX[4]ARENES AS MODULATORS 
OF ENERGY-DEPENDENT CА2+-
ACCUMULATION AND FUNCTIONING OF 
THE ELECTRON TRANSPORT CHAIN IN 
SMOOTH MUSCLE MITOCHONDRIA 

The influence of supramolecular macrocyclic compounds 
сalix[4]arenes (C-97, C-99, C-107) at a concentration of 

Рис. 5. Зміни гідродинамічного діаметра мітохондрій за 
дії калікс[4]аренів. 1 – контрольне (100 %) набухання 
в присутності аламетицину (7,5 мкг/мл), 2 – ДМСО, 
3 – 100 нмоль/л С-97, 4 – 100 нмоль/л С-99. * Р≤0,1,** 
Р<0,05відносно змін гідродинамічного діаметра за 
наявності ДМСО
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100 nM in the process of energy-dependent Ca2+-transport 
in isolated mitochondria of smooth muscle, as well as 
autofluorescence mitochondrial coenzyme NADH, FAD and 
hydrodynamic diameter of these organelles was investigated. 
Using Ca2+-sensitive fluorescent dye Fluo-4 AM it was shown 
that the selected calix[4]arenes can suppress energy-dependent 
accumulation of Ca2+ by mitochondria. Accumulation of 
Ca2+ (80 µM in the medium) accompanied by the growth of 
the fluorescent probe response from a conventional unit to a 
value of 1,57±0,04 (n=5). Calix[4]arenes C-97, C-99, C-107 
falls fluorescent signal below the 0,88±0,08, 0,92±0,08 and 
0,78±0,04 respectively. Thus, the selected calix[4]arenas lead 
to release of previously accumulated Ca2+ from mitochondria. 
Under the influence of C-97 and C-99 fluorescent signal from 
NADH reduced to -0,11±0,02 and -0,12±0,02, respectively, 
in relation to the reference value - -0,05±0,01 (n=5). Analysis 
of fluorescence response NADH and FAD in a suspension 
of isolated mitochondria suggests that the effects of test 
compounds on the functional activity of the electron transport 
chain is associated with the initial stimulation of its I-th 
complex and subsequent inhibition of Ca2+-dependent NAD-
containing Krebs cycle dehydrogenases. Along with this, the 
use of photon correlation spectroscopy to assess changes in 
the volume of mitochondria (their hydrodynamic diameter) 
under the action of selected calix[4]arenes has shown that 
interference with the electron transport chain leads to changes 
in the osmotic balance between the matrix of the mitochondria 
and the external environment. The result is the growth of 
isolated organelles volume. In particular, the hydrodynamic 
diameter of mitochondria increased by 22±6 % and 34±8 % 
(n=5) in presence of C-97 or C-99. The conclusion was done 
about the advisability of further studies of the calyx[4]arenes 
effect on smooth muscle Ca2+-homeostase and mitochondrial 
bioenergetics in order to find effective modifiers of their func-
tional activity.
Keywords: mitochondria; electron transport chain; Ca2+-
transport; smooth muscle.
1Palladin Institute of Biochemistry, National Academy of 
Sciences of Ukraine, Kyiv; 2Institute of Organic Chemistry, 
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv; e-mail: 
danylovych@biochem.kiev.ua; vik@bpci.kiev.ua
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Role of matrix metalloproteinase 9  
and its tissue inhibitor 1 in development and prognosis  
of diabetic retinopathy
S.V. Ziablitsev1, A.V. Korobova2, O.V. Petrenko3, V.N. Serduk4, S.U. Mogilevsky3
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The article presents the results of investigation of violations in the proteolysis system in patients with type 2 
diabetes and diabetic retinopathy (DR). We studied the levels of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and 
tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1) in the blood and in the intraocular fluid of patients 
with type 2 diabetes depending upon the stage of DR. We have established that the level of MMP-9 and 
TIMP-1 in the blood and in the intraocular fluid increased in patients with type 2 diabetes without signs 
of DR and with any stage of DR compared to the levels of these parameters in patients without diabetes. 
Increasing the levels of MMP-9 and TIMP-1 took place with increasing of DR severity and reached its 
maximum levels at the proliferative stage of DR. It was found that the levels of MMP-9 in the intraocular 
fluid and type 2 diabetes duration affected the probability of developing diabetic macular edema. At the level 
of MMP-9 ≥ 105 ng/ml and 2 diabetes duration ≥ 10 years, the probability of developing macular edema 
was 100%. As a result of the construction of predictive models it was found that the level of MMP-9 in the 
intraocular fluid, stage of DR at the beginning of observation and type 2 diabetes duration had influence 
on the probability of the development of proliferative DR over 4 years of follow-up. If the level of MMP-9 
≥ 100 ng/ml, type 2 diabetes duration ≥ 10 years and absence of DR at the beginning of observation were 
observed the probability of developing proliferative DR would compose 85.9%.
Key words: proteolysis system; metalloproteinase-9; tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1; 
intraocular fluid; diabetic retinopathy.
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INTRODUCTION

In recent years the proteolysis system which 
includes matrix metalloproteinases (MMPs) and 
tissue inhibitors of matrix metalloproteinases 
(TIMP) is in increasing interest when studying 
chronic inflammatory processes, cardiovascu-
lar, autoimmune and neoplastic diseases [1, 2]. 
MMPs are a family of secreted or membrane-
type, zinc- or calcium-dependent proteolytic 
enzymes which are essential in embryogenesis, 
morphogenesis and tissue remodeling [2-4]. 
Increasing evidences suggest an important role 
of MMP-9 in pathogenesis of myocardial infarc-
tion, rheumatoid arthritis, cancer, obstructive 
lung diseases, multiple sclerosis, hepatitis and 

liver cirrhosis, as well as in development of 
such complication of diabetes mellitus (DM) as 
diabetic retinopathy (DR) [5-9].

MMP-9 is a zinc-containing MMP with 
gelatinase activity and its substrates include 
collagens IV, V, VII, X, XIV, fibrin, gelatin, 
fibronectin, elastin, vitronectin, proteoglycan-
binding protein, entactin, osteonectin, chondroi-
tin sulfate. Retinal extracellular matrix has an 
ordered structure and vascular basement mem-
brane comprises collagen IV, fibronectin, lam-
inin vitronektin [7, 10]. There are several types 
of cells including endotheliocytes, basophils, 
neutrophils, smooth muscle cells and activated 
macrophages which secrete MMP-9 under the 
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influence of proinflammatory cytokines and 
other factors [11].

DR is a major cause of blindness among 
working-age people suffering from DM [12, 
13]. According to Health Ministry of Ukraine 
data the prevalence of DM in our country is 
2.5%. However according to International 
Diabetes Federation data it was 2009 when the 
prevalence of DM in Ukraine has already been 
9.6% with 92% of patients with DM type 2 [14, 
15]. Worldwide, the number of people with DR 
will increase from 126.6 million in 2010 to 191 
million by 2030 [12]. DR leads to a decrease in 
visual function in 30-90% of diabetic patients 
[13, 16]. Although DR has traditionally been 
considered a late complication of diabetes, it 
can justifiably be regarded as a typical patho-
logical change in retinal vascular bed [17]. In 
recent years an efficiency of metabolic control 
and blood pressure control in protection of DR 
progression has been proven. However in our 
country only 13.1% of patients achieved target 
levels of glycosylated hemoglobin (HbA1c) 
< 7% in 2014 [18]. The earliest preclinical signs 
of DR include selective apoptosis of pericytes, 
Müller cells, glial cells and endotheliocytes, as 
well as an increase in mitochondrial damage. 
However, the precise pathophysiological mecha-
nism of retinal vascular bed cells death in the 
DR is still unclear [8, 10, 11, 19]. The greatest 
threats for blindness development in patients 
with DM type 2 are diabetic macular edema 
(DME) and proliferative diabetic retinopathy 
(PDR) [16, 17, 20].

Based on the above reasons, the goal of our 
study was to investigate the role of disturbances 
in the proteolysis system (MMP-9 and TIMP-1) 
in the development and progression of DR.

METHODS

MMP-9 and TIMP-1 levels were determined 
in the blood and intraocular fluid (IOF) of 154 
patients (163 eyes), of which 112 patients (121 
eyes) had DM type 2 (the study group) and 
42 patients (42 eyes) were not diabetic (the 

control group). All patients were subjected to 
surgery for age-related cataract by means of 
phacoemulsification with further intraocular 
lens implantation. The patients’ mean age 
was 67.55±0.83 years in the study group and 
67.09±1.49 years in the control group (P=0.84). 
There were 62.5 % female and 37.5% male 
patients in the study group and 59.5% female 
and 40.5% male patients in the control group, 
respectively (P=0.73). DM type 2 mean dura
tion in the study group was 6.07±0.31 years 
(minimal – 0.5 year; maximal – 18 years). 
Patients receiving statins and fibrates and those 
who had renal failure, pancreatitis, neoplastic 
diseases, obstructive respiratory diseases, prior 
myocardial infarction, glaucoma, age-related 
macular degeneration, intravitreal injections 
of medications and laser coagulation of the 
retina in history were excluded. The study 
group patients with HbA1c > 8.0% were also 
excluded. Written informed consent on blood 
and IOF sampling for determining of MMP-9 
and TIMP-1 levels and the use of research results 
for scientific purposes was obtained from each 
patient. MMP-9 and TIMP-1 levels in patients’ 
blood and IOF were determined on the ELISA 
analyzer «PR2100 Sanofi diagnostic Pasteur» 
(France) by means of kits for ELISA “matrix 
metalloproteinase-9” and “tissue inhibitor 
of matrix metalloproteinase-1” produced by 
Bender Medsystems (Austria) according to the 
instructions of the manufacturer. Follow-up in 
the study group was 4 years with ophthalmologic 
examination of patients each 6 months. The 
degree of DR severity in patients with DM type 
2 was determined after cataract surgery using 
a DR severity scale of the American Academy 
of Ophthalmology [21]. Ophthalmologic exa
mination included visometry, refractometry, 
pneumotonometry, biomicroscopy, contact 
retinal biomicroscopy with Goldmann lens. 
Optical coherence tomography on the tomog
raph Stratus OCT, Carl Zeiss (Germany), color 
photography of ocular fundus on Visucam Zeiss 
apparatus; fluorescent retinal angiography 
if indicated, were also carried out. The final 
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assessment of the retina state in the study group 
was performed at the beginning of follow-up 
after surgery, as well as at the end of the 1-st 
and 4-th year of observation.

For statistical analysis Statistica 7.0 (StatSoft 
Inc., 2004) were used. Quantitative variables 
were expressed as M±m where M – mean value, 
m – standard deviation, median Me – median. 
Cause-effect relationships and the role of 
prognostic risk factors in DME development 
in patients with DM type 2 during 1-st year of 
follow-up were investigated. A mathematical 
model for predicting DME development was 
based on the results of observations of 121 
eyes in the study group. A mathematical model 
to predict PRD development was based on 
the results of observations of 112 eyes in the 
study group (as patients with signs of PRD at 
the beginning of observations were excluded). 
Prognostic risk factors include MMP-9 levels 
in IOF, sex, age, DM duration and a degree of 
DR at the beginning of observations (it was 
estimated by scale from 0 to 3, where 0 – no 
DR 1 – initial nonproliferative DR (NPDR), 2 
– moderate NPDR, 3 – severe NPDR).

A probability of the event (DME or PRD 
development) ranging from 0 to 1 was predicted 
using binary logistic regression. There was no 
probability of the event if P=0-0.5 (i.e. less 
than 50%). Otherwise there was more than 50% 
probability the event to occur if P>0.5.

RESULTS AND DISCUSSION

It was established that after cataract surgery 
in the study group there were 51.2% cases (62 
eyes) with no DR, 16.5% cases (20 eyes) of 

initial NPDR, 18.2% cases (22 eyes) of moderate 
NPDR, 6.6% cases (8 eyes) of severe NPDR and 
7.5% cases (9 eyes) of PDR.

Mean blood MMP-9 and TIMP-1 levels 
in patients of the study group were increased 
compared to those in the control group (table 1).

Blood MMP-9 levels in patients with DM 
type 2 having different stages of DR ranged from 
55.89 ng/ml to 124.65 ng/ml, while in nondiabetic 
patients a minimal blood level of MMP-9 was 
30.89 ng/ml, and maximal – 80.00 ng/ml.

Minimal blood TIMP-1 level in patients of 
the study group was 239.34 ng/ml, and maximal 
– 496.50 ng/ml, while in the control group 
minimal blood TIMP-1 level was 127.58 ng/
ml, and maximal – 433.90 ng/ml, respectively.

Our data on an increase in blood MMP-9 
and TIMP-1 levels in patients with DM type 
2 are consistent with the results obtained by 
foreign researchers [9, 22]. However in Tayebjee 
M.H. et al. study there was not a statistically 
significant difference in MMP-9 levels between 
patients with DM type 2 and the control group 
[22]. This perhaps could be explained by the 
presents in the aforementioned study of patients 
with concomitant somatic pathology which may 
affect MMP-9 levels. According to Derosa G. 
et al. study plasma levels of MMP-9, TIMP-1 
and TIMP-2 are increased in diabetic patients 
compared to nondiabetic individuals, that could 
reflect pathological changes in extracellular 
matrix remodeling at this disease [9]. In our 
opinion, an increase in blood MMP-9 and TIMP-
1 levels in patients with DM type 2 suggests 
that in patients with DM type 2 and DR there 
is a systemic involvement of body vessels in 
chronic immune inflammation and accelerated 

Table 1. Blood MMP-9 and TIMP-1 levels in patients of the study and control groups (M±m; Me; min; max)

Indexes
The study group

(n=112)
The control group

(n=42)
Statistical  

significance. P
MMP-9 ng/ml Me; 
min; max

79.37±1.45
77.12; 55.89; 124.65

51.28±1.7
50.0; 30.89; 80.00

P<0.001

TIMP-1 ng/ml
Me; min; max

339.87±5.56
326.06; 239.34; 496.50

218.44±11.81
189.86; 127.58; 433.90

P<0.001
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atherosclerosis as DM type 2 is an equivalent 
of coronary heart disease [23]. Furthermore, 
MMP-9 is considered as a marker of systemic 
inflammation and as a marker of atheromatous 
plaque destabilization [23].

It was found that blood MMP-9 levels in 
patients with DM type 2 increased in accordance 
with the severity of retinal lesions (table 2). 

In the study group, even in the absence of 
DR, blood MMP-9 levels exceeded those in 
the control group (P<0.001). The highest blood 
MMP-9 levels were revealed in patients with 
PDR – 103.34±6.14 ng/ml. Blood TIMP-1 levels 
in patients of the study group in the absence of 
DR and at any stage of DR were higher than 
those in the control group (P<0.05). The highest 
blood TIMP-1 levels were revealed in patients 
with PDR – 436.06±23.49 ng/ml.

In Beránek M. et al. study (2010) elevated 
blood MMP-9 levels were indentified in patients 
with DM and PDR as well as in patients with 
DM type 2  and not PDR compared to the 
control group [24]. In general, our results were 
consistent with the data of that study. 

In our study it was found that mean MMP-
9 and TIMP-1 levels in IOF are increased in 
patients with DM type 2 compared to those in 
patients of the control group (P<0.001) (table 3).

Table 4 shows MMP-9 and TIMP-1 levels 
in IOF of patients with DM type 2 according 

to the stage of DR, as well as a comparison 
of these variables between groups of patients 
without DR, with initial, moderate and severe 
NPDR and PDR and with the control group. It 
was found that MMP-9 and TIMP-1 levels in 
IOF of patients of the study group are increased 
at any stage of DR and in those having no DR 
as compared to patients of the control group 
(P<0.05). The levels of MMP-9 and TIMP-1 
increased in accordance with the severity of 
DR and peaked at the proliferative stage of the 
disease – 117.78±6.35 ng/ml and 512.13±19.26 
ng/ml, respectively (table 4).

Abu El-Asrar A.M. et al. (2013) by means 
of Western blot and zymography analysis 
demonstrated significant increases in the 
expression levels of MMP-1, MMP-7, MMP-9 
and vascular endothelial growth factor (VEGF) 
in vitreous samples from 32 PDR patients 
compared to nondiabetic controls [25]. In that 
study it was also shown an increase in the 
expression of MMP-9 by vascular endothelial 
cells and stromal cells in fibrovascular epiretinal 
membranes in PDR. In epiretinal membranes of 
patients with PDR cytoplasmic immunoreactivity 
for MMP-9 was present in vascular endothelial 
cells, monocytes, macrophages and neutrophils. 
These findings suggested that intraocular cellular 
production is the relevant source of MMP-9 and 
VEGF and that systemic inflow mechanism is 

Table 2. Blood MMP-9 and TIMP-1 levels in patients of the study group depending on DR stage (M±m)

DR stage MMP-9 (ng/ml) TIMP-1 (ng/ml)

An absence of DR (n=54) 70.59±1.15 * 310.65±5.39 *

Initial NPDR (n=19) 77.61±1.31 * # 330.25±6.81 * #

Moderate NPDR (n=22) 84.55±2.0 * # 349.88±7.23 * #

Severe NPDR (n=8) 97.46±8.02 * # 408.59±25.02 * #

PDR (n=9) 103.34±6.14 * # 436.06±23.49 *

* difference in comparison with the control group is statistically significant, P<0.05;
# difference in comparison of similar indexes levels between the different stages of DR (between an absence 
DR and initial NPDR; between initial NPDR and moderate NPDR; between moderate NPDR and severe 
NPDR; between severe NPDR and PDR), P<0.05.

Role of matrix metalloproteinase 9
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rather improbable. The authors concluded that 
it was MMP-1 and MMP-9 contributed to the 
retinal neoangiogenesis and fibrosis resulting 
in PDR development.

Our findings of increased levels of MMP-9 
in IOF in initial stages of NPDR and in PDA 
are consistent with the views of foreign authors 
on the dual role of MMP-9 in DR development: 
in early stages of the disease MMP-9 promotes 
retinal capillary cell death and increased 
permeability of the inner blood-retinal barrier, 
and later, in the proliferative stage, it is involved 
in processes of retinal neovascularization [19].

TIMP-1 levels were significantly increased in 
the vitreous of diabetic patients with the highest 
levels in PDR patients.  In that study a strong 
correlation between TIMP-1 expression and 
proMMP-9 in vitreous of patients with PDR was 
also found. Demonstrated that human diabetic 
neovascular membranes contain high levels of 
type IV collagenases which include MMP-9 and 

MMP-2, while active forms of these enzymes are 
not found in the normal human retina.

According to the results of calculations the 
final prognostic model for DME development 
within 1st year of follow-up in patients with DM 
type 2 includes two features: levels of MMP-9 
in IOF and DM type 2 duration. In general form 
the equation for the binary logistic regression 
is as follows:

where X1 - MMP-9 levels in IOF (ng/ml), X2 - 
DM type 2 duration (years).

It was found that at MMP-9 levels ≥ 105 ng/
ml and DM type 2 duration ≥ 10 years  the prob-
ability for DME development within 1-st year 
follow-up is 100% (P=1). At MMP-9 levels = 
90 ng/ml and DM type 2 duration = 5 years the 
probability for DME development within 1-st 
year follow-up is still high 81% (P=0.81).

Table 3. MMP-9 and TIMP-1 levels in IOF from patients of the study and control groups (M±m; Me; min; max)

Indexes The study group (n=121) The control group (n=42)
Statistical  

significance P
MMP-9 ng /ml Me; 
min; max

85.97±1.57
82.1; 55.35; 146.52

46.92±2.35
43.15; 22.45; 87.05

P<0.001

TIMP-1 ng /ml
Me; min; max

397.63±7.33
366.05; 256.18; 680.87

231.36±16.44
191.29; 132.55; 650.76

P<0.001

Table 4. MMP-9 and TIMP-1 levels in IOF from patients of the study group depending on DR stage (M±m)

DR stage MMP-9 (ng/ml) TIMP-1 (ng/ml)

An absence of DR (n=62) 76.32±1.51 * 362.86±8.45 *

Initial NPDR  (n=20) 81.54±1.61 * # 391.38±14.74 * #

Moderate NPDR (n=22) 96.67±1.8 * # 433.57±16.12 * #

Severe NPDR (n=8) 109.376±4.39 * # 464.90±22.36 * #

PDR (n=9) 117.78±6.35 * # 512.13±19.26 *

* difference in comparison with the control group is statistically significant, P<0.05;
# difference in comparison of similar indexes levels between the different stages of DR (between an absence 
DR and initial NPDR; between initial NPDR and moderate NPDR; between moderate NPDR and severe 
NPDR; between severe NPDR and PDR), P<0.05.

S.V. Ziablitsev, A.V. Korobova, O.V. Petrenko, V.N. Serduk, S.U. Mogilevsky
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In our study DME developed within 1-st 
year of follow-up in 28 eyes (23.14% of cases) 
of which 8 eyes did not have signs of DR at the 
beginning of observation, 2 eyes had signs of ini-
tial NPDR, 14 eyes – moderate NPDR and 4 eyes 
– PRD. The presence of DME was confirmed by 
examination data, optical coherence tomography 
and FAG of the retina. These patients required 
laser treatment and/or intravitreal VEGF inhibi-
tors. Of 28 eyes with DME in 26 eyes (92.7%) 
MMP-9 levels in IOF were above 90 ng/ml.

Within 4-year follow-up PDR developed 
in 19.64% of cases (22 of 112 eyes in patients 
of the study group) and it was accompanied 
by occurrence of a large number of hard and 
cotton-like exudates, an increase in number 
of microhemorrhages and occurrence of large 
intraretinal and preretinal hemorrhages, optic 
disc neovascularization and retinal neovascu-
larization. PDR development was confirmed by 
examination data and FAG of the retina. These 
patients required laser treatment, vitreoretinal 
surgery and intravitreal VEGF inhibitors. The 
mean MMP-9 level in IOF in these patients was 
102.37±2.72 ng/ml, TIMP-1 – 495.67±21,85 ng/
ml, DM type 2 duration – 9.41±0.08 years.

Within 4-year follow-up DR occurred and 
progressed in 45 eyes (37.19% of cases): in 28 
eyes DME has developed, in 22 eyes PDR has 
developed and in 8 eyes without DR signs of 
moderate NPDR have developed.

According to the results of calculations the 
final prognostic model for PDR development 
within 4-year follow-up in patients with DM 
type 2 includes three features: a stage of DR at 
the beginning of observation, levels of MMP-9 
in IOF and DM type 2 duration. The equation 
for the binary logistic regression is as follows:

where X1 – MMP-9 levels in IOF (ng/ml), X2 – 
DM type 2 duration (years), X3 – a stage of DR 
at the beginning of observation.

It was found that at MMP-9 level ≥ 105 ng/
ml and DM type 2 duration ≥ 10 years and an 

absence of DR at the beginning of observation 
the probability for PDR development within 
4-year follow-up is high and accounts 85.9 % 
(P=0.859).

Thus, MMP-9 levels in IOF of patients with 
DM type 2, the initial degree of DR severity as 
well as DM type 2 duration were statistically sig-
nificant risk factors for DR progression within 
4 years of follow-up.

CONCLUSIONS

Alterations in the proteolysis system in patients 
with DR and DM type 2 were revealed. They 
included an increase in MMP-9 and TIMP-1 
levels in blood and IOF in patients with DM and 
the absence of signs of DR and in patients with 
DM and DR of any stage  compared to those 
in nondiabetic patients (P<0.05). MMP-9 and 
TIMP-1 levels increased in accordance to an 
increase in DR severity: MMP-9, TIMP-1 levels 
reached a maximum in PDR (103.34±6.14 ng/
ml and 436.06±23.49  ng/ml in blood and 
117.78±6.35 ng/ml and 512.13±19.26 ng/ml in 
IOF, respectively).

By means of prognostic model constructing it 
was established that MMP-9 levels in IOF and 
DM type 2 duration have an effect on the prob-
ability for DME development. At MMP-9 levels 
≥ 105 ng/ml and DM type 2 duration ≥ 10 years 
the probability for DME development within 
1-year follow-up is 100%. At MMP-9 levels 
90 ng/ml and DM type 2 duration 5 years the 
probability for DME development within 1-year 
follow-up is 81%.

By means of prognostic model constructing it 
was established that MMP-9 levels in IOF, a stage 
of DR at the beginning of observation and DM 
type 2 duration have an effect on the probability 
for PDR development in patients with DM type 
2 within 4-year follow-up. At MMP-9 levels ≥ 
105 ng/ml, DM type 2 duration ≥ 10 years and 
an absence of DR at the beginning of observa-
tion the probability for PDR development within 
4-year follow-up is high and accounts 85.9% 
(P=0.859).

Role of matrix metalloproteinase 9
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С.В. Зябліцев1, О.В. Коробова2, О.В. Петренко3, 
В.М. Сердюк4, С.Ю. Могилевський3

РОЛЬ МАТРИКСНОЇ МЕТАЛОПРОТЕЇНАЗИ 
9 ТА ЇЇ ТКАНИННОГО ІНГІБІТОРА 1 В РОЗ-
ВИТКУ І ПРОГНОЗУВАННІ ДІАБЕТИЧНОЇ 
РЕТИНОПАТІЇ

У статті наведено результати дослідження порушень у 
системі протеолізу у хворих на цукровий діабет (ЦД) 
2-го типу та діабетичну ретинопатію (ДР). Вивчали вміст 
матриксної металопротеїнази 9 (ММП-9) і її тканинного 
інгібітора 1 (ТІМП-1) у крові та внутрішньоочній рідині 
(ВОР) хворих на ЦД 2-го типу залежно від стадії ДР. 
Встановлено зміни в системі протеолізу у хворих на ДР і 
ЦД 2-го типу, які полягали в підвищенні вмісту ММП-9 
і ТІМП-1 у крові та ВОР як за відсутності ознак ДР, так 
і за будь-якої її стадії порівняно з цими показниками у 
хворих без діабету. Підвищення вмісту ММП-9 і ТІМП-
1 у крові та ВОР хворих на ЦД 2-го типу відбувалося 
зі збільшенням тяжкості ДР: за проліферативної ДР ці 
показники досягли максимуму. Встановлено, що вміст 
ММП-9 у ВОР і тривалість ЦД 2-го типу впливають на 
ймовірність розвитку діабетичного макулярного набряку. 
За вмісту ММП-9≥105 нг/мл і тривалості ЦД 2-го типу 
понад 10 років вона становить 100 %. У результаті 
побудови прогностичної моделі встановлено, що на 
ймовірність розвитку проліферативної ДР у хворих на 
ЦД 2-го типу протягом 4 років впливають: вміст ММП-9 
у ВОР, стадія ДР на початку спостереження та тривалість 
ЦД 2-го типу. За вмісту ММП-9≥100 нг/мл, тривалості ЦД 
2-го типу понад 10 років і відсутності ознак ДР на початку 
спостереження ймовірність розвитку проліферативної ДР 
становила 85.9%.
Ключові слова: система протеолізу; металопротеїназа-9; 
тканинний інгібітор матриксної металопротеїнази 1; 
внутрішньоочна рідина; діабетична ретинопатія.
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В.Н. Сердюк4, С.Ю. Могилевский3

РОЛЬ МАТРИКСНОЙ 
МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ 9 И ЕЕ 
ТКАНЕВОГО ИНГИБИТОРА 1 В РАЗВИТИИ 
И ПРОГНОЗИРОВАНИИ ДИАБЕТИЧЕСКОЙ 
РЕТИНОПАТИИ

В статье приведены результаты исследований нарушений 
в системе протеолиза у больных сахарным диабетом (СД) 

2-го типа и диабетической ретинопатией (ДР). Опре-
деляли содержание матриксной металлопротеиназы-9 
(ММП-9) и ее тканевого ингибитора 1 (ТИМП-1) в 
крови и внутриглазной жидкости (ВГЖ) у больных СД 
2-го типа иммуноферментным методом. Установлены 
изменения в системе протеолиза у больных ДР и СД 2-го 
типа, которые заключались в повышении содержания 
ММП-9 и ТИМП-1 в крови и ВГЖ как при отсутствии 
признаков ДР, так и при любой ее стадии в сравнении с 
этими показателями у больных без диабета. Установлено, 
что содержание ММП-9 во ВГЖ и давность СД 2-го 
типа влияют на вероятность развития диабетического 
макулярного отека. При содержании ММП-9 ≥ 105  нг/
мл и длительности СД 2-го типа ≥ 10 лет вероятность 
развития отека составляет 100%. На вероятность развития 
пролиферативной ДР у больных СД 2-го типа в течение 
4 лет наблюдения влияют: содержание ММП-9 во ВГЖ, 
стадия ДР в начале наблюдения и длительность СД 2-го 
типа. При содержании ММП-9 ≥ 100 нг/мл, длительности 
СД 2-го типа ≥ 10 лет и отсутствии признаков ДР в начале 
наблюдения вероятность развития пролиферативной 
формы составляет 85.9%.
Ключевые слова: система протеолиза; металлопротеиназа-9; 
тканевой ингибитор матриксной металлопротеиназы-1; 
внутриглазная жидкость; диабетическая ретинопатия.
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Особливості структури хроноритмів  
іонорегулювальної функції нирок  
за умов гіпофункції шишкоподібної залози 
С.Б. Семененко, С.С. Ткачук, О.В. Ткачук, С.Ю. Каратєєва, В.В. Анцупова
Вищий державний навчальний заклад України «Буковинський державний медичний  
університет», Чернівці; e-mail: semenenko.svitlana@bsmu.edu.ua

У роботі досліджено особливості хроноритмічних перебудов іонорегулювальної функції нирок за 
умов гіпофункції шишкоподібної залози. Для вивчення гіпофункції епіфіза тварин утримували в умо-
вах постійної світлової стимуляції впродовж 7 діб. Встановлено, що гіпофункція шишкоподібної 
залози спричиняє порушення циркадіанної організації іонорегулювальної функції нирок порівняно з 
контрольною групою тварин. За умов фізіологічної пінеалектомії спостерігали підвищення екскреції 
іонів натрію (6,11±0,81 ммоль/год), а його концентрація в плазмі крові залишалася підвищеною ці-
лодобово. Отримані результати вказують на істотні зміни інтегральних характеристик ритмів 
показників електролітного обміну та вагому роль шишкоподібної залози у забезпеченні фізіологіч-
ного гомеостазу.
Ключові слова: циркадіанний ритм; нирки; шишкоподібна залоза.
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ВСТУП

Нині у сучасній фізіології з’ясування хро-
норитмічних аспектів нейрогуморальних та 
внутрішньоклітинних механізмів регуляції 
гомеостазу залишається одним з найбільш 
актуальних питань [1]. Ритмічність розгля-
дається як обов’язкова властивiсть живої ма-
терiї на всiх рiвнях організації [2], а вивчення 
ритмiв функцiонування рiзних систем ор-
ганiзму, чинників, що впливають на їх форму-
вання, представляє безпосереднiй iнтерес для 
сучасної бiологiї і медицини [3]. Біологічні 
ритми – періодично повторювані зміни харак-
теру й інтенсивності фізіологічних процесів 
і явищ, котрі властиві біосистемам на всіх 
рівнях організації [4]. Прийнято концепцiю 
про циркадiанну систему органiзму, функ-
цiональними ланками якої є шишкоподібна 
залоза, що відіграє важливу роль у процесах 
адаптації до дії різних чинників довкілля 
та супрахіазматичні ядра гіпоталамуса, які 
розглядаються як основний генератор біорит-

мів більшостi функцiй органiзму [5]. Нирки 
також характеризуються чіткою часовою 
збалансованістю функцій [6], однак, особли-
вості циркадіанної організації та механізми 
біоритмічної регуляції ниркових функцій 
залишаються недостатньо вивченими [7]. 

Світлові подразники як екзогенні факто-
ри у формуванні добового ритму діяльності 
нирок опосередковуються і через шишкопо-
дібну залозу [8]. Після пінеалектомії розви-
вається десинхроноз діуретичної реакції й 
іонорегулювальної функції нирок, що про-
являється зменшенням амплітуди коливань, 
зміщенням ритму сечовиділення і калійурезу 
з нічного на денний період, а також компен-
сованим ацидозом, котрий супроводжується 
зменшенням виведення вільних іонів водню 
та амонію [9].

Мета нашої роботи – вивчити особливості 
структури хроноритмів іонорегулювальної 
функції нирок за умов гіпофункції шишко-
подібної залози. 
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МЕТОДИКА 

Досліди провели на 72 статевозрілих нелі-
нійних самцях білих щурів масою 0,15-0,18 
кг, тварин утримували в умовах віварію при 
сталій температурі та вологості повітря на 
стандартному харчовому раціоні. До кон-
трольної і дослідної груп ввійшло по 36 тва-
рин, які впродовж 7 діб перебували за умов 
звичайного світлового режиму (12 год світло 
і 12 год темрява) і фізіологічної пінеалектомії 
(24 год освітлення) відповідно [10]. На 8-му 
добу тваринам проводили навантаження піді-
грітою до кімнатної температури водопровід
ною водою (5% від маси тіла) і досліджували 
показники іонорегулювальної функції нирок 
за умов форсованого діурезу [10]. Вивчали 
концентрацію, екскрецію, абсолютну та 
відносну реабсорбцію, проксимальний та 
дистальний транспорт іонів натрію, концен-
траційний індекс, натрій/калієвий коефіцієнт 
та кліренс іонів натрію [11].

Експерименти проводили з 4-годинним 
інтервалом упродовж доби. Дослідження в 
контрольних та дослідних тварин у нічний 
період доби проводили при слабкому (2 лк) 
червоному світлі, яке практично не впливає 
на біосинтез мелатоніну шишкоподібною 
залозою. Всі етапи експерименту здійснено 
з дотриманням основних вимог Європей-
ської конвенції щодо гуманного ставлення 
до тварин.

Результати обробляли статистично ме-
тодом “Косинор-аналізу”, а також параме-
тричними методами варіаційної статистики. 
Діагностика функціональних особливостей 
ґрунтувалася на основі аналізу змін харак-
теристик мезору, амплітуди, акрофази та 
форми кривої циркадіанного ритму. Отримані 
індивідуальні хронограми для кожної тва-
рини групували за принципом ідентичності 
максимальної акрофази і фазову структуру 
(за інтервалом часу між акро- та батифазою).

Отримані експериментальні результати 
обробляли на персональних комп’ютерах па-
кетом програм EXCEL-2003 “Microsoft Corp., 

США”. Для всіх показників розраховували 
значення середньої арифметичної вибірки 
(х), її дисперсії і похибки середньої (Sx). Для 
виявлення вірогідності відмінностей резуль-
татів у тварин використовували критерій t 
Стьюдента, після чого визначали вірогідність 
відмінності вибірок (Р) і довірчий інтервал 
середньої за таблицями розподілу Стьюден-
та. Вірогідними  вважали значення, для яких 
Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

У тварин, які перебували в умовах фізіологіч-
ної функції шишкоподібної залози, динаміка 
екскреції іонів натрію впродовж доби була 
двофазною. Найвищу екскрецію спостері-
гали о 4.00, високі її рівні зберігалися до 
8-ї години, а батифаза припадала на 24.00. 
Тенденцію до підвищення екскреції іона ви-
являли в ранковий та денний періоди доби з 
новим піком о 4.00 і поступовим спадом (рис. 
1). Мезор ритму становив 6,11±0,81 ммоль/
год, амплітуда коливань не перевищувала  
33 %. У перерахунку на 100 мкл клубочко-
вого фільтрату рівень екскреції іонів натрію 
впродовж доби становив 2,24±0,14 ммоль/
мкл з амплітудою 27 %. Хроноритм концен-
трації іонів натрію в сечі мав однофазний 
характер з акрофазою о 4.00 та батифазою о 
20.00 (рис. 2) і мезором 3,91±0,19 ммоль/л. 
Амплітуда ритму не перевищувала 29 % від 

Рис. 1. Хроноритми екскреції іонів натрію (ммоль/год) у 
контрольних щурів
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мезору. Фільтраційна фракція іонів натрію 
також змінювалась упродовж доби. Батифазу 
цього показника виявляли о 12.00, акрофазу 
─ о 4.00. Мезор становив 77,11±3,18 ммоль/
хв з амплітудою 19 %. Аналогічно зміню-
валися показники абсолютної реабсорбції 
вказаного іона (таблиця). Середньодобовий 
рівень відносної реабсорбції іонів натрію 
сягав 99,92±0,02 % з акрофазою о 24.00, що 
відповідало батифазі екскреції іонів натрію. 
Подібною архітектонікою відзначався ритм 
проксимального транспорту іонів натрію, 
тоді як у дистальному сегменті нефрона 

Рис. 2. Хроноритми концентрації іонів натрію в сечі 
(ммоль/л) у контрольних щурів
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Вплив гіпофункції шишкоподібної залози на мезор і амплітуду ритмів ниркового транспорту іонів натрію  
у білих щурів (

xSx ± ; n=36)

Показники
Контроль 

Гіпофункція шишкоподібної 
залози

Мезор Амплітуда, % Мезор Амплітуда, %
Концентрація іонів натрію у сечі, 
ммоль/л

3,91±0,19 29,22±1,61 6,71±0,65** 20,71±1,34**

Екскреція іонів натрію, ммоль/год 6,11±0,81 16,27±1,31 8,11±0,56 11,92±0,82*
Екскреція іонів натрію, ммоль/100 мкл 
клубочкового фільтрату

2,24±0,14 26,91±1,91 6,62±0,32** 28,82±1,89 

Концентрація іонів натрію у плазмі, 
ммоль/л

123,73±3,82 5,03±1,21 138,91±2,82** 3,12±0,69 

Натрій/калієвий коефіцієнт, ум. од. 0,32±0,05 41,72±1,51 0,93±0,19** 31,11±1,95**
Фільтраційна фракція іонів натрію, 
ммоль/хв

77,11±3,18 19,11±1,02 37,53±2,33** 28,12±1,57**

Абсолютна реабсорбція іонів натрію, 
ммоль/хв

76,91±2,35 9,02±0,82 37,43±1,41** 28,11±0,81**

Відносна реабсорбція іонів натрію, % 99,92±0,02 0,14±0,01 99,62±0,07** 0,14±0,91 
Кліренс іонів натрію, мл/год 0,07±0,01 14,16±1,21 0,06±0,01 11,72±0,19 
Кліренс безнатрієвої води, мл/год 1,56±0,05 9,43±0,21 1,16±0,01 5,76±0,31**
Проксимальний транспорт іонів натрію, 
ммоль/год

4,47±0,09 10,11±0,21 2,11±0,15** 14,81±0,31**

Дистальний транспорт іонів натрію, 
ммоль/год

192,72±6,73 10,56±0,21 162,36±6,62** 5,56±0,07**

Проксимальний транспорт іонів натрію, 
ммоль/100 мкл клубочкового фільтрату

11,82±0,29 4,22±0,41 12,81±0,26 4,13±0,93 

Дистальний транспорт іонів натрію, 
ммоль/100 мкл клубочкового фільтрату

0,61±0,07 32,43±0,41 1,11±0,08** 20,64±0,19**p

Концентраційний індекс іонів натрію, 
ум. од.

0,14±0,01 34,44±0,41 0,11±0,05 21,62±0,99**

* Р<0,01, ** Р<0,001 порівняно з контролем

9,0



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 548

акрофазу іона спостерігали о 8.00, батифазу 
- о 24.00. 

Таке циркадіанне співвідношення між 
процесами проксимального і дистального 
транспорту, а також те, що середньодобовий 
рівень проксимальної реабсорбції в перера-
хунку на 100 мкл клубочкового фільтрату 
істотно перевищував мезор дистального 
транспорту іонів натрію є свідченням фізіо-
логічної узгодженості між облігатною та 
факультативною реабсорбцією іонів натрію.

Узагальнюючи результати проведеної 
серії досліджень слід відмітити, що функції 
нирок у контрольних тварин підпорядковані 
чіткій циркадіанній організації. Добові рит-
ми показників функцій нирок відображають 
аналогічні зміни ренальних процесів.

Порівняно з контрольною групою тварин 
за умов гіпофункції шишкоподібної залози 
спостерігали підвищення екскреції іонів 
натрію (див. таблицю), а його концентра-
ція в плазмі крові залишалася підвищеною 
цілодобово (рис. 3). Висока концентрація 
іонів натрію в плазмі крові при гіпофункції 
шишкоподібної залози зберігалася, хоча зни-
жувалися базисні рівні ритмів абсолютної 
та відносної реабсорбції цього іона (див. 
таблицю), а архітектоніки ритмів вказа-
них показників незначно відрізнялися від 
хронограм контрольних щурів. Підвищена 
концентрація іонів натрію в плазмі крові 
щурів призводила до компенсаторної акти-

вації їх виділення, включаючи всі можливі 
механізми. Це підтверджувалося високим 
кліренсом іонів натрію о 12.00, 24.00 та 4.00 
і зниженням кліренсу безнатрієвої води в 
усі досліджувані проміжки доби порівняно з 
контролем (див. таблицю). Вірогідно знижена 
фільтраційна фракція іонів натрію в щурів із 
гіпофункцією шишкоподібної залози призво-
дила до активації проксимального транспорту 
іона в перерахунку на 100 мкл клубочкового 
фільтрату упродовж доби, за винятком 4.00, 
відносно відповідних показників у контроль-
них тварин. Незважаючи на високу концен-
трацію іонів натрію в плазмі крові виявлено 
також вірогідне зростання (на 83 %) мезору 
дистального їх транспорту порівняно з контр-
олем (див. таблицю). Амплітуда вірогідно 
знижувалася на 21 %, архітектоніка ритму 
була подібною до хронограм у контрольних 
тварин. Відмічено вірогідне підвищення 
базисного рівня та амплітуди ритму на  
28 % амонійного коефіцієнта (див. таблицю), 
зміщення фазової структури ритму відносно 
значень тварин контрольної групи. 

Отримані результати свідчать про вагому 
роль епіфіза мозку у забезпеченні фізіологіч-
ного гомеостазу і повинні братися до уваги при 
діагностиці та прогнозуванні порушень функції 
нирок у клінічній та експериментальній пра-
ктиці з урахуванням циркадіанних біоритмів. 

ВИСНОВКИ 

1. Гіпофункція шишкоподібної залози при-
звела до незначного зниження реабсорбції 
іонів натрію впродовж періоду спостережень 
порівняно з контрольними тваринами. 

2. За умов гіпофункції шишкоподібної 
залози відмічено порушення обміну іонів 
натрію з вираженим натрійурезом, який був 
істотно більшим, ніж у контрольних тварин; 
спостерігалася також активація проксималь-
ного транспорту іонів натрію у перерахунку 
на 100 мкл клубочкового фільтрату протягом 
доби за умов зміненої фазової структури рит-
му відносно контролю.

Рис. 3. Хроноритми концентрації іонів натрію (ммоль/л) у 
плазмі крові щурів з гіпофункцією шишкоподібної залози: 
1 – контроль, 2 – гіпофункція шишкоподібної залози
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3. Фізіологічна пінеалектомія призвела 
до зниження базисного рівня ритму дис-
тального транспорту іонів натрію порівняно 
з контролем. 

С.Б. Семененко, С.С. Ткачук, О.В. Ткачук, 
С.Ю. Каратеева, В.В. Анцупова

ОСОБЕННОСТИ СТРУКТУРЫ ХРОНОРИТ-
МОВ ИОНОРЕГУЛИРУЮЩЕЙ ФУНКЦИИ 
ПОЧЕК В УСЛОВИЯХ ГИПОФУНКЦИИ 
ШИШКОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

В работе рассмотрены особенности хроноритмических 
перестроек ионорегулирующей функции почек в усло-
виях гипофункции шишковидной железы. Для изучения 
гипофункции эпифиза животных содержали в условиях 
постоянной световой стимуляции на протяжении 7 сут. 
Установлено, что гипофункция эпифиза мозга привела к 
нарушениям циркадианной организации ионорегулирую-
щей функции почек в сравнении с контрольной группой 
животных. В условиях физиологической пинеалэктомии 
наблюдали повышение экскреции ионов натрия (6,11±0,81 
ммоль/ч), а его концентрация в плазме крови оставалась 
повышеной круглосуточно. Полученные результаты сви-
детельствуют об существенных изменениях интегральных 
характеристик ритмов показателей электролитного обме-
на, что подтверждает важную роль шишковидной железы 
в обеспечении физиологического гомеостаза.
Ключевые слова: циркадианный ритм; почки; шишко-
видная железа. 

S.B. Semenenko, S.S. Tkachuk, О.V. Tkachuk,  
S.Y. Karateeva, V.V. Antsupova

SPECIFIC FEATURES OF CHRONORHYTH-
MOLOGIC CHANGES OF THE ION-REGU-
LATING FUNCTION OF THE KIDNEYS UN-
DER THE HYPOFUNCTION OF THE PINEAL 
GLAND

The paper investigates the specific features of chrono-
rhythmologic changes of the ion-regulating function of the 
kidneys under the hypofunction of the pineal gland. For 
the study of hypofunction of the pineal gland, animals were 
maintained under constant light stimulation during 7 days. It 
has been established that the hypofunction epiphysis point 
out disturbances of the phasic structure of the ion-regulating 
function in relation to chronograms of the intact group of 

rats. In terms of physiological pinealectomy observed in-
crease in the excretion of sodium ions (6,11±0,81 mmol/h) 
and the concentration of this cation in the blood plasma 
remained elevated around the clock. The obtained results 
indicate significant changes of integral characteristics of the 
rhythms of electrolyte metabolism and the important role 
of the pineal gland in ensuring physiological homeostasis. 
Key words: circadian rhythm; kidneys; pineal gland.

Higher State Educational Establishment of Ukraine “Buko-
vinian State Medical University”, Chernivtsi.
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Flavonoid quercetin reduces gliosis  
after repetitive mild traumatic brain injury in mice
Y.Y. Zabenko, T.A. Pivneva
Bogomoletz Institute of Physiology of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;  
e-mail: pta@biph.kiev.ua

The effect of water-soluble form of quercetin on the structural changes of glial cells in hippocampus 
was investigated in mice after repetitive mild traumatic brain injury. Reactive astro- and microgliosis 
in hippocampus were observed after brain injury. Iba-1 and GFAP immunohistochemistry was used to 
visualize astrocytes and microglia cells. Immunopositive cells were counted in hippocampal CA1-area at 
5th, 10th and 30th days since the first injury and at 5th, 10th and 30th days since the first quercetin injection. 
Administration of quercetin leaded to the decrease in number of activated glial cells. Thus, our study 
demonstrates the following: repetitive mild traumatic brain injury in mice is associated with reactive gliosis; 
quercetin showed neuroprotective effects by reducing this gliosis. In view of the described, use of quercetin 
is appropriate for pharmacological correction of cerebrovascular disorders after traumatic brain injury.
Key words: repetitive mild traumatic brain injury; hippocampus; microgliosis; astrogliosis; quercetin.
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INTRODUCTION

According to Centers for Disease Control and 
Prevention [1], traumatic brain injury (TBI) is 
caused by a bump, blow, or jolt to the head or a 
penetrating head injury that disrupts the normal 
function of the brain. The severity of a brain 
trauma is defined depending on the following 
characteristics [2, 3]: 1) whether or not a person 
had a loss of consciousness; 2) how long the 
loss of consciousness was; 3) the length of 
amnesia; 4) the resulting cognitive, behavioral 
and physical problems; 5) the recovery. 

TBI is considered to be mild, if the loss 
of consciousness lasted 030 minutes and 
the length of amnesia wasn’t longer than 24 
hours [4]. Among other common symptoms of 
concussion, there are dizziness, nausea, reduced 
attention and concentration, memory problems 
and headache [5]. However, the signs of initial 
mild trauma are not always obvious [6], while 
the recurrence of a brain injury may call more 
dramatic consequences. 

The main activities associated with an 
increased risk of repeated mild trauma are 

contact sports (boxing, American football, ice 
hockey, soccer, rugby, etc) and participation in 
military events [7]. Specifically, the evidence 
of long-term effects of repetitive mild traumatic 
brain injury (rmTBI) was found in the autopsied 
brains of retired NFL players which contained 
accumulations of abnormal tau protein [8]. 
Unfortunately, standard diagnostic methods 
(MRI, CT, EEG) [9] still lack sensitivity for 
immediate tissue changes in mild TBI, while 
the postmortem data on late neurodegenerative 
disorders (chronic traumatic encephalopathy, 
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease) due to 
repeated trauma is growing [10]. Respectively, 
animal models are still necessary for studying 
pathophysiology of rmTBI.

Each case of TBI is not a single event, 
but a whole cascade, starting from an imme
diate mechanical injury (primary injury) 
and continuing with metabolic, cellular and 
molecular events (secondary injury) that may 
evolve from minutes to months [11, 12]. Mild 
TBI, being a closed head trauma, is defined by 
the secondary processes which nevertheless 
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may lead to consequences not considered as 
mild [13]. 

With help of animal models, it was shown that 
concussion induces such consecutive changes as 
ion flux (increased potassium and calcium and 
decreased magnesium), metabolic alterations 
(activation of glycolysis and increased energy 
demands for cell membrane pumps to restore 
cellular ionic homeostasis) and disruption to 
cerebral blood flow (impaired autoregulation) 
[14]. As a result, TBI is followed by membrane 
degradation of vascular and cellular structures 
and ultimately necrotic or programmed cell 
death (apoptosis) [15]. 

One of the main phenomena that cause cell 
death at brain trauma is oxidative stress related 
to the generation of reactive oxygen species 
(superoxides, hydrogen peroxide, nitric oxide 
and peroxinitrite). Thus, oxidative stress plays 
a role of a specific target for the treatment 
of mild TBI [16]. Antioxidants derived from 
natural products are considered to be potentially 
effective scavengers of reactive oxygen species 
[17]. Particularly, flavonoids are substances of 
such kind and are already used for treating many 
important common diseases [18].

Flavonoids form a subclass of polyphenols, 
which are characterized as containing two or 
more aromatic rings, each bearing at least one 
aromatic hydroxyl and connected with a carbon 
bridge, and are widely distributed in nature 
and in foods (fruit, vegetables, grains, bark, 
roots, stems, flowers, tea and wine) [19]. Many 
studies suggest evidence of neuroprotective, 
cardioprotective and chemopreventive features 
of flavonoids [20]. 

Quercetin is the most studied flavonoid known 
for inhibiting production of pro-inflammation 
producing enzymes (cyclooxygenase and 
lipoxygenase) as well as TNF-α, nitric oxide 
production and nitric oxide synthase expression 
[21]. Anti-inflammatory effect of quercetin 
was shown both in in vitro and in vivo animal 
experiments [22–24]. Given the data on positive 
effect of quercetin at cerebrovascular disorders, 
we decided to test its water-soluble form corvitin 

as a treatment for rmTBI to prevent long-term 
neurodegenerative changes.

METHODS

All stages of the experiment were performed 
in accordance to the law of Ukraine “On the 
Protection of Animals from Cruelty” (Article 
26; No 3447 – IV) and European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and Other Scientific Purposes 
(Strasbourg, 1986).

Animals. Subjects were 66 mice from 8 to 12 
weeks old males of wild-type mouse (weighing 
24–40 g). Animals were housed in cages on a 
12-hour light–dark cycle, with free access to 
food and water. The groups were formed as fol-
lows: (1) controls – not anesthetized, not injured 
(n=11); (2) sham-injected mice – injured (n=28); 
(3) mice injected with quercetin – anesthetized, 
injured (n=27).

The model of repetitive mild traumatic brain 
injury. We induced rmTBI by using a model 
proposed earlier [25]. Its design represents a 
modification of Marmarou’s weight-drop model 
[26] which reproduced single diffuse TBI from 
mild to severe in rats. Both in original scheme 
and in modified, the skull of a mouse is exposed 
to an impact with a weight guided by a verti-
cal tube. The tube is pre-fixed to a stationary 
object like wall or rack. In both schemes, the 
severity of injury depends on the height from 
which the load falls and the weight of the latter. 
Respectively, in our study the 95 g weight fell 
from the 1 m height. The weight of the load was 
revised from 450 g to 95 g in accordance with 
the ratio between the weight of the brain of rats 
and mice. In our study, an experimental animal, 
lightly anaesthetized with diethyl ether, was not 
fixed in the apparatus, and after the weight fell, 
it fell too (through a piece of aluminum foil pre-
attached on top of the H-shaped box), landing 
on a damper support. We avoided rebounding of 
the weight and, consequently, additional blows 
to the skull by using a nylon fishing line that 
stopped the load from falling after the impact 
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due to its length. According to this model, nei-
ther scalp incision nor attachment of helmet to 
the mouse skull were done. Mice were subjected 
to 5 head impacts (1/day for 5 successive days).

Drug administration. Injured mice were 
intraperitoneally injected with corvitin (PJSC 
SIC “Borshchahivskiy CPP”, Ukraine) which is 
a complex of quercetin with povidone. Corvitin 
dissolved in saline was injected to animals i. p. 
in a dose of 100 mg/kg (quercetin amount in a 
dose – 10 mg/kg) according to the following 
scheme: (1) the first day – the first injection 
(in an hour after the last injury) and the second 
injection in 6 hours; (2) the second day – two 
injections within 6 hours; (3) from the third day 
to the fifth day – single injection daily. 

Immunohistochemical staining. Immunohis-
tochemical staining of glial cells was performed 
as previously described [27]. At 5th, 10th, and 
30th days after rmTBI, mice were deeply anaes-
thetized with an i. p. injection of calipsol and 
intracardially perfused with 0.1 M phosphate 
buffer (PB), followed by 4% phosphate-buffered 
paraformaldehyde (PFA). After perfusion, the 
brains were quickly removed, immersed in the 
same fixative and postfixed overnight at 4oC. 
Frontal 50-µm-thick brain sections were cut 
on the vibratome (VT1000A Leica, Wetzlar, 
Germany). The sections were left overnight 
at 4oC for incubation with primary antibodies 
diluted in the solution (0.1 M PB, 1% bovine 
serum albumin, 0.3% Triton X-100). To identify 
the glial cells the following primary antibodies 
were used: polyclonal rabbit anti glial fibrillary 
acidic protein (GFAP, 1:1500; Dakocytomation, 
Glostrop, Denmark), polyclonal rabbit anti-Iba-1 
(1:1000; Wako, Osaka, Japan). On the next day, 
sections were incubated with the secondary 
anti-rabbit antibody Alexa Fluor 594 (1:1000, 
Molecular Probes Inc., USA) diluted in the 
solution (0.1 M PB, 0.5% bovine serum albu-
min, 0.3% Triton X-100). The immunostained 
sections were mounted with fluorescent mount-
ing medium Immu-Mount (Thermo Scientific, 
Waltham, MA). Confocal images of glial cells 
were acquired with a laser scanning microscope 

(FV1000-BX61WI, Olympus, Tokyo, Japan). 
For the evaluation of cells, the program “Image J” 
was used. The number of cells was calculated 
in 0.1 mm2. The area of interest (Fig. 1) was 
located in hippocampal CA1-zone.

Statistical analysis. Statistical analysis was 
performed in StatSoft Statistica 6.0. The two-
tailed Student’s t–test was used to assess the 
significance of differences between samples 
(P<0.05 was considered to indicate statistical 
significance). All data were shown as mean ± 
SD.

RESULTS AND DISCUSSION

No signs of skull fractures and hemorrhages 
were detected after delivering rmTBI. In our 
previous study, evaluation of water content in 
brain in controls and injured animals also didn’t 
show edema presence [28]. However, immuno-
histochemical analysis revealed glial changes 
following the mechanical trauma. The results of 
our study showed the development of astro- and 
microgliosis due to experimental rmTBI, which 
was presented by gradual increase in number of 
astrocytes and microglial cells up to 30th day. 
The injection of quercetin to the injured mice 
lead to the inhibition of gliosis.

Astrocytes and microglia cells play mixed 
role in brain injury, both promoting and inhibit-
ing regeneration of neural tissue, depending on 

Figure 1. ROI in hippocampal CA1-zone. CA1, CA2, CA3 – 
fields of hippocampus. The dotted square indicates the location 
and the size of the ROI. Scale bar = 1 mm

Flavonoid quercetin reduces gliosis after repetitive mild traumatic brain injury in mice
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specific conditions [29]. For example, reactive 
astrocytes secrete molecules of extracellular 
matrix that form glial scar and thus limit axonal 
regeneration. On the other hand, this way as-
troglia isolates the site of damage and prevents 
its extension. Furthermore, astrocytes express 
trophic factors necessary for neuronal survival. 
Microglia also produces neuroprotective factors, 
additionally clearing cellular debris and orches-
trating neurorestorative processes in an injured 
brain [30]. However, the effect of dysregulated 
microglia may be detrimental to neurons due to 
intensive production of proinflammatory and cy-
totoxic mediators [31]. Astro- and microgliosis 
are responses of the brain to the development 
of pathology and are presented as morphologi-
cal and quantitative changes of astrocytes and 
microglia cells. The task of our research was the 
quantitative analysis of glial changes in CA1-
zone of hippocampus after delivering rmTBI and 
subsequent corvitin injection in mice. 

Immunohistochemical studies have shown 
that the number of GFAP-positive astrocytes 
increased significantly on 5th day (37.55±8.23), 

10th day (45.36±9.57) and 30th day (44.54±9.79) 
since the first injury in comparison with the 
control (19.44±4.45) (Fig. 2, A). It should be 
noted that the number of GFAP-positive astro-
cytes was doubled on 5th day since the injury 
in comparison with the control (P<0.001). The 
number of activated astrocytes gradually grew 
up to 10th day, and such indicators maintained 
up to a month. Immunohistochemical study 
showed that the increase of the GFAP-positive 
astrocytes was observed in layers (str. pyrami-
dale, str. radiatum, str. lacunosum-moleculare) 
of the hippocampal CA1zone. Thus, reactive 
astrogliosis in hippocampal area CA1 was 
observed. GFAP-positive astrocytes acquired 
pronounced hypertrophied structure: their pro-
cesses were thickened and shortened; volume 
of soma increased. 

Study of the microglial reaction at the trau-
matic brain injury revealed that the number of 
Iba1-positive microglia increases and its indica-
tor on 5th day amounted to 48.00±9.97, on 10th 
day – 45.29±8.70, on 30th day – 40.63±10.62 
compared to controls (22.40±3.71), (P<0.001) 

Figure 3. Changes in number of astrocytes (A) and microglial cells (B) of hippocampal area CA1 in control, after delivering 
brain injury (on day 5, day 10 and day 30 since the first impact) and after quercetin treatment (on day 5+, day 10+ and day 30 + 
since the first injection). *, ** and *** P<0.05, P<0.01 and P<0.001 in comparison with control, ##, ### P<0.05 and P<0.001 in 
comparison within each pair of the bars. Results are the mean ± SD
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(Fig. 2, B) The number of activated microg-
lial cells gradually reduced to a month after 
the injury. Iba1-positive microglia cells were 
observed in all layers of the hippocampal CA1-
zone. The morphology of the microglial cells 
transformed from the resting (ramified) to an 
activated (amoeboid shape) form with short 
thick processes and the hypertrophic soma. 
Thus, after rmTBI, reactive gliosis is observed in 
CA1-zone of the hippocampus, which indicates 
the development of inflammatory processes in 
the brain.

Administration of quercetin resulted in the 
inhibition of reactive astrogliosis. The calcula-
tion of astrocytes after the quercetin administra-
tion revealed the decrease of cell numbers, and 
by 30th day this indicator reached the level of 
control (Fig. 2, A).  The numbers of astrocytes 
were 35.82±5.91 on 5th day, 23.36±4.70 – on 
10th and 19.77±3.68 - on 30th day. Among the 
samples with rmTBI and those with rmTBI plus 
the quercetin administration, statistically signifi-
cant difference was shown between the groups 
on 10th day and 30th day (P<0.001). Thus, the 
level of activated astrocytes decreased after the 
quercetin administration.

Microgliosis reduce was less evident than 
one of astrogliosis (Fig. 2, B). The number of 
microglia cells on 5th day (37.89±6.80) since the 
first quercetin injection slightly differed from 
one on 5th day after the injury (48.00±9.97). 
On 10th day (32.27±4.80) after the treatment, 
the number of cells was less than on day 10 
(45.29±8.70) after the injury, however, it hasn’t 
decreased much in comparison with the sample 
five days ago (37.89±6.80). The maximum de-
crease of Iba1-positive microglial cells was ob-
served on 30th day (27.18±4.78). The difference 
was statistically significant (P<0.01) between 
the groups of mice on 5th day since the first 
injury and ones with injury and quercetin injec-
tion. The difference was statistically significant 
(P<0.001) between the groups of animals on 
10th and 30th days with quercetin injection in 
comparison with those without drug administra-
tion. Despite the fact that the level of activation 

of microglia following quercetin administration 
decreases, it remains high enough in compari-
son with the control. The quercetin application 
reduces the degree of reactive microgliosis after 
the rmTBI which allows to make a conclusion 
about its neuroprotective effects. 

It is known that long-term effects of the 
mild TBI leads to neurodegenerative diseases 
such as chronic traumatic encephalopathy, 
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, etc 
[11, 15, 16]. The manifestations of secondary 
damage are mainly associated with cytotoxic and 
inflammatory processes that lead to metabolic 
changes in brain homeostasis due to vascular 
insufficiency [12, 17, 23, 32]. Oxidative stress 
as a consequence of a mechanical brain trauma 
is a powerful damaging factor that in turn leads 
to alterations in cerebral blood flow. After TBI 
occurs, the release and activation of free radicals 
take place. It must be noted that natural flavo-
noids possess a powerful antioxidant effect, and 
quercetin is the most studied flavonoid among 
them. Among diverse properties of phenols, to 
which quercetin belong, their ability to produce 
a protective effect against lipoperoxidative dam-
age stands out [33]. 

Numerous experimental models have been 
developed to replicate various aspects of the TBI 
in humans to understand better the mechanisms 
of damage, their correction and treatment. We 
used a new model of rmTBI, that simulates the 
most common form of head injury in humans. 
Our data indicate the effective neuroprotective 
impact of water-soluble form of quercetin at the 
repetitive mild traumatic brain injury.

Є.Ю. Забенько, Т.А. Півнева

ФЛАВОНОЇД КВЕРЦЕТИН ЗМЕНШУЄ ГЛІОЗ 
ПІСЛЯ ЛЕГКОЇ ЧЕРЕПНО-МОЗКОВОЇ  
ТРАВМИ У МИШЕЙ

Вплив водорозчинної форми кверцетину на структурні 
зміни гліальних клітин у гіпокампі досліджували у 
мишей після повторюваної легкої черепно-мозкової 
травми. Реактивний астрогліоз і мікрогліоз спостерігали 
у гіпокампі після механічного пошкодження головного 
мозку. Астроцити та клітини мікроглії візуалізували за 

Flavonoid quercetin reduces gliosis after repetitive mild traumatic brain injury in mice
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допомогою імунофлуоресцентного забарвлення анти-
GFAP- та анти-Iba1-антитілами. Імунопозитивні клітини 
підраховували у CA1-зоні гіпокампа на 5, 10 та 30-ту 
добу після першої травми, а також на 5, 10 та 30-ту добу 
після першої ін’єкції кверцетину. Введення кверцетину 
призводило до зниження кількості активованих гліальних 
клітин. Таким чином, за результатами нашого дослідження, 
повторювана легка черепно-мозкова травма пов’язана з 
реактивним гліозом; кверцетин виявив нейропротективні 
властивості, призвівши до зменшення реактивного 
гліозу. Є підстави для використання кверцетину у 
фармакологічній корекції цереброваскулярних порушень 
після черепно-мозкової травми.
Ключові слова: повторювана легка черепно-мозкова 
травма; гіпокамп; мікрогліоз; астрогліоз; кверцетин.
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Е. Ю. Забенько, Т. А. Пивнева

ФЛАВОНОИД КВЕРЦЕТИН УМЕНЬШАЕТ 
АСТРОГЛИОЗ ПОСЛЕ ЛЁГКОЙ ЧЕРЕПНО-
МОЗГОВОЙ ТРАВМЫ У МЫШЕЙ

Влияние водорастворимой формы кверцетина на струк
турные изменения глиальных клеток в гиппокампе ис
следовали у мышей после повторяемой лёгкой черепно-
мозговой травмы. Реактивный астроглиоз и микроглиоз 
наблюдали в гиппокампе после механического повре-
ждения головного мозга. Астроциты и клетки микроглии 
визуализировали с помощью иммунофлуоресцентного 
окрашивания анти-GFAP- та анти-Iba1-антителами. Им-
муноположительные клетки подсчитывали в CA1-зоне 
гиппокампа на 5, 10 и 30-е сутки после первой травмы, 
а также на 5, 10 и 30-е сутки после первой инъекции 
кверцетина. Введение кверцетина приводило к снижению 
количества активированных глиальных клеток. Таким 
образом, по результатам нашего исследования, повторяе-
мая лёгкая черепно-мозговая травма связана с реактивным 
глиозом; кверцетин проявил нейропротективные войства, 
приведя к уменьшению реактивного глиоза. Существуют 
основания для использования кверцетина в фармакологи-
ческой кореекции цереброваскулярных нарушений после 
черепно-мозговой травмы.
Ключевые слова: повторяемая лёгкая черепно-мозговая 
травма; гиппокамп; микроглиоз; астроглиоз; кверцетин. 
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Вплив донора сірководню  
на внутрішньоочний тиск у щурів
І.М. Михейцева, Т.І. Сіроштаненко
ДУ «Інститут очних хвороб і тканинної терапії ім. В.П. Філатова НАМН України», Одеса;  
e-mail: mda@soborka.net

Досліджували вплив 1%-го розчину гідросульфіду натрію (NaHS) на внутрішньоочний тиск (ВОТ) 
у інтактних щурів та при моделюванні офтальмогіпертензії за допомогою тривалого системного 
введення адреналіну. Донор сірководню при одноразовому застосуванні у вигляді крапель у порожнину 
ока викликав гіпотензивний ефект, який був доволі слабкий при нормотензії та яскраво виявлений 
у разі офтальмогіпертензії. Тривале введення за схемою гідросульфіду натрію на тлі введення 
індуктора моделі адреналіну значною мірою попереджувало зростання ВОТ у щурів. Робиться 
висновок, що сірководень бере участь у регуляції гідродинаміки ока і підтримці нормального рівня 
ВОТ.
Ключові слова: сірководень; NaHS; модель офтальмогіпертензії; внутрішньоочний тиск; 
гіпотензивний ефект.
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ВСТУП

Тривалий час сірководень був відомим 
виключно як токсичний забруднювач навко
лишнього середовища. Останнім часом 
його почали вивчати як регулятор багатьох 
процесів в організмі. Показано, що він 
продукується в деяких тканинах ссавців і 
надає різні фізіологічні ефекти [1]. Спочатку 
було відомо про участь ендогенного гідро
сульфіду в нейрональних процесах [2]. Пі-
зніше встановлено його вплив на клітини 
гладеньких м’язів [3], а також те, що сірково
день викликає релаксацію гладеньких м›язів 
судин, активуючи АТФ-залежні калієві 
канали [4]. Вивчається роль сірководню в 
регуляції кров’яного тиску [5, 6].

Нормальний внутрішньоочний тиск  
(ВОТ) – важлива складова гомеостазу. Під
тримка його рівня забезпечується складним 
механізмом регуляції руху внутрішньоочної 
рідини. Порушення цього процесу є патоге
нетичним фактором розвитку таких очних 
захворювань, як глаукома. У механізмах 
регуляції ВОТ задіяні структури циліарного 

тіла і трабекулярної мережі. Гідродинаміка 
очей здійснюється за участю гладенько
м’язових клітин цих структур. Тому дово
лі ймовірним регулятором цих процесів 
може бути молекула сірководню. Однак 
на сьогоднішній день щодо участі H2S у 
регуляції функцій очей літературних даних 
дуже мало. Існують окремі відомості, що він 
може викликати фармакологічні ефекти в 
тканинах очей ссавців, змінювати симпатичну 
і глутаматергічну нейротрансмісію, відігравати 
регуляторну роль у процесах сигнальної 
трансдукції в очах [7]. Є повідомлення про 
наявність ферментів, які здійснюють біосин
тез сірководню в очних тканинах [8, 9]. 
На відміну від вивчення значення і впливу 
сірководню в нервовій і серцево-судинній 
системі, практично відсутні дослідження, 
спрямовані на встановлення фармакологічного 
ефекту цієї речовини на ВОТ, його потенційних 
можливостей у впливі на вивільнення і/або 
доступність нейротрансмітерів у передньому 
відділі ока, а також прямої дії сірководню на 
гладеньком’язові структури очей. Виявлення 
регуляторної функції сірководню в оці, впливу 
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його на ВОТ або виявлення його в фізіологічній 
концентрації в передньому відділі ока дало 
змогу розширити уявлення про механізми 
формування підвищеного офтальмотонусу 
при очній гіпертензії різної етіології, а та
кож патогенезі глаукоми і відкрило б нові 
перспективи в лікуванні цих захворювань.

Мета нашої роботи – вивчити вплив до-
нора сірководню (натрію гідросульфіду) на 
ВОТ щурів в умовах формування офтальмо
гіпертензії.

МЕТОДИКА

Дослідження були проведені на 30 дорослих 
щурах (понад 9 міс) лінії Вістар обох статей 
масою 200–300 г, згідно з «Європейською 
конвенцією про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментальних 
та інших наукових цілей» (Страсбург, 1986). 
ВОТ щурам вимірювали апланаційним тоно
метром з масою плунжера 2 г. Відбитки у 
лінійних одиницях вимірювали за допо
могою окуляр-лінзи зі вбудованою лінійкою 
(МПБ-2). Перерахунок на одиниці ртутного 
стовпчика проводили за формулою Головіна 
[10]. ВОТ вимірювали під місцевою анесте
зією 0,5%-м розчином алкаїну.

Очну гіпертензію у щурів викликали 
внутрішньоочеревинним введенням розчину 
адреналіну за розробленою нами схемою 
[11,12]. Всього було зроблено по 20 ін’єкцій 
кожному щуру тричі на тиждень через день, 
у дозі від 10 до 15 мкг на 100 г маси тварини. 
У декількох серіях експерименту вивчали 
вплив сірководню на ВОТ у здорових щурів 
і щурів з підвищеним офтальмотонусом. 
Як донор сірководню застосовували 1%-й 
розчин натрію гідросульфіду (NaHS) у 
фізіологічному розчині.

У привчених до рук експериментаторів 
щурів визначали фоновий ВОТ. Тварин роз
ділили на 2 групи по 15 щурів у кожній і 
провели кілька серій експерименту. Спочатку 
гідросульфід натрію інстилювали одноразово 
в обидва ока здорових щурів і вимірювали 

ВОТ через 30, 60, 180 хв після закапування. 
Далі тваринам I групи моделювали очну 
гіпертензію. Вони впродовж 6 тиж отримува
ли розчин адреналіну. Цим щурам проводили 
моніторинг ВОТ як у період моделювання, 
так і після. Через місяць по закінченні 
ін’єкцій на тлі високого ВОТ щурам I групи 
одноразово закапали розчин NaHS і виміряли 
рівень офтальмотонусу через 30, 60 і 180 хв 
після закапування.

Щурам II групи протягом 2 тиж щодня 
раз у день закапували розчин NaHS по 
одній краплі в обидва ока. В кінці цієї серії 
експерименту також виміряли ВОТ. На тлі 
інстиляцій донора сірководню щурам почали 
вводити адреналін. Розчин NaHS інстилюва
ли в очі одночасно з ін’єкціями адреналіну 
протягом 2 тиж двічі на тиждень. Наступні 
2 тиж щури отримували тільки адреналін. 
Останні 2 з 6 тиж моделювання очної гіпер
тензії щурам знову двічі на тиждень зака
пували розчин NaHS. У ці періоди і пізніше 
після припинення введення адреналіну пе-
ріодично вимірювали офтальмотонус. Через 
місяць після закінчення ін’єкцій адреналіну 
щури II групи знову отримували інстиляції 
в око донора сірководню щодня протягом 5 
днів, після чого їм вимірювали ВОТ.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Під час експерименту було показано, що 
донор сірководню вплинув на офтальмотонус 
тварин. У першій серії експерименту вивчено 
вплив однократної дії NaHS на ВОТ щурів 
і оцінено ступінь цього впливу у здорових 
тварин і тварин з офтальмогіпертензією 
(табл.1). Показано, що через 30 хв після 
інстиляцій розчину NaHS у групі здорових 
щурів ВОТ було знижено незначно (на 4,8%), 
а в групі з очною гіпертензією - на 27%. Через 
1 год це зниження становило 8,4 і 36,2% від-
повідно. Через 3 год після інстиляцій розчину 
NaHS рівень ВОТ у щурів з гіпертензією був 
нижче від вихідного на 34,8%, а у здорових 
ця різниця була статистично незначущою.

Вплив донора сірководню на внутрішньоочний тиск у щурів
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Слід відмітити, що вплив сірководню 
на ВОТ у тварин з високим рівнем офталь
мотонусу був набагато більше виражений, ніж 
у щурів з нормальним тиском. Якщо у здорових 
тварин з нормальним вихідним рівнем офталь-
мотонусу при одноразовому закапуванні 1%-го 
розчину NaHS це зниження було мінімальним, 
то при розвинутій очній гіпертензії воно було 
досить помітним – більш ніж на третину 
від вихідного рівня. Таку різницю в ефекті 
NaHS на здорових очах і з гіпертензією, 
вважаємо, можна пояснити різним станом 
тонусу гладеньком’язових клітин судин і 
дренажної зони очей. У здорових очах є нор
мальний тонус гладеньких м’язів як судин, 
так і структур дренажної зони, тоді як в очах 
з гіпертензією адреналін створив підвищений 
контрактильний фон. Дія сірководню на очну 
гідродинаміку могла бути зумовлена його 
здатністю знижувати саме підвищений тонус 
цих структур.

На наступному етапі експерименту три
вале введення в кон’юктивальну порож
нину очей щурів при моделюванні офталь
могіпертензії, що відтворюється системним 
введенням адреналіну, розчину гідросульфіду 
натрію в профілактично-лікувального режи-
мі значною мірою запобігло підвищенню 
ВОТ. У табл. 2 представлено результати 
офтальмотонусу в двох групах. У I групі з 
очною гіпертензією відзначено динамічне 
підвищення ВОТ. Через 2 тиж моделювання 
(введення адреналіну) очний показник 
підвищився на 27,7%, через 4 – на 48%, 
через 6 тиж - на 40% від вихідних значень. 
Тиск в оці продовжував підвищуватись і 
по закінченні введення адреналіну. Через 

тиждень після припинення ін’єкцій його 
значення перевищило вихідні на 58%, за
лишаючись на цьому рівні весь період 
спостереження (ще 1 міс). Динаміка офталь
мотонусу в групі II, що отримувала донор 
сірководню у вигляді очних інстиляцій до 
початку і під час адреналінових ін’єкцій, 
була іншою, підвищення ВОТ було значно 
менш вираженим.

Через 2 тиж експерименту ВОТ у цих 
тварин був підвищеним на 27,3% від ви-
хідного, через 4 тиж – на 22%, через 6 – 
на 16%. Через тиждень після закінчення 
введення препаратів (як адреналіну, так і 
натрію гідросульфіду) він був вищим від 
початкового на 15%, але через 4 тиж без 
інстиляцій NaHS вже перевищував вихідні 
значення на 37%.

Порівнюючи значення ВОТ між двома 
експериментальними групами, відзначили, 
що через 4 тиж моделювання і наступні 
терміни спостереження різниця рівня цього 
показника була високовірогідною. Почина-
ючи з цього періоду в групі, що отримувала 
донор сірководню, рівень офтальмотонусу 
був статистично значимо нижчим, ніж у групі 
з очною гіпертензією без закапування. Так, 
ця різниця між групами через 4 тиж введення 
препаратів становила 21,2% , через 6 тиж - 
20,5%. Після закінчення моделювання через 
тиждень припинення введення препаратів 
в II групі ВОТ був нижчим, ніж в I групі на 
30,4%, через 4 тиж - на 18,2%.

На завершальному етапі експерименту 
через 4 тиж після закінчення введення пре
паратів (адреналіну, гідросульфіду натрію) 
тваринам II групи на тлі початку підйому 

Таблиця 1. Динаміка внутрішньоочного тиску у щурів здорових і з офтальмогіпертензією після одноразового 
закапування в око 1%-го розчину NaHS (M±m)

Група щурів Вихідне значення
Після закапування через

30 хв 60 хв 180 хв
Здорові 19,0±0,22 18,1±0,24** 17,4±0,37*** 18,4±0,37
З офтальмогіпертензією
(адреналін)

29,3±1,08 21,4±0,96* 18,7±0,5* 19,1±0,41*

Примітки: тут і в табл. 2 * Р <0,001; ** Р <0,02; *** Р <0,01 порівняно з вихідним значенням.

І.М. Михейцева, Т.І. Сіроштаненко
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офтальмотонусу, знову 5 діб закапували в 
порожнину ока розчин NaHS. Вимірювання 
показали гіпотензивну дію препарату і на 
цьому етапі експерименту. Офтальмотонус 
у цих тварин знизився з 25,1 ± 0,6 до 19,7 
± 0,5 мм рт.ст. (на 21,5%). Тривалість цього 
зниження була незначною і через 2-3 доби ВОТ 
повернувся до рівня 25-26 мм рт.ст. Однак цей 
показник залишався достовірно нижчим, ніж 
у групі, що не одержувала донор сірководню.

Таким чином, сірководень, що надходить в 
камеру ока з його донором NaHS, впливав на 
очну гідродинаміку, значною мірою знижуючи 
розвиток офтальмогіпертензіі через вплив на 
дренажну систему ока. Дія сірководню на шля
хи відтоку рідини в очах могла бути пов’яза
ною з його здатністю впливати на гладеньку 
мускулатуру і викликати вазодилатацію. Така 
здатність молекули сірководню була показана 
для гладеньком’язових клітин раніше [13]. Ця 
активність дигідросульфіду визначена дією на 
КАТФ-канали [4,14].

Kulkarni та співавт. [15] показали, що 
донор сірководню гідросульфід натрію 
знижував концентрацію норадреналіну 
і адреналіну в ізольованих препаратах 
райдужки – циліарного тіла з очей свині. Було 
відмічено релаксуючу дію NaHS і Na2S на 
гладенькі м’язи циліарного тіла і райдужки. 
Констрикція цих м’язів, викликана кар
бохолом, знімалася при дії донора сірковод-
ню. Автори дійшли висновку, що інгібуюча 
дія цих речовин в ізольованих райдужках 
свині залежить від біосинтезу сірководню за 
участю ферментів цистеїн-γ-ліази і цистеїн-β-

синтази [16]. В очах кроликів з нормотензією 
було показано вплив двох донорів сірководню 
GYY4137 і ACS67 в зниженні симпатичної 
нейропередачі в судинній мережі очей [17]. 
Автор припускає, що такий вплив може 
викликати зниження вмісту норадреналіну 
і релаксацію м’язів райдужної оболонки. 
Це призводить до збільшення простору між 
трабекулярною мережею, що в свою чергу, 
ймовірно, знижує офтальмотонус.

У нашому експерименті тривала гіпер
адреналінемія могла викликати суттєве 
скорочення гладеньком’язової мускулатури, 
звуження просвіту судин і трабекулярної 
мережі та розвиток офтальмогіпертензії. До-
нор сірководню при однократному місцевому 
введенні цим тваринам знижував ВОТ на 
третину, тоді як у щурів з нормальним 
тиском очей ефект був незначним. Тривале 
введення за схемою розчину NaHS при 
формуванні моделі очної гіпертензії знач
ною мірою запобігло підвищенню офталь
мотонусу в дослідних тварин, надавши 
розслаблюючу дію на дренажні структури 
очей і перешкоджаючи утворенню утруднен
ня відтоку внутрішньоочної рідини.

ВИСНОВКИ

1. Одноразові інстиляції 1%-го розчину 
донора сірководню гідросульфіду натрію в 
порожнину ока щурів з офтальмогіпертен
зією істотно знижували у них ВОТ. Гіпо-
тензивний ефект зберігався понад 3 год. 
Подібна дія для очей з нормальним тиском 

Таблиця 2. Внутрішньоочний тиск у щурів в хронічному експерименті при моделюванні офтальмогіпертензії з 
інстиляцією і без 1%-го розчину NaHS 

Схема досліду
Вихідні зна-

чення
Під час введення препаратів

Після закінчення введення 
препаратів через

2 тиж 4 тиж 6 тиж 1 тиж 4 тиж
Введення

адреналіну
19,1±0,3 24,4±0,7* 28,3±0,9* 26,8±0,7* 30,3±0,9* 30,7±0,7*

Введення 
адреналіну і 

NaHS
18,3±0,4 23,3±0,8* 22,3±0,5*** 21,3±0,7** 21,1±0,3** 25,1±0,6***

Вплив донора сірководню на внутрішньоочний тиск у щурів
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була слабовиражена.
2. Тривалі інстиляції розчину NaHS щу

рам при моделюванні адреналінової офталь
могіпертензіі значною мірою запобігли під
вищенню ВОТ.

3. Сірководень бере участь у регуляції 
гідродинаміки ока і підтримці нормального 
рівня ВОТ.

И.Н. Михейцева, Т.И. Сироштаненко

ЭФФЕКТ ДОНОРА СЕРОВОДОРОДА НА 
ВНУТРИГЛАЗНОЕ ДАВЛЕНИЕ У КРЫС

Исследовали влияние 1%-го раствора гидросульфида нат
рия (NaHS) на внутриглазное давление (ВГД) у интактных 
крыс и при моделировании офтальмогипертензии с 
помощью длительного системного введения адреналина. 
Донор сероводорода при однократном введении в виде 
капель в полость глаза вызвал гипотензивный эффект, 
который был довольно слабым при нормотензии и ярко 
выраженным при офтальмогипертензии. Длительное 
введение по схеме раствора NaHS на фоне введения 
индуктора модели адреналина в значительной степени 
предотвратило рост ВГД. Делается взвод, что сероводород 
принимает участие в регуляции гидродинамики глаза и 
поддержании нормального уровня офтальмотонуса.
Ключевые слова: сероводород; NaHS; модель офталь
могипертензии; внутриглазное давление; гипотензивный 
эффект.

I.N. Mikheytseva, T.I. Siroshtanenko

EFFECT OF HYDROGEN SULPHIDE 
DONOR ON INTRAOCULAR PRESSURE  
IN RATS

It has been investigated the effect of a 1% solution of sodium 
hydrosulfide NaHS on intraocular pressure (IOP) in intact 
rats and during modeling them of ocular hypertension, using 
prolonged systemic administration of adrenaline. A single 
administration of hydrogen sulphide donor as drops into cavity 
of the eye has caused the hypotensive effect, which was pretty 
weak in the normotensive eyes and pronounced in the eyes 
with ocular hypertension. Long-term administration of NaHS 
solution by the scheme, during administration of adrenaline 
as a model inductor, has largely prevented IOP rise. It done 
conclusion that hydrogen sulphide is involved in the regulation 
of eye hydrodynamics and maintaining normal levels of IOP.
Key words: hydrogen sulphide; NaHS; ocular hypertension 
model; intraocular pressure; hypotensive effect.

The Filatov State Institute of Eye Diseases and Tissue 
Therapy NAMS of Ukraine, Odesa
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Порівняння спектроскопічних властивостей  
внутрішньоочної рідини у хворих з катарактою  
і первинною відкритокутовою глаукомою
С.В. Колотілов, В.О. Мельник, А.С. Литвиненко, С.О. Сотнік, О.О. Гуржій 
ТОВ «Клініка Візіобуд-плюс», Київ; Інститут фізичної хімії ім. Л.В. Писаржевського  
НАН України, Київ; e-mail: elenahurzhii@gmail.com

Порівнювали спектроскопічні властивості внутрішньоочної рідини (ВОР) у пацієнтів з катарактою 
(60 пацієнтів, 60 очей) і комбінацією її та первинної відкритокутової глаукоми (ПВКГ, 36 пацієнтів, 
36 очей). Зразки ВОР були взяті інтраопераційно. З анамнезу було відомо, що у передопераційному 
періоді пацієнти обох груп отримували різні види місцевої медикаментозної гіпотензивної терапії 
з різною кратністю та тривалістю закапування. Спектри поглинання зразків ВОР вимірювали в 
діапазоні довжин хвиль 190-1100 нм. Спостерігали дві смуги поглинання з максимумами при 202 та 
267 нм незалежно від діагнозу (другий максимум у спектрах деяких зразків зміщений у довгохвильову 
ділянку). Середня оптична густина ВОР при 202 нм у пацієнтів без ПВКГ достовірно нижче по-
рівняно зі значеннями у хворих з глаукомою. Така відмінність імовірно пояснюється накопиченням 
продуктів метаболізму у ВОР пацієнтів з ПВКГ, що в свою чергу може бути викликано сповільненням 
її потоку. Тим не менш статистично значимих відмінностей середньої оптичної густини ВОР при 
267 нм між двома групами не спостерігається.
Ключові слова: катаракта; первинна відкритокутова глаукома; оптична густина внутрішньоочної 
рідини; спектрофотометрія.
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ВСТУП

Глаукома – хронічне прогресуюче захворю-
вання, яке відноситься до групи оптичних 
нейропатій і характеризується постійним 
чи періодичним підвищенням внутрішньо
очного тиску (ВОТ), атрофією зорового 
нерва і виникненням характерних дефектів 
поля зору у зв’язку з загибеллю гангліоз-
них клітин сітківки та пошкодженням їх 
аксонів [1, 2]. Найбільш розповсюдженою є 
первинна відкритокутова глаукома (ПВКГ). 
За останніми прогнозами ВОЗ очікується 
збільшення кількості хворих з глаукомою до 
60,5 млн до 2020 р., серед яких 74% - пацієн-
ти з ПВКГ [1]. Провідним фактором ризику 
її прогресування є підвищення ВОТ [3]. Це 
найбільш ймовірно зумовлено підвищенням 
резистентності шляхів відтоку внутрішньо
очної рідини, особливо в ділянці трабеку-

лярної сітки, здебільшого за рахунок змін 
юкстаканалікулярної тканини [4]. Проте, 
незважаючи на велику кількість проведених 
досліджень, в тому числі дослідження змін 
трабекулярної сітки та особливостей складу 
внутрішньоочної рідини, дотепер не існує 
єдиної теорії розвитку глаукоми. 

До складу ВОР входять неорганічні іони 
– Na+, K+, Ca2+, бікарбонат- і фосфат-іони; 
високомолекулярні сполуки – білки, гіалу-
ронова кислота, а також низка низькомолеку
лярних органічних речовин – амінокислоти 
(зокрема тирозин і цистеїн), аскорбінова 
кислота і аскорбат-аніони, глюкоза, глу-
татіон, сечова кислота тощо. Такі біохімічні 
зміни складу ВОР, як різниця концентрацій 
гіалуронової кислоти [5], трансформуючого 
фактора росту ß (ТФРß) [6], ендотеліну-1 [7] і 
загального білка [8,9], можуть відіграти важ-
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ливу роль у патофізіології ПВКГ. У деяких 
дослідженнях вивчалися зміни біохімічного 
складу ВОР у хворих з різними типами глау-
комного процесу та було показано, що поряд 
з накопиченням псевдоексфоліативного ма-
теріалу, порушується електролітний баланс 
ВОР [9], а також збільшується концентрація 
метаболітів (оксиду азоту [10] та ін.), різних 
фракцій ліпідів (сфінголіпіди, цераміди [11]) 
і білків [8,9]. Білковий склад ВОР значно 
впливає на морфологію клітин трабекулярної 
сітки і експресію білків [12].

Таким чином, аналіз складу ВОР може 
бути корисним для уточнення певних ланцю-
гів патогенезу глаукоми та успішного лікуван-
ня пацієнта. Концентрацію різних речовин у 
ВОР людини і тварин з низкою захворювань 
визначали за допомогою деяких аналітич-
них методів, в тому числі високоефективної 
рідинної хроматографії з електрохімічним 
детектуванням [13], ензиматичних [14], спек-
троскопічних методів [15], більшість з яких є 
технічно трудомісткими та потребують спе-
ціального обладнання або ж дають змогу ви-
значити лише 1-2 речовини одночасно. Також 
оцінювали інтегральні показники складу ВОР, 
наприклад, загальну антиоксидантну ємність 
(total reactive antioxidant potential) [16].

Деякі речовини внутрішьоочної рідини 
поглинають світло в УФ-спектрі в діапазоні 
хвиль довжиною 200-300 нм, зокрема, білки 
(а саме, амінокислотні залишки тирозину, 
триптофану та фенілаланіну [17]), аскорбіно-
ва кислота [18] і глутатіон [19]. Таким чином, 
УФ-спектр може розглядатися як інтегральна 
характеристика вмісту метаболітів у ВОР. У 
літературі описане дослідження УФ-спектрів 
поглинання ВОР, у якому показано, що спектр 
поглинання суттєво різниться залежно від 
виду тварини, при чому їхня належність до 
певного класу не корелює зі спектральними 
характеристиками [20]. Ідея роботи полягала 
в пошуку відмінностей (або спростування 
припущення про їх існування) між спектром 
поглинання ВОР людини і наявністю у неї 
глаукоми. 

Мета нашої роботи - порівняння елек-
тронних спектрів поглинання зразків ВОР у 
пацієнтів з діагнозом катаракти та її комбі-
нацією з ПВКГ, а також встановлення існу-
вання відмінностей між параметрами спектра 
поглинання (положенням піків на спектрі та 
оптичною густиною ВОР при їх довжинах 
хвиль) та наявністю глаукоми. 

МЕТОДИКА

У дослідженні брали участь 96 пацієнтів (96 
очей), серед них 60 % (58 пацієнтів) – жін-
ки, середній вік яких становив 66,9 роки, 
40 % (38 пацієнтів) – чоловіки, середній вік 
– 65,2 роки. Хворі були поділені на 2 групи. 
До першої групи увійшли 60 пацієнтів (60 
очей), котрим проводили факоемульсифі-
кацію (ФАКО) катаракти з імплантацією 
інтраокулярної лінзи (ІОЛ) за стандартною 
методикою. Другу групу склали 36 пацієнтів 
(36 очей) з катарактою та ПВКГ, яким вико-
нували комбіноване оперативне лікування: 
модифікована тунельна трабекулопунктура 
(МТТП) та ФАКО з імплантацією ІОЛ. Згідно 
з класифікацією Нестерова-Буніна, у 19 па-
цієнтів (52,7%) було діагностовано глаукому 
ІІ стадії, у 7 пацієнтів (19,4%) – ІІІ стадії, у 
10 пацієнтів (27,9%) – І стадії. З нормаль-
ним ВОТ було 9 пацієнтів (25%), з помірно 
підвищеним – 16 (44,4%) та з високим – 11 
(30,6%). Хворі обох груп були оглянуті в 
період від 1 тиж до 1 міс до операції. У пере-
допераційному періоді вони отримували різні 
види місцевої медикаментозної гіпотензивної 
терапії з неоднаковою кратністю та трива-
лістю закапування. Також всім пацієнтам 
робили інстиляції антибактеріальних препа-
ратів (офтаквікс – левофлоксацин; «Santen», 
Фінляндія) в передопераційному періоді для 
попередження розвитку інфекційних усклад-
нень та інстиляції препаратів для місцевої 
анестезії (алкаїн – проксиметокаїн; «Alcon», 
США) під час операції. Відбирали ВОР 
об’ємом 10–200 мкл інтраопераційно перед 
проведенням екстракції катаракти. Застосову
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вали стерильний інсуліновий шприц з голкою 
26 gauge через перший парацентез, після чого 
рідину поміщали в стерильну пробірку Епен-
дорф. Зразки зберігали в холодильнику при 
+5  °C без попереднього заморожування чи 
стерилізації. Час, що пройшов з моменту їх 
відбору до моменту дослідження, вимірювали 
та фіксували. Якщо не вказано іншого, аналіз 
проводили через 24 год після відбору зразків.

Спектри поглинання зразків ВОР (вира-
жені як залежності оптичної густини розчину 
в безрозмірних одиницях логарифмічної шка-
ли від довжини хвилі випромінювання в нано-
метрах) вимірювали в діапазоні довжин хвиль 
190–1100 нм за допомогою спектрофотометра 
Specord 210 («Analytic Jena AG», Німеччина). 
Порцію 10–100 мкл рідини (залежно від наяв-
ної кількості) вміщували в кварцову кювету 
товщиною 10 мм, об’єм доводили до 2 мл 
фізіологічним розчином (0,9 %-м розчином 
хлориду натрію в дистильованій воді) та 
ретельно перемішували. Вимірювання про-
водили проти фізіологічного розчину. 

Враховуючи, що точні концентрації у 
ВОР речовин, що поглинають, невідомі, а 
коефіцієнти їхньої екстинкції можуть істотно 
відрізнятися, для порівняння зразків оптичну 
густину проби перераховували на умовну 
оптичну густину нерозведеної ВОР, яка далі 
по тексту позначається як оптична густина 
ВОР. Останню при довжині хвилі λ визнача-
ли за формулою (обговорення застосованих 
рівнянь наведено в розділі «Результати та 
обговорення»):

Aλ = Aλрозв Vрозв/Vпроби,
де Aλрозв – оптична густина розведеної ВОР 
при довжині хвилі λ.
Vрозв (мкл) – об’єм розведеної рідини в кюветі 
(2000 мкл у всіх зразках),
Vпроби (мкл) – об’єм порції досліджуваної 
рідини.

Статистичну обробку значень оптичної 
густини ВОР проводили порівнянням довір-
чих інтервалів (P<0,05) середніх значень у 
межах груп, а також використовуючи крите-
рій t Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ:

В електронному спектрі поглинання ВОР 
пацієнтів в УФ-ділянці (типовий спектр 
поглинання зразка ВОР наведено на рис. 1) 
спостерігається смуга поглинання в діапазоні 
230–300 нм, максимум якої в абсолютній 
більшості випадків знаходиться при 267 ± 1 
нм. Наявність цієї смуги може пояснюватися 
поглинанням УФ-випромінювання арома-
тичними кільцями та системами спряжених 
подвійних зв’язків (електронні переходи типу 
π–π*) в органічних частинках [21], що є у 
ВОР. Крім того, між 190 та 220 нм спостері-
гається смуга поглинання з максимумом при 
202 ± 1 нм. Наявність цієї смуги може пояс-
нюватися поглинанням УФ-випромінювання 
фрагментами органічних молекул з насичени-
ми (переходи типу σ–σ*) або неспряженими 
подвійними зв’язками (переходи типу π–π*). 
Сталість форми спектра та положення макси-
мумів смуг поглинання (202 ± 1 і 267 ± 1 нм) 
для різних зразків свідчить про те, що по-
глинання випромінювання в цьому діапазоні 
різними зразками ВОР зумовлене однаковим 
набором речовин, а відношення їхніх концен-
трацій одна до одної в різних зразках близькі 
(на відміну від сумарної концентрації таких 
речовин, що буде описано нижче).

Порівняння спектроскопічних властивостей внутрішньоочної рідини

Рис. 1. Типові спектри поглинання досліджених зразків 
внутрішньоочної рідини кожної з досліджених груп  
(1 – пацієнти з катарактою та первинною відкритокутовою 
глаукомою, 2 – хворі лише з катарактою). Зразки розведено 
в 20 разів
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Середнє значення оптичної густини ВОР 
при довжині хвилі 202 нм (рис. 2) у пацієн-
тів другої групи було на 27 % більше, ніж у 
хворих першої групи (Р<0,05). При довжині 
хвилі 267 нм не спостерігалося статистично 
значимої різниці цього показника між пер-
шою та другою групами.

У трьох досліджених випадках (2 зразки 
належать пацієнтам з катарактою та ПВКГ, 
1 – пацієнту лише з катарактою) пік у діапа-
зоні 230–300 нм зміщений та викривлений 
(рис. 3) порівняно зі спектрами решти 93 
зразків (приклад спектрів двох з цих 93 зраз-
ків наведено на рис.  1, на спектрах решти 
91 спостерігаються піки тієї самої форми 
та при тих самих значеннях довжин хвиль, 
що і на рис.  1, але оптичні густини піків 
змінюються від зразка до зразка). У решті 
деталей спектри цих 3 зразків подібні до 
таких інших 93 зразків, зокрема, наявний 
пік при довжині хвилі 202 нм тієї ж форми. 
Разом з тим у результатах обстеження цих 3 
пацієнтів не виявлено якихось інших харак-
терних особливостей, які відрізняли б їх від 
93 пацієнтів з типовим спектром ВОР.

Спектр поглинання зразка ВОР при 
вказаному способі зберігання змінюється 
з часом. Через добу після відбору оптична 
густина при довжині хвилі 267 нм знижуєть-

ся в середньому на 17 ± 6 % (рис. 4, вказане 
дослідження проводили для 6 зразків – по 3 
зразки з кожної групи), при довжині хвилі 
202 нм – зростає в середньому на 17 ± 10 %. 
При вимірюванні спектрів зразків, що збері-
галися протягом 1–2 тиж, спостерігається 
зсув положення піка при 267 до 290 нм. Змі-
на спектрів зразків ВОР із часом може бути 
пов’язана з денатурацією білків, окисненням 
аскорбінової кислоти киснем повітря, а та-
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Рис.  2. Порівняння середніх оптичних густин внутріш-
ньоочної рідини при довжинах хвиль максимумів піків 
у пацієнтів; I та III – пацієнти з катарактою (пік при 202 
та 267 нм відповідно), II та IV – пацієнти з катарактою та 
первинною відкритокутовою глаукомою (пік при 202 та 
267 нм відповідно)
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Рис. 3. Спектри поглинання зразків внутрішньоочної 
рідини, що відрізняються за формою та положенням піка 
від спектрів решти досліджених зразків (цифра 1 позначає 
зразки, що належать пацієнтам з катарактою та глаукомою, 
2 – пацієнти лише з катарактою). Для наочності показано 
лише діапазон довжин хвиль від 230 до 370 нм, масштаб 
осей змінено порівняно з рис. 1
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Рис. 4. Зміна оптичної густини внутрішньоочної рідини 
(при довжині хвилі піка 267±1  нм) для 6 зразків через 
добу після відбору (1 – значення, виміряне в той же день, 
2 – через добу). 3 зразки (I–III) належать пацієнтам лише 
з катарактою, інші 3 (IV–VI) – з глаукомою та катарактою
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кож бактеріальним перетворенням органіч-
них речовин.

Згідно з законом Бугера-Ламберта-Бера 
оптична густина розчину Aλ при довжині 
хвилі λ лінійно залежить від концентрації 
речовини, що поглинає випромінювання [21]:

Aλ = ελ·c·l,
де l – товщина кювети (у нашій роботі 
була сталою), с – молярна концентрація 
речовини, що поглинає, ελ – коефіцієнт 
екстинкції речовини, що поглинає, при 
довжині хвилі λ (для певної речовини та 
заданої довжини хвилі – величина стала). 
Аліквоту зразка ВОР перед вимірюваннями 
розводили фізіологічним розчином для от-
римання необхідного для вимірювання об’є
му рідини. Значення оптичної густини при 
цьому потрапляли у придатний для точних 
вимірювань діапазон; якщо воно виявлялося 
надто високим, зразок розводили додатко-
во. Таким чином, вимірювана величина Aλ 
пропорційна концентрації речовини у роз-
веденому зразку, що дає змогу обчислити 
параметр, пропорційний до концентрації у 
вихідному зразку ВОР. 
с = Aλ/(ελ·l).
c0 = с·(Vрозв/Vпроби) = Aλ/(ελ·l)·(Vрозв/Vпроби) = 
[Vрозв/(ελ·l)]·[Aλ/Vпроби], 
причому Vрозв/(ελ·l) у рамках цієї роботи є 
константою (при певній довжині хвилі λ). 

Різниця в середній оптичній густині ВОР 
при довжині хвилі максимуму піка 202 ± 
1 нм між пацієнтами першої групи (лише 
катаракта) та другої (ПВКГ та катаракта) 
відповідає більш високому середньому 
вмісту органічних речовин, що поглина-
ють при 202 нм, у ВОР пацієнтів з ПВКГ 
та катарактою, порівняно зі значеннями у 
хворих лише з катарактою. Враховуючи, 
що ймовірною причиною підвищення ВОТ 
при глаукомі є уповільнення відтоку рідини 
через трабекулу [22] (внаслідок збільшення 
об’єму клітин, що вистилають структури 
трабекулярної сітки і шлеммового каналу 
[23], накопичення екстрацелюлярного ма-
теріалу в просвітах трабекулярної сітки, а 

також втрати нею клітин [24]), підвищення 
концентрації органічних сполук у ВОР 
може також бути пов’язано зі зниженням 
швидкості їхнього видалення з її відтоком 
при збереженні незмінної швидкості їхнього 
утворення. 

ВИСНОВКИ

В УФ-спектрах поглинання ВОР пацієнтів 
в діапазоні 190–300  нм спостерігаються 
дві смуги поглинання. У більшості випад-
ків форма та положення максимуму цих 
смуг (202 ± 1 та 267 ± 1 нм) не залежить 
від наявності чи відсутності ПВКГ. Подіб-
ність положень максимумів та форм смуг 
поглинання для різних зразків може пояс-
нюватися тим, що поглинання випроміню-
вання в різних зразках зумовлено одними і 
тими ж речовинами, і співвідношення їхніх 
концентрацій у різних зразках близькі. Вод-
ночас середня оптична густина ВОР при 
довжині хвилі максимуму поглинання 202 
нм у групах пацієнтів з та без ПВКГ відріз-
няється, що може свідчити про різну сумар-
ну концентрацію речовин, що поглинають 
при цій довжині хвилі. Середня оптична 
густина ВОР при 202 нм у групі пацієнтів 
без ПВКГ достовірно нижча порівняно з 
групою пацієнтів з даним захворюванням, 
що може бути пов’язано із накопиченням 
продуктів метаболізму у ВОР пацієнтів з 
ПВКГ, що в свою чергу може бути викли-
кане уповільненням її відтоку у цих пацієн-
тів. Однак статистично значимої різниці 
середньої оптичної густини ВОР при 267 
нм між групами пацієнтів з і без ПВКГ не 
спостерігається.

Спектрофотометрія внутрішньоочної 
рідини може бути дієвим інструментом 
для додаткової діагностики пацієнтів з 
патологією органа зору, однак, враховуючи 
зміну оптичної густини при зберіганні, 
важливим є проведення вимірювань через 
певні (фіксовані) проміжки часу після 
відбору зразка. 

Порівняння спектроскопічних властивостей внутрішньоочної рідини
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COMPARISON OF SPECTROSCOPIC 
PROPERTIES OF INTRAOCULAR FLUID 
IN PATIENTS WITH CATARACT AND 
PRIMARY OPEN-ANGLE GLAUCOMA

This paper presents a comparison of spectroscopic properties of 
aqueous humour in patients with cataract (60 patients, 60 eyes) 
and combination of cataract and primary open angle glaucoma 
(POAG, 36 patients, 36 eyes). The samples of aqueous humour 
were collected during the surgery. Both groups of patients 
were treated with different types of local drug antihypertensive 
therapy with different multiplicity and duration of instillation 
during the preoperative period. The absorption spectrum of 
aqueous humour were measured in the wavelength range 190-
1100 nm. There were two absorption bands with maximums at 
202 and 267 nm in the absorption spectrum (2nd maximum of 
some samples was shifted to larger wavelengths). The mean 
absorbance of aqueous humour at 202 nm in patients without 
POAG was significantly lower than in patients with POAG. 
This difference could be explained with accumulation of me-
tabolites in aqueous humour of patients with POAG, which in 
turn may be caused by deceleration of aqueous humour flow 
in patients with POAG. Meanwhile, there were no statistically 
significant differences of mean absorbance of aqueous humour 
at 267 nm between the patients of both groups.
Key words: cataract; primary open-angle glaucoma; optical 
density of aqueous humour; spectroscopy.
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СРАВНЕНИЕ СПЕКТРОСКОПИЧЕСКИХ 
СВОЙСТВ ВНУТРИГЛАЗНОЙ ЖИДКОСТИ 
У БОЛЬНЫХ С КАТАРАКТОЙ И ПЕРВИЧ-
НОЙ ОТКРЫТОУГОЛЬНОЙ ГЛАУКОМОЙ

В данной работе представлено сравнение спектроскопи-
ческих свойств внутриглазной жидкости (ВГЖ) у боль-
ных с катарактой (60 пациентов, 60 глаз) и комбинацией 
ее и первичной открытоугольной глаукомы (ПОУГ, 36 
пациентов, 36 глаз). Забор образцов ВГЖ произведен 
интраоперационно. Из анамнеза было известно, что в пре-
доперационном периоде пациенты обеих групп получали 
разные виды местной медикаментозной гипотензивной 
терапии с различной кратностью и длительностью зака-
пывания. Спектры поглощения образцов ВГЖ измеряли в 
диапазоне длин волн 190–1100 нм. Независимо от диагноза 
наблюдали две полосы поглощения с максимумами при 
202 и 267 нм (второй максимум на спектрах некоторых 
образцов смещен в длинноволновую область). Средняя 
оптическая плотность ВГЖ при 202 нм у пациентов без 

ПОУГ достоверно ниже по сравнению с пациентами с 
глаукомой. Такое различие может обьяснятся накоплением 
продуктов метаболизма во ВГЖ у пациентов с ПОУГ, что 
в свою очередь может быть вызвано замедлением ее тока. 
В то же время статистически значимых отличий средней 
оптической плотности ВГЖ при 267 нм между двумя 
группами не наблюдается.
Ключевые слова: катаракта; первичная открытоугольная 
глаукома; оптическая плотность внутриглазной жидкости; 
спектрофотометрия.
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Стан глутатіонзалежної ланки антиоксидантної  
системи крові при застосуванні порошку насіння  
фенугреку тварин з експериментальним ожирінням
В.В. Конопельнюк, Л.І. Кот, Т.В. Коваль, Т.Д. Хілько, І.В. Якубцова, 
Т.Д. Преображенська, Л.І. Остапченко
Київський національний університет ім. Тараса Шевченка; е-mail: tkhilko@gmail.com

Досліджено вміст відновленого глутатіону (GSH) та активність глутатіонзалежних ферментів: 
глутатіонпероксидази (GP) і глутатіон-S-трансферази (GT) у сироватці крові щурів при введенні 
в дієту насіння Trigonella foenum graecum L. на фоні розвитку експериментального ожиріння. 
Встановлено, що розвиток ожиріння у щурів супроводжувався порушенням гомеостазу в глута-
тіонзалежній системі сироватки крові. У тварин, які перебували на висококалорійній дієті, разом 
зі зниженням (у 1,2 раза) вмісту GSH зменшувалась активність GP (у 1,7 раза) та зростала (у 
1,7 раза) активність GT порівняно з контролем через 14 тиж. Доповнення висококалорійної дієти 
2%-ми дрібнодисперсного порошку насіння Trigonella foenum graecum L. знижувало приріст маси 
тіла щурів на 21% та здійснювало позитивний модулювальний вплив на вміст GSH і активність 
GP, GT у тварин з експериментальним ожирінням 
Ключові слова: дієтіндуковане ожиріння; відновлений глутатіон; глутатіонпероксидаза; глутаті-
онтрансфераза; дрібнодисперсний порошок насіння Trigonella foenum graecum L. 
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ВСТУП
Нині ожиріння є однією з пріорітетних і со-
ціально значущих проблем сучасної науки та 
медицини. Загальновизнано, що зростання 
частоти ожиріння серед населення розвине-
них країн набуває загрозливих темпів, що 
порівнюють з епідемією [1]. Це зумовлено 
малорухливим способом життя, характерним 
для сучасного суспільства, переїданням, 
вживанням шкідливих для організму продук-
тів, постійними психологічними стресами. 
Надлишкова маса тіла часто асоціюється з 
розвитком серцево-судинних захворювань, 
призводить до порушень вуглеводного, 
ліпідного, пуринового обмінів та гемостазу, 
цукрового діабету ІІ типу, а отже, в результаті 
до зниження тривалості життя [2,3].

Незважаючи на наявність багатьох дослід-
жень, що стосуються терапії хворих із ожи-

рінням, результати лікування не завжди за-
довільні. Різноманітні низькокалорійні дієти, 
які часто супроводжуються порушеннями в 
обміні речовин, а також побічні ефекти та 
ускладнення, в тому числі алергічні реакції, 
що зумовлені медикаментозною терапією, 
спонукають до розробки більш ефективних 
схем лікування метаболічних порушень. У 
сучасній медичній практиці все частіше для 
лікування ожиріння застосовують препарати 
рослинного походження, що містять сполуки 
з різною біологічною активністю, які мають 
здійснювати на організм людини комплекс-
ний фізіологічний вплив, добре сприйма-
ються та не викликають побічних реакцій. 
Особливу увагу приділяють вмісту у сиро-
вині антиоксидантів, що здатні попереджати 
вільнорадикальне окиснення біологічних 
структур організму, таким чином запобігаючи 
розвитку патологічних змін.
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Patil і Jain [4] показали ефективність 
складових Trigonella foenum graecum L. у 
лікуванні  цілого ряду патологічних станів. 
Насіння рослини містить велику кількість 
біологічно активних речовин, зокрема ву-
глеводи (45-60%), ліпіди (6-10%), білки (20-
30%), стероїдні сапоніни (5-6%), флавоної-
ди, алкалоїди (2-3%), ефірні олії, вітаміни, 
мікроелементи тощо [5]. Завдяки своєму 
унікальному біохімічному складу цій рослині 
притаманні протизапальні, антидіабетичні, 
гіпохолестеринемічні, імуномодулювальні та 
антиоксидантні ефекти [6]. Тому перспекти-
ва подальших досліджень Trigonella foenum 
graecum L. як потенційного засобу для корек-
ції метаболічних порушень за умов ожиріння 
є достатньо обґрунтованою.

Важливе значення у розвитку патологіч-
них змін при ожирінні має надмірна активація 
вільнорадикальних процесів, і як наслідок, 
порушення про- та антиоксидантної рівно-
ваги і розвиток оксидативного стресу [7]. 
Система глутатіону є однією із активних 
складових антиоксидантної системи захисту 
організму, яка відіграє значну роль у пригні-
ченні патологічного процесу, її виснаження 
може призводити до виникнення серйозних 
цитотоксичних і деструктивних ушкоджень 
[8]. Вивчення змін у глутатіоновій системі 
важливе для пошуку нових фармакологічних 
засобів, зокрема природного походження, які 
здатні корегувати стан окисного стресу.

Метою нашої роботи було оцінити вміст 
відновленого глутатіону (GSH), актив-
ності глутатіонзалежних ензимів: глутаті-
он-S-трансферази (GT) і глутатіонперокси-
дази (GР) у сироватці крові щурів як за умов 
експериментальної моделі ожиріння, так і 
при доповненні висококалорійної дієти 2 
%-м дрібнодисперсним порошком насіння 
Trigonella foenum graecum L .

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на білих нелінійних 
щурах-самцях з початковою масою 150–170 г, 

яких утримували за стандартних умов ві-
варію, з дотриманням положень Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються для дослідних та інших 
наукових цілей.

Впродовж першого тижня тварини пере-
бували на стандартному раціоні харчуваня з 
вільним доступом до води. На 8-му добу їх 
розподілили на 3 групи по 10 у кожній. До 
1-ї групи ввійшли контрольні тварини, які 
отримували стандартний корм віварію та воду 
ad libitum. Тварини 2-ї і 3-ї груп з модельо-
ваним експериментальним ожирінням протя-
гом 14 тиж перебували на висококалорійній 
дієті, яка складалася зі стандартного корму: 
свинячого жиру (10%), курячих яєць (10%), 
цукру (19%), арахісу (5%), сухого молока 
(5%), рослинної олії (1%) [9]. Щури 3-ї групи 
отримували 14 тиж висококалорійну дієту, 
яка додатково містила 2% дрібнодисперсного 
порошку насіння Trigonella foenum graecum 
L., який був наданий професором Ш. Макаєм 
з Університету імені Святого Штефана.

Вміст GSH в сироватці крові щурів ви-
значали спектрофлуориметричним методом 
з використанням ортофталевого альдегіду, в 
результаті реакції якого з GSH утворюються 
високофлуоресцентні продукти, які активу-
ються при 350 нм, і мають чітко виражений 
пік при 420 нм [10, 11]. Активність GP визна-
чали за методом Разиграєва з використанням 
пероксиду водню та 5,5 – дитіобіс (2-нітро-
бензойної) кислоти [12]. Активність GT оці-
нювали за швидкістю утворення кон’югату 
з 1-хлор-2,4-динітробензолом (ХДНБ), який 
характеризується максимумом поглинання 
при 346 нм [13]. Ферментатативну активність 
перераховували на 1 мг білка, вміст якого 
визначали за методом Бредфорд.

Статистичний аналіз отриманих резуль-
татів проводили з використанням загально-
прийнятих методів варіаційної статистики 
із застосуванням One-Way ANOVA і t-test 
стандартного пакету прикладних програм 
Statistica 8.0. Для перевірки розподілу на 
нормальність було застосовано тест Ша-
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піро-Вілка. Порівняння вибірок проводили 
за допомогою критерію t Стьюдента. Екс-
периментальні результати представляли у 
вигляді M±m для кожної експериментальної 
групи. Різницю між показниками вважали 
статистично значущою при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Нині актуальним є пошук сполук природного 
походження, які могли б корегувати мета-
болічні порушення за умов розвитку ожи-
ріння. Насінню Trigonella foenum graecum L. 
завдяки наявності у своєму складі широкого 
спектра біологічно активних сполук (галак-
томанани, стероїдні сапоніни, 4-гідроксиізо-
лейцин, флавоноїди тощо), властиві багато 
терапевтичних ефектів. Вживання насіння 
рослини може сприяти зниженню вмісту хо-
лестерину в плазмі крові та зниженню його 
синтезу в печінці. 

На рис. 1 відображено динаміку зростан-
ня маси тіла щурів експериментальних груп 
протягом 14 тиж. Під час досліджень було 
встановлено, що після споживання високо-
калорійної дієти кінцева маса (416,3±9,511 
г) тіла щурів була значно вищою порівняно 
з початковою масою (179,9±18,076 г) тварин 
2-ї групи. Таким чином, протягом розвитку 

ожиріння зареєстровано збільшення маси тіла 
тварин у 2,3 раза.

У 3-й групі щурів, що споживали висо-
кокалорійну дієту, доповнену 2% порошку 
насіння фенугреку, не спостерігалося надмір-
ного зростання маси тіла тварин. Порівняно 
з 2-ю групою цей показник був меншим на 
21%. Отже, наші результати свідчать, що 
активні сполуки Trigonella foenum graecum 
L. можуть впливати на засвоєння поживних 
речовин, знижують приріст маси тіла щу-
рів. Іншими авторами також отримані дані 
подібного характеру. Вони вважають, що 
застосування Trigonella foenum graecum L. 
інгібує формування нових диференційованих 
«малих» жирових клітин з преадипоцитів та 
накопичення ліпідів, що запобігає збільшен-
ню маси тіла, викликаному споживанням їжі 
з високим вмістом жирів [14].

Одним з критеріїв розвитку ожиріння є 
ефективнсть годування тварин. Це відношен-
ня набраної маси (г) до кількості спожитого 
корму (г). Згідно з отриманими результатами 
спостерігалося зростання цього показника в 
групі тварин, які споживали висококалорійну 
дієту. У них ефективность годування була 
більшою на 34,5% порівняно з щурами, що 
споживали стандартний корм (контрольна 
група). А ефективність годування щурів, що 
разом з висококалорійним кормом отримува-
ли 2% дрібнодисперсного порошку насіння 
фенугреку, є такою ж самою, як і в контр-
ольної групи щурів. У щурів 3-ї групи цей 
показник був меншим на 26 % порівняно з 
тваринами 2-ї групи. Можна передбачати, що 
збільшення показника ефективності годуван-
ня у щурів, які отримували висококалорійну 
дієту, пов’язане з висококалорійним складом 
корму, а зменшення у щурів 3-ї групи – з гіпо-
ліпідемічними властивостями складових по-
рошку насіння Trigonella foenum graecum L. 

Відомо, що насіння Trigonella foenum 
graecum L. може мати дозозалежний ефект на 
модуляцію активності ферментів антиокси-
дантного захисту, зокрема супероксиддисму-
тази, каталази та GT [16]. Великого значення 
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Рис.1. Маса тіла щурів в нормі (1), при дієтіндукованому 
ожирінні (2) та за умов споживання Trigonella foenum 
graecum L. на фоні висококалорійної дієти (3)
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набуває дослідження вмісту GSH – основного 
модулятора ферментативної редокс-системи 
глутатіону, а також активності глутатіонза-
лежних ензимів: GT та GP, що забезпечують 
детоксикацію перекисів, органічних гідро-
перекисів, інактивацію вільних радикалів та 
таким чином захищають організм від окисно-
го пошкодження, що відбувається при різних 
патологічних станах, в тому числі і ожирінні. 
Причиною виникнення оксидативного стресу 
є дисбаланс між інтенсивною продукцією 
вільних радикалів і депресією антиоксидант-
них систем клітини. Накопичення в кліти-
нах вільних радикалів може призводити до 
окисної модифікації молекул, пошкоджень 
клітинних структур і, як наслідок, клітинної 
загибелі. За таких умов важливою ланкою 
в процесах інактивації вільних радикалів є 
система глутатіону [16].

Найбільш важливий компонент глутатіон-
залежної антиоксидантної системи GSH, який 
швидко мобілізується в разі підвищеного 
вмісту активних форм кисню та відновлює 
їх у реакціях з утворенням окисненого глу-
татіону (GSSG), у такий спосіб забезпечує 
резистентність клітин до ПОЛ, вільних ра-
дикалів, алкілування білків, і попереджує 
пошкодження структури ДНК. Враховуючи 
безпосередню участь глутатіону у багатьох 
процесах життєдіяльності клітини, в тому 
числі диференціації, проліферації, апоптозу, 
порушення його гомеостазу може свідчити 
про розвиток патологічних змін на фоні роз-
витку ожиріння [8, 17].

Таким чином, для оцінки загального ста-
ну антиоксидантної системи організму за 
умов розвитку дієтіндукованного ожиріння 
нами було визначено вміст відновленого 
глутатіону в сироватці крові щурів. Після 
14 тиж вживання висококалорійної дієти 
спостерігали зниження цього показника у 
1,2 раза відносно контролю, що, ймовірно, 
свідчило про його використання в реакціях 
знешкодження токсичних вільнорадикальних 
сполук, які утворилися на фоні довготривало-
го висококалорійного навантаження (рис.2). 

Отримані нами результати узгоджуються з 
даними інших досліджень [18], в яких показа-
но зниження вмісту GSH у сироватці крові та 
гомогенатах тканин печінки, серця, та аорти 
щурів, які довготривало споживали високока-
лорійну дієту. Як свідчать результати наших 
досліджень, споживання 2% дрібнодисперс-
ного порошку Trigonella foenum graecum L. 
разом з висококалорійним харчовим раціоном 
протягом 14 тиж призводило до підвищення 
вмісту GSH в сироватці крові щурів (див. 
рис.2).

Одночасно зі змінами вмісту GSH за умов 
розвитку ожиріння змінювалась активність 
глутатіонзалежних ферментів. Так, разом зі 
зниженням вмісту GSH зменшується актив-
ність GP в 1,7 раза у сироватці крові тварин, 
що знаходились на висококалорійній дієті, 
порівняно з контролем (рис. 3). Отже, вміст 
GSH та активність GP зменшувалися при де-
генеративних змінах тканин у досліджуваних 
тварин. Таке пригнічення ферментативної 
активності може бути пов’язано з тим, що 
функціонування GP залежить від вмісту вну-
трішньоклітинного GSH, який відіграє роль 
не лише субстрату реакцій, але й фактора, 
необхідного для постійного відновлення 
розміщених у каталітичному центрі ензиму 
селенольних груп, які окиснюються у процесі 

Рис.2. Вміст відновленого глутатіону в сироватці крові 
щурів в нормі (1), при дієтіндукованому ожирінні (2) та 
за умов споживання Trigonella foenum graecum L. на фоні 
висококалорійної дієти (3).
* P <0,05 щодо значень відносно контролю,** P <0,05 щодо 
значень при дієтіндукованому ожирінні 
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глутатіонпероксидазної реакції [18]. Також 
не виключено, що зниження активності GP 
за умов експериментального ожиріння про-
тягом 14 тиж може бути зумовлено не тільки 
вичерпанням доступного пулу GSH, а й нако-
пиченням продуктів ліпопероксидації. 

На відміну від GP активність GT підвищу-
валась у 1,7 раза за умов споживання високо-
калорійної дієти порівняно з контролем (рис. 
4). Активацію цього показника у сироватці 
крові щурів з експериментальним ожирінням 
можна вважати компенсаторною реакцією 

при зниженні активності GP за умов три-
валого споживання висококалорійної дієти 
щурами. Узгоджена робота GP та GT попере-
джає подальше прогресування пероксидації, 
розповсюдження неферментативних реакцій, 
накопичення вторинних метаболітів.

У тварин, яким давали дрібнодисперсний 
порошок фенугрека разом з висококалорійною 
дієтою, зареестровано підвищення фермента-
тивної активності GР в 1,2 раза та зниження 
ферментативної активності GT в 1,3 раза по-
рівняно з тваринами, які споживали лише ви-
сококалорійну дієту. Таким чином, доповнення 
висококалорійної дієти біологічно активними 
сполуками насіння Trigonella foenum graecum 
L. здійснювало модулювальний вплив на вміст 
GSH та активність GP, GT у сироватці крові 
дослідних тварин. Вивчення його хімічного скла-
ду показало наявність амінокислот, які беруть 
безпосередню участь у синтезі глутатіону [19]. 
Саме сірковмісні амінокислоти (цистеїн і меті-
онін) є важливими в синтезі GSH. Нині відомо, 
що кількість та якість харчового білка і метіо-
ніну впливають на вміст глутатіону в печінці 
щурів. Навіть порівняно невелике додавання в 
раціон сірковмісних амінокислот приводить до 
посилення його синтезу. Такі зміни досліджува-
них показників за доповнення висококалорійної 
дієти 2% дрібнодисперсного порошку насіння 
Trigonella foenum graecum L., ймовірно, свідчать 
про залучення цих компонентів антиоксидант-
ної системи до реакцій знешкодження токсич-
них вільнорадикальних сполук, які утворилися 
на фоні розвитку ожиріння. 

Аналізуючи отримані результати, можна 
заключити, що умови наших експеримен-
тів дозволили змоделювати дієтіндуковане 
ожиріння у щурів. Використання 2% дріб-
нодисперсного порошку насіння Trigonella 
foenum graecum L. з висококалорійним раціо-
ном знижує приріст маси тіла щурів. Це може 
бути зумовлено не зменшенням харчової 
активності тварин, а, ймовірно, пов’язане з 
впливом на метаболічні процеси (попере-
дження всмоктування жирів, підвищення 
утилізації жирів).
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Рис.3. Активність глутатіонтрансферази в сироватці крові 
щурів в нормі (1), при дієтіндукованому ожирінні (2) та 
за умов споживання Trigonella foenum graecum L. на фоні 
висококалорійної дієти (3).
* P <0,05 щодо значень відносно контролю, 
** P <0,05 щодо значень при дієтіндукованому ожирінні

Рис.4. Активність глутатіонпероксидази в сироватці крові 
щурів в нормі (1), при дієтіндукованому ожирінні (2) та 
за умов споживання Trigonella foenum graecum L. на фоні 
висококалорійної дієти (3).
* P <0,05 щодо значень відносно контролю, ** P <0,05 
щодо значень при дієтіндукованому ожирінні
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Розвиток ожиріння у щурів супровод-
жувався порушенням гомеостазу в глу-
татіонзалежній антиоксидантній системі 
сироватки крові. Доповнення висококало-
рійної дієти порошком насіння Trigonella 
foenum graecum L. здійснювало позитивний 
модулюючий вплив на вміст GSH і актив-
ність GP, GT у тварин з експериментальним 
ожирінням. 

Подальше вивчення змін показників 
глутатіонової ланки антиоксидантного 
захисту за умов застосування препаратів 
рослинного походження сприятиме пошуку 
та розробці нових засобів профілактики, 
щоб запобігти розвитку тяжких супутніх 
ускладнень надлишкової маси тіла.

В.В. Конопельнюк, Л.И. Кот, Т.В. Коваль,  
Т.Д. Хилько, И.В. Якубцова,  
Т.Д. Преображенская, Л.И. Остапченко

СОСТОЯНИЕ ГЛУТАТИОНЗАВИСИМОГО 
ЗВЕНА АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ 
КРОВИ ПРИ ПРИМЕНЕНИИ ПОРОШКА  
СЕМЯН ФЕНУГРЕКА У ЖИВОТНЫХ С  
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ ОЖИРЕНИЕМ

Исследовано содержание восстановленного глутатиона 
(GSH) и активность глутатионзависимых ферментов: 
глутатионпероксидазы (GP) и глутатион-S-трансфера-
зы (GT) в сыворотке крови крыс при введении в диету 
семян Trigonella foenum graecum L. на фоне развития 
экспериментального ожирения. Установлено, что раз-
витие ожирения у крыс сопровождалось нарушением 
гомеостаза в глутатион-зависимой системе сыворотки 
крови крыс. У животных, находившихся на высокока-
лорийной диете, наряду со снижением (в 1,2 раза) со-
держания GSH уменьшалась активность GP (у 1,7 раза) 
и возрастала активность GT (у 1,7 раза) по сравнению 
с показателями контроля через 14 нед. Дополнение 
высококалорийной диеты 2%-ми мелкодисперсного 
порошка семян Trigonella foenum graecum L. уменьша
ло прирост массы тела крыс на 21% и осуществляло 
положительное модулирующее влияние на содержание 
GSH и активность GP, GT у животных с эксперимен-
тальным ожирением. 
Ключевые слова: диетиндуцированное ожирение; 
восстановленный глутатион; глутатионпероксидаза; 
глутатионтрансфераза; мелкодисперсный порошок 
семян Trigonella foenum graecum L.

V.V. Konopelnyuk, L.І. Коt, Т.V. Koval,  
T.D. Khilko, I.V. Yakubtsova,  
T.D. Preobrazhenska, L.I. Ostapchenko 

STATUS OF GLUTATHIONE-DEPENDENT 
LINK OF BLOOD ANTIOXIDANT SYSTEM 
UNDER APPLICATION OF FENUGREEK 
SEED POWDER IN ANIMALS WITH 
EXPERIMENTAL OBESITY

The content of reduced glutathione (GSH) and activity of 
glutathione-dependent enzymes: glutathione peroxidase (GP) 
and glutathione-S-transferase (GT) in blood serum of rats in 
the diet supplemented of fine powder seeds Trigonella foenum 
graecum L. on the background of experimental obesity. It 
was established that the development of obesity in rats was 
accompanied by violation of homeostasis in the glutathione-
dependent system of blood serum. It has been shown that 
animals on high-calorie diet along 14 weeks had a decrease 
(1,2) in GSH concentration, a decline (1,7) in GP activity and 
the increase (1,7) of GT activity compared with control values. 
Addition to high-calorie diet 2% fine powder seeds Trigonella 
foenum graecum L. reduced the body weight gain by 21%, 
carried positive modulating effect on the content of GSH and 
GP, GT activity in animals with experimental obesity.
Key words: diet-induced obesity; reduced glutathione; 
glutathione peroxidase; glutathione transferase; fine powder 
seeds Trigonella foenum graecum L. 
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Оцінка ефективності наночастинок ортованадату 
гадолінію для коригування неонатально індукованої 
репродуктопатії у самців щурів
І.О. Бєлкіна1, Н.П. Смолєнко1, В.К. Клочков2, Ю.В. Малюкін2, Е.Є. Чистякова1,  
Н.О. Карпенко1, Ю.І. Караченцев1

1ДУ «Інститут проблем ендокринної патології ім. В. Я. Данилевського НАМН України»,  
Харків; 2ДУ «Інститут сцинтиляційних матеріалів НАН України», Харків; е-mail: chistelina@i.ua; 
nina_karpenko@mail.ru

Вивчали ефективність наночастинок ортованадату гадолінію (НЧ GdVO4) для коригування розладів 
чоловічої репродуктивної функції на моделі неонатально індукованої репродуктопатії. Нащадки 
інтактних щурів-батьків з 3-ї по 22-гу добу життя на тлі емоційного стресу («Maternal separation 
stress») отримували надмірну кількість суміші фітоестрогенів (ФЕ) з молоком матері (1-ша група). 
У віці 10 міс самцям 1-ї групи упродовж 70 діб з кормом уводили НЧ GdVO4 у дозі 0,33 мг/кг (2-га 
група) або референтний препарат спеман у дозі 158 мг таблеткової маси на 1 кг маси тіла (3-тя 
група). Досліджено статеву поведінку й фертильність самців, розраховано інтегральний показник 
репродуктивного потенціалу (Фі) порівняно з контрольною групою, які отримували розчинник (вода). 
У 1-й групі статева поведінка самців характеризувалася прискоренням спарювальних реакцій на 
самицю (дворазове скорочення латентності садок та інтромісій) та зниженою спроможністю до 
завершення парування еякуляцією та початку другого туру копуляцій. Самці цієї групи запліднювали 
менше самиць (67 щодо 91 % у контролі), які майже всі завагітніли. Неонатально індуковане по-
гіршення якості статевих клітин зумовило більш ніж двократне зростання внутрішньоутробних 
втрат у вагітних і зменшення загальної кількості плодів у самиці (на 21 %). Це визначило зменшення 
Фі самців у 2,6 раза порівняно з контролем. Застосування НЧ GdVO4 відновило показники статевої 
поведінки самців до рівня контрольної групи, що спричинило зростання кількості запліднених самиць 
(до 95 %). У вагітних самиць на тлі зменшення рівня внутрішньоутробних втрат (до 15,2 щодо 
18,1 % у контролі, Р<0,05) на 25 % (Р<0,05) зросла кількість плодів, що свідчить про підвищення 
якості сперматозоїдів. Показник Фі збільшився до 8,3±0,5 відносно 3,0±0,3 од. у 1-й групі, що було 
статистично достовірно вище, ніж у контрольній та 3-й групах. Застосування НЧ GdVO4 у щурів 
з патологією репродуктивної функції та метаболічними розладами, що індуковані неонатально, 
нормалізує статеву поведінку, відновлює фертильність та підвищує репродуктивний потенціал 
ефективніше за референтний препарат спеман.
Ключові слова: неонатальний стрес; фітоестрогени; наночастинки рідкоземельних металів; самці 
щурів; репродуктивний потенціал.
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ВСТУП

Нині найбільш актуальною є проблема чо-
ловічої гіпофертильності. За даними різних 
дослідників у 30-40 % випадків причиною 
подружнього непліддя є порушення статевої 
функції у чоловіка, з яких приблизно 30 % 
становить так зване ідіопатичне непліддя 
[1, 2]. Крім того, існує тенденція до пізнього 

входження у вік батьківства як жінками, так 
і чоловіками [3, 4], тобто «старіння» репро-
дуктивної функції є додатковим негативним 
чинником гіпофертильності. 

Для розвинених країн, де зростають 
темпи депопуляції [5], важливою є розробка 
препаратів, спроможних позитивно вплива-
ти на чоловічу репродуктивну функцію та 
підвищувати якість життя у пізньому зрілому 
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віку. Сучасна терапія зазвичай застосовує 
екзогенні гонадотропіни, антиестрогени, пре-
парати тестостерону, вітаміни [6], що нерідко 
ускладнюється визначенням адекватної дози, 
протипоказаннями та побічними ефектами 
[7]. Існуючі терапевтичні засоби для ліку-
вання гіпофертильності мало ефективні, а 
сучасні допоміжні репродуктивні технології 
мають зависоку ціну.

Це є підставою для пошуку нових на-
прямків створення препаратів для корекції 
розладів репродуктивної функції чоловіків. 
В останні десятиріччя накопичуються дані 
про роль інсуліну у фізіології репродуктив-
ної системи [8, 9]. Останній за допомогою 
найвищих регуляторних механізмів (гонадо-
тропний рилізінг-гормон та гонадотропні гор-
мони) діє на стероїдо- й гаметогенез і впливає 
на плідність самців, посилюючи рухливість 
сперматозоїдів, збільшуючи продукування 
NO та підвищуючи чутливість акросомальної 
реакції до специфічних стимулів [10, 11]. 

З’являється все більше доказів, що такі 
стани, як цукровий діабет 1-го й 2-го типів, 
інсулінорезистентність можуть бути при-
четними до поширеності репродуктопатій у 
осіб репродуктивного та працездатного віку 
[12]. Цілком вірогідно, що використання 
інсуліноміметиків та інсулінсенситайзерів 
буде сприяти відновленню порушеної репро-
дуктивної функції й плідності. У цьому сенсі 
увагу привертають ванадійвмісні сполуки, 
проте вони токсичні [13, 14] та мають слабку 
адсорбцію у шлунково-кишковому тракті. 
На відміну від загальноприйнятого у світі 
пошуку біологічно активних речовин у на-
прямку дослідження чотиривалентних солей 
та органічних ванадилів [15], перспективним 
є використання унікальних властивостей 
сполук ванадію у наноформі завдяки змінам 
біодоступності наноречовини. Раніше ми 
показали, що за умов тривалого надходження 
наночастинок ортованадату гадолінію (НЧ 
GdVO4) у старіючих самців стимулюється 
стероїдогенез (тестостерон) та сперматогенез 
на тлі гальмування розвитку вікової гіпер-

глікемії та зростання маси тіла [16]. 
Мета роботи – визначення ефективності 

НЧ GdVO4 для коригування розладів чолові-
чої репродуктивної функції на моделі неона-
тально індукованої репродуктопатії.

МЕТОДИКА

Експериментальні роботи з тваринами вико-
нували відповідно до національних «Загаль-
них етичних принципів експериментів на 
тваринах» (Україна, 2001), які узгоджуються 
з положеннями «Європейської конвенції про 
захист хребетних тварин, котрі використо-
вуються для експериментальних та інших 
наукових цілей» (Страсбург, 1986) [17]. Для 
дослідження ефективності НЧ GdVO4 (20-
40 нм) у новонароджених щурят було відтво-
рено модель неонатальної патології введен-
ням фітоестрогенів (ФЕ) на тлі емоційного 
стресу – 1-ша група [18]. Усього у досліді 
було задіяно 55 самців і 78 самиць щурів 
популяції Вістар з розплідника інституту.

Самці по досягненні 10-місячного віку 
протягом 70 діб натще отримували з кормом 
НЧ GdVO4 у дозі 0,33 мг/кг (2-га група) та 
препарат порівняння спеман, який містить 
складну рослинну композицію (стимулює 
сперматогенез та призначається у випадках 
гіпофертильності чоловіків [19]) у дозі 158 мг 
таблеткової маси на 1 кг маси тіла (3-тя група) 
[20]. Об’єм розчину корегували щотижня з 
урахуванням змін маси тіла тварин. Інтактні 
тварини відповідного віку, які отримували роз-
чинник (вода) у відповідному об’ємі, увійшли 
до контрольної групи.

Після формування у самців статевого 
досвіду у присмерковий час впродовж 15 хв 
досліджували статеву поведінку у парних те-
стах з рецептивною самицею після оваріекто-
мії за часовими та кількісними показниками 
садок, інтромісій та еякуляцій. Розраховували 
тривалість постеякуляторного рефрактерного 
періоду.

Фертильність самців вивчали згідно 
з загальноприйнятою методикою [21] за 
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результатами парування з інтактними здо-
ровими самицями. Розраховували індекси 
запліднення та вагітності; рівень загальних 
внутрішньоутробних втрат на 20-ту добу 
вагітності. Крім того, оцінювали репродук-
тивний потенціал самців за розрахунковим 
показником середньої реалізованої плідності 
(фертильності) самців (Fі) за рівнянням:

де: N1 – кількість самиць у групі; N2 – кіль-
кість запліднених самиць; N3 – кількість ва-
гітних самиць; N4  – середня кількість плодів 
у самиці; SN4  – помилка середнього арифме-
тичного кількості плодів у самиці [22].

Щурів утримували у стандартних умовах 
віварію при природному освітленні, раціоні 
та питному режимі ad libitum [23]. По закін-
ченні експерименту їх швидко декапітували. 
Самиць вводили в легкий тіопентал натріє
вий наркоз, а самців не наркотизували для 
запобігання змін вмісту статевих гормонів.

Отримані результати відповідали зако-
ну нормального розподілу, тому наведені 
як середнє арифметичне та його похибка. 
Статистичну вірогідність відмінностей між 
групами оцінювали із застосуванням кри-
теріїв t Стьюдента та χ2-квадрат за допомогою 
програми Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Аналіз показників статевої поведінки сам-
ців 1-ї групи виявив стимулювання ініціації 
парування, що виражалось у скороченні у 
2 рази латентних періодів садок (54±16 с 
щодо 111±21 с у контролі; Р<0,05) та майже 
2,5 раза інтромісій (55±16 с щодо 135±37 с у 
контролі; Р<0,05). Це означає, що у дослідних 
тварин стан статевого потягу (аналог лібідо у 
людини) був сильнішим, ніж у контролі, але 
досягти кінцевого елементу спарювальної 
поведінки − еякуляції, та розпочати другий 

тур спарювання був спроможний лише один 
самець з восьми. Тобто навіть при швидко-
му початку спарювання дослідні тварини не 
встигали за час тесту провести повноцінний 
статевий акт, що свідчить про зростання ла-
тентності еякуляції.

Послаблення статевої активності у самців 
щурів 1-ї групи призводить до погіршення 
фертильності та плідності. Це виявилося у 
вірогідному зниженні частки запліднених 
інтактних самиць до 67 % порівняно з таким 
у контролі (91 %), хоча майже усі запліднені 
самиці цієї групи виявилися вагітними (93 
відносно 100 % у контролі). На їх розтині 
зафіксовано вірогідне зменшення (на 21 %) 
загальної кількості плодів (таблиця) за раху-
нок зростання відсотка внутрішньоутробних 
втрат більш ніж в 2 рази порівняно з таким 
у контролі (рис. 1). Значення Fі у самців 1-ї 
групи було нижче за контрольні у 2,6 раза 
(Р<0,05; рис. 2). Отже, стресування та фіто-
естрогенізація щурят чоловічої статі у неона-
тальний період призводить до репродуктив-
них порушень у дорослому віці. Аномальні 
сперматозоїди порівняно з морфологічно 
нормальними статевими клітинами мають 
нижчу запліднювальну здатність. Це зумовле-
но як меншою їх здатністю до пенетрацї оо-
цитів, так і змінами в реакції гіперактивації, 
капацитації та акросомної реакції. У таких 
сперматозоїдах частіше реєструються ано-
малії хроматину, а інколи – збільшення рівня 
структурних хромосомних аберацій, що на-
далі може негативно впливати на наступний 
розвиток ембріонів або взагалі на наставання 
вагітності після запліднення [24, 25].

Відомо, що лікування пацієнтів з так 
званою ідіопатичною гіпофертильністю, за 
якої неможливо встановити причини розладу, 
викликає особливу складність. Використана в 
експерименті модель неонатально індукова-
ної гіпофертильності, на яку отримано патент 
[18], достатньо повно відтворює такий стан. 
Зокрема, у дорослих самців на тлі нормаль-
ної вікової концентрацій статевих гормонів, 
показників спермограми, гормональної функ-
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ції кори надниркових та щитоподібної залоз 
реєстрували погіршення запліднювальної 
здатності; більший рівень загибелі зародків 
у вагітних самиць, запліднених цими самця-

ми; зниження Фі самців на 69,2 % [26]. Крім 
того, вони відрізняються від інтактних тварин 
більшою масою тіла (майже на 20 %), що збі-
гається з підвищеним вмістом глюкози натще 

Рис. 1. Внутрішньоутробна загибель плодів самиць, запліднених самцями з неонатальною патологією, які отримували 
наночастинки ортованадату гадолінію: I – преімплантаційна; II – постіплантаційна; III – загальна; 1 – інтактні тварини; 
2 – самці з неонатальною патологією; 3 – самці з неонатальною патологією, які отримували наночастинки ортованадату 
гадолінію; 4 – самці з неонатальною патологією, які отримували спеман. 
* Р<0,05 відносно контролю; ** Р<0,05 відносно значень у самців з неонатальною патологією
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вали наночастинки ортованадату гадолінію ( x  ± S x )

Показник
Інтактні 
тварини 
(n=28)

Самці з неона-
тальною пато-
логією (n=13)

Самці з неонатальною па-
тологією, які отримували 
наночастинки ортованада-

ту гадолінію (n=20)

Самці з неона-
тальною патоло-
гією, які отри-
мували спеман 

(n=17)
Кількість плодів у 
приплоді (загальна) 9,0±0,4 7,2±0,8* 9,6±0,6** 8,8±0,8
     самиць 4,1±0,4 3,3±0,4 4,8±0,6** 4,5±0,5
     самців 4,9±0,3 3,9±0,6 4,9±0,6 4,4±0,5
Відношення самиць 
до самців

1,1±0,2 1,0±0,2 1,4±0,3 1,4±0,3

Маса плодів, г
     самиці 2,1±0,0 2,1±0,0 2,1±0,1 2,1±0,1
     самці 2,3±0,0 2,2±0,0 2,2±0,2 2,4±0,1
Довжина плодів, мм
     самиці 30,2±0,3 30,8±0,4 29,9±0,3 29,9±0,3
     самці 31,3±0,3 31,6±0,4 31,5±0,2 31,4±0,4
Ано-генітальна від-
стань у плодів, мм
     самиці 1,1±0,0 1,1±0,0 1,0±0,0 1,0±0,0
     самці 2,9±0,0 2,9±0,0 3,0±0,0 2,9±0,1

* Р<0,05 відносно контролю, ** Р<0,05 відносно групи тварин з неонатальною патологією; n – кількість приплодів
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(до 6,1±0,1 щодо 4,7±0,3 ммоль/л у контролі) 
та концентрації тригліцеридів та загального 
холестерину [18]. Тому вибір такої патоге-
нетичної моделі є обґрунтованим, як такої, 
що поєднує метаболічні порушення та ре-
продуктопатію. Можна стверджувати, що ця 
модель пояснює розвиток частини випадків 
ідіопатичної гіпофертильності у чоловіків.

Призначення НЧ GdVO4 тваринам 2-ї гру-
пи вже на 56-ту добу призвело до збільшення 
кількості елементів залицяльної поведінки 
(у 2,2 раза; Р<0,05) та відсотка тварин (до 
37,5 %), що спроможні до еякуляції. Ініціація 
спарювання (латентність садок та інтромісій) 
й час настання еякуляції у цих самців були 
подібні до таких у інтактних тварин. Слід 
зазначити, що надання тваринам НЧ GdVO4 
наближує статевий потяг та ініціацію спарю-
вання до показників інтактних тварин, а та-
кож сприяє ефективності спарювання (збіль-
шення відсотка тварин з еякуляцією). Треба 
акцентувати, що зміни статевої поведінки у 
такому напрямку спостерігалися вже на 26-ту 
добу. Ефект препарату порівняння спеману, 
який давали тваринам 3-ї групи, був подібним 
до того, що спостерігали при введенні щурам 
НЧ GdVO4, тобто статистично значущих роз-
біжностей між групами не виявлено.

Такі ж позитивні зміни спостерігалися й 
у показниках фертильності та плідності. Так, 
у самців 2-ї групи частка запліднених ними 

інтактних самиць вірогідно зросла до 95 %, 
що було вище, ніж у дослідних тварин без 
корекції (67 %), і свідчить про покращення 
статевої активності та якості сперматозоїдів 
після вживання сполуки. Ефект спеману (3-
тя група) був слабкішим: частка запліднених 
самиць дорівнювала 86 %, що не відрізнялося 
від результату 1-ї групи (Р=0,16). 

Майже усі запліднені самиці виявилися 
вагітними (95 та 92 % у 2-й та 3-й групах відпо-
відно). Кількість плодів на самицю у 2-й групі 
збільшилася на 25 % (Р<0,05), а у 3-й групі – на 
22 % (Р>0,05) порівняно зі значеннями без ко-
рекції (див. таблицю). Такі зміни пояснюються 
зниженням рівня загальних внутрішньоутроб-
них втрат з 37 % у групі без корекції до 15 % у 
2-й групі (Р<0,05) та до 23 % (Р>0,05) – у 3-й 
групі (див. рис. 1). 

Загалом, і це є найголовнішим, ці зміни 
призвели до статистично значущого зростання 
Fі у тварин 2-ї групи – майже у 3 рази порів-
няно зі значенням 1-ї групи (див. рис. 2). У 3-ї 
групі цей показник також зріс у 1,5 раза, але 
різниця з тваринами, що не отримували ліку-
вання, не набувала статистичної значущості. 

Згідно з нашими попередніми досліджен-
нями, споживання НЧ GdVO4 старими самця-
ми щурів призвело до збільшення концент-
рації тестостерону, активації сперматогенезу, 
збільшення антиоксидантної активності зрі-
лих сперматозоїдів, зменшення індукованої 

Рис. 2. Зміна інтегрального показника плідності самців з неонатальною патологією, які отримували наночастинки ор-
тованадату гадолінію (за 100 % прийнято значення контрольної групи): I – інтактні тварини, II – самці з неонатальною 
патологією, III – самці з неонатальною патологією, які отримували наночастинки ортованадату гадолінію, IV – самці з 
неонатальною патологією, які отримували спеман.  * Р<0,05 відносно контролю,  ** Р<0,05 відносно значень самців з 
неонатальною патологією,  *** Р<0,05 відносно значень самців з неонатальною патологією, які отримували наночастинки 
ортованадату гадолінію
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хемілюмінесценції суспензії епідидимальних 
сперматозоїдів у реакції Фентона [16]. Цілком 
можливо, що аналогічні зміни покращення 
якості статевих клітин відбувалися у самців 
щурів з неонатально індукованою патоло-
гією, що призвело до зменшення утворення 
аномальних зародків.

Таким чином, застосування оксидів 
рідкісноземельних металів (а саме GdVO4) 
у вигляді наночастинок у самців щурів з 
неонатально індукованими розладами репро-
дуктивної функції призводить до збільшення 
майже в 3 рази відсотка тварин, які за час 
тесту досягли еякуляції, до зростання на 30 % 
кількості запліднених самиць та сприяє їх 
плодючості. За своєю ефективністю, яку ми 
оцінювали за інтегральним показником Фі, 
досліджувана речовина перевищує референт-
ний препарат спеман. 

И.О. Белкина1, Н.П. Смоленко1, В.К. Клочков2, 
Ю.В. Малюкин2, Э.Е. Чистякова1,  
Н.А. Карпенко1, Ю.И. Караченцев1

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ НАНО
ЧАСТИЦ ОРТОВАНАДАТА ГАДОЛИНИЯ 
ДЛЯ КОРРЕКЦИИ НЕОНАТАЛЬНО  
ИНДУЦИРОВАННОЙ РЕПРОДУКТОПАТИИ 
У САМЦОВ КРЫС

Цель работы – определение эффективности наночастиц 
ортованадата гадолиния (НЧ GdVO4) для коррекции рас-
стройств мужской репродуктивной функции на модели 
неонатально индуцированной репродуктопатии. Потомки 
интактных крыс-родителей с 3-го по 22-й день жизни на 
фоне эмоционального стресса («Maternal separation stress») 
получали избыточное количество смеси фитоэстрогенов с 
молоком матери (1-я группа). В возрасте 10 мес самцам в 
течение 70 сут с кормом давали НЧ GdVO4 в дозе 0,33 мг/
кг (2-я группа) или референтный препарат спеман в дозе 
158 мг таблеточной массы на 1 кг массы тела (3-я група). 
Исследовали половое поведение и фертильность самцов, 
рассчитывали интегральный показатель репродуктивного 
потенциала Фі в сравнении со значениями контрольной 
группы (вода). В 1-й группе половое поведение самцов 
характеризовалось ускорением половых реакций на самку 
(двукратное укорочение латентности садок и интромис-
сий) и сниженной способностью к завершению копуляций 
эякуляцией и началу второго тура спариваний. Самцы этой 
группы оплодотворяли меньше самок (67 против 91 % в 
контрольной группе), которые почти все забеременели. Не-

онатально индуцированное ухудшение качества половых 
клеток обусловило более, чем двукратное увеличение 
внутриутробных потерь у беременных и уменьшение об-
щего количества плодов у самки (на 21 %). Это определило 
уменьшение Фі самцов в 2,6 раза по сравнению с контро-
лем. Применение НЧ GdVO4 восстановило показатели по-
лового поведения самцов до уровня контрольной группы, 
что обусловило увеличение количества оплодотворенных 
самок (до 95 %). У беременных самок на фоне уменьшения 
уровня внутриутробных потерь (до 15,2 против 18,1 % в 
контроле) на 25 % увеличилось количество плодов, что 
свидетельствует об улучшении качества сперматозоидов. 
Показатель Фі увеличился до 8,3±0,5 против 3,0±0,3 ед. 
в группе без коррекции, что статистически достоверно 
выше, чем в контрольной и 3-й группах. Применение 
НЧ GdVO4 у крыс с патологией репродуктивной функции 
и метаболическими нарушениями, индуцированными нео-
натально, нормализует половое поведение, восстанавлива-
ет фертильность и повышает репродуктивный потенциал 
эффективнее, чем референтный препарат спеман.
Ключевые слова: неонатальный стресс; фитоэстрогены; 
наночастицы редкоземельных металлов; самцы крыс; 
репродуктивный потенциал.
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THE EFFECT OF GADOLINIUM 
ORTHOVANADATE NANOPARTICLES BY 
NEONATAL INDUCED REPRODUCTIVE 
DISEASE IN MALE RATS

For the purpose to develop of method for treatment of male 
hypofertility the efficiency of gadolinium orthovanadate 
nanoparticles (NP GdVO4) in rats with neonatal induced 
reproductive disease, has been investigated. The progeny of 
intact rats parents were exposed to emotional stress («Maternal 
separation stress») and received an excessive amount of the 
blend of phytoestrogens (Ph) with mother’s milk (1st group) 
from 3 to 22 day life. At the age of 10 months males received 
NP GdVO4 (0.33 mg/kg; 2nd group) or speman (158 mg/kg; 
3rd group) with feed over the 70 days.  Sexual behavior and 
fertility of males were investigated; the integrated indicator 
of reproductive potential (Fì) was calculate and was estimated 
with the data of animals from group Control who were given 
vehicle (water). In the 1st group sexual behavior of males 
was characterized by accelerating sexual responses on female 
(double shortening of mounting and intromission latency) and 
a reduced ability to achieve ejaculation and to start the second 
round of copulations. The less females have been inseminated 
by these males (67% vs. 91% in Control group), but almost 
all became pregnant. As a result of the neonatal induction 
deterioration in the quality of male gametes intrauterine 
pregnancy loss increased more than twice, and the total number 
of foetus decreased (on 21%). These changes have led to a 
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reduction of the male integrated indicator of reproductive 
potential (Fì) in 2.6 times compared with control animals. 
Using a NP GdVO4 rehabilitated male sexual behaviour 
indicators to Control group level, resulting in an increase in 
the number of fertilized females (up to 95%). In pregnant 
females decreased fetal losses (up to 15.2% vs. 18.1% in 
control, р<0,05) and  increase in the number of fetuses (on 25%, 
р<0,05) that shows an improvement in the quality of sperm. The 
integrated indicator of reproductive potential (Fì) increased 
to (8.3 ± 0.5) vs. (3.0 ± 0.3) u. in the 1st group (without 
treatment), that statistically higher than in groups Control and 
3rd. Application of NP GdVO4 in rats with neonatal inductive 
pathology of the reproductive function and metabolic disorders 
normalizes sexual behaviour, the quality of sperm that restores 
male fertility and improves reproductive potential much more 
efficiently than the reference drug speman.
Key words: neonatal stress, phytoestrogens, rear-earth-based 
nanoparticles, male rats, reproductive potential.
1SI «V. Danilevsky Institute for Endocrine Pathology 
Problems of NAMS of Ukraine», Kharkov;  
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Особливості аргіназного шляху метаболізму 
L-аргініну в сперматозоїдах чоловіків  
при різних формах патоспермії
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При різних формах патоспермії у чоловіків досліджували зміни активності аргінази сперматозоїдів 
та гормональний профіль периферичної крові. Встановлено, що активність аргінази в спермато-
зоїдах чоловіків з олігозоо-, астенозоо-, олігоастенозоо- та лейкоцитоспермією знижується в 2,1, 
2,3, 2,4 і 3,3 раза відповідно. Це вказує на пригнічення аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, яке 
суттєво не залежать від типу порушення сперматогенезу. Проте зниження активності аргінази 
має найбільш виражений характер у пацієнтів з лейкоцитоспермією, адже лейкоцити стимулюють 
утворення реактивних форм кисню, індукцію та розвиток оксидативного та нітразивного стресу 
в сперматозоїдах. Пригнічення аргіназного шляху метаболізму L-аргініну має пристосувальне зна-
чення, яке полягає в обмеженні його біодоступності та запобіганні надлишкового утворення NO 
у цитотоксичних для сперматозоїдів концентраціях. Відзначено також зміщення сироваткового 
вмісту гонадотропних і статевих гормонів у чоловіків з різними формами патоспермії. Так, зокре-
ма вміст фолікулостимулюючого гормону при олігозооспермії, спричиненій гіпогонадизмом вищий 
вдвічі, а у разі лейкоцитоспермії в 1,8 раза щодо значень у фертильних чоловіків. Водночас за умов 
астенозооспермії цей показник нижчий в 2,2 раза стосовно значень у чоловіків з нормозооспермі-
єю, проте знаходиться в межах фізіологічної норми. Вміст тестостерону нижчий в 1,6 раза у 
чоловіків з порушенням сперматогенезу за типом олігозооспермії і знаходиться на нижній межі 
фізіологічної норми. Встановлено, що у неплідних чоловіків з порушенням сперматогенезу за типом 
олігозооспермії пригнічення активності аргінази сперматозоїдів позитивно корелює зі зниженням 
їх концентрації в еякуляті (r = 0,68).
Ключові слова: аргіназа; оксид азоту; неплідність у чоловіків.
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ВСТУП

Непліддя є важливою соціально-демографіч-
ною та медико-біологічною проблемою не 
тільки для України, а й для більшості розви-
нутих країн, його частка за різними даними 
сягає до 35-50 %. Серед причин цієї патології 
вагоме місце займають порушення спермато-
генезу [1]. Одним з ключових патогенетич-
них ланок розвитку непліддя у чоловіків є 
порушення функціонування NO-сигнальної 
системи [2]. Оксид азоту (NO) – молекула, 
якій властива висока реакційна здатність та 
широкий спектр біорегуляторних ефектів у 
різних органах, зокрема і в чоловічій ста-

тевій системі. Ензиматичне утворення NO 
здійснюється за участю NO-синтаз (NOS), 
які експресуються у різних клітинах статевої 
системи чоловіків [3]. Швидкість продукції 
NO значною мірою залежить від біодоступ-
ності L-аргініну, який виступає субстратом 
для NOS.

Аргіназа (EC 3.5.3.1) – металоензим 
циклу сечовини, який каталізує гідроліз 
L-аргініну до сечовини та орнітину, конку-
руючи за спільний субстрат із NOS та впли-
ваючи на її активність. Співвідношення між 
різними шляхами метаболізму L-аргініну 
(NO-синтазним (окисним) та аргіназним (не-
окисним)) підтримує фізіологічний пул цієї 
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амінокислоти у клітинах та детермінує інтен-
сивність продукції NO та його метаболітів 
[4]. Відомо, що ензим представлений у двох 
ізоформах: аргіназа I – ензим цитозольної 
локалізації, який найбільш інтенсивно екс-
пресується у клітинах печінки і, головним чи-
ном, задіяний в утворенні сечовини, аргіназа 
II – ензим мітохондріальної локалізації, який 
ідентифіковано в різних типах клітин. Вона 
бере участь в біосинтезі поліамінів, орні-
тину, проліну, глутамату та в прозапальних 
процесах [5]. Таким чином, аргіназа відіграє 
важливу роль у регуляції клітинного синтезу 
NO і модифікує його біологічні ефекти [6]. 
У ссавців аргіназу ідентифіковано в клітинах 
простати, сім’яників, у сім’яній рідині та 
сперматозоїдах.

У науковій літературі можна зустріти 
поодинокі дані щодо активності аргінази в 
сперматозоїдах чоловіків з непліддям, проте 
ці дані є вкрай суперечливими [7]. Вивчення 
активності аргінази в патогенезі порушень 
репродуктивної функції чоловіків є перспек-
тивним, оскільки з’ясування нових відомо-
стей дасть можливість удосконалити діагно-
стику і сприятиме розробленню правильної 
тактики й оптимальних схем обґрунтованого 
лікування.

Метою нашої роботи було дослідити ак-
тивність аргінази в сперматозоїдах неплідних 
чоловіків з різними порушеннями спермато-
генезу та встановити кореляційний зв’язок 
між активністю аргінази і гормональним 
профілем периферичної крові.

МЕТОДИКА

Проаналізовано дані 72 чоловіків, що про-
ходили первинне обстеження у зв’язку з 
непліддям у консультативній поліклініці 
Львівської обласної клінічної лікарні з січня 
2014 по квітень 2016 р. Середній вік пацієнтів 
становив 26,2±4,2 років. Критерії включення: 
вік 21-39 років, неплідність у шлюбі 1-10 
років, чоловічий фактор неплідності, за умов 
олігозооспермії або терато- і/або астенозоо-

спермії. Критерії виключення: неплідність у 
шлюбі понад 10 років, азооспермія, надмір-
не вживання алкоголю та вплив будь-яких 
шкідливих фізико-хімічних чинників під час 
діагностично-лікувальних заходів.

Усіх пацієнтів було розділено на 4 групи. 
За показниками спермограм олігозооспермія 
була виявлена у 12 пацієнтів (16,7  %), які 
увійшли в 1-шу групу, астенозооспермія у 
17 пацієнтів (23,6 %), що склали 2-гу групу, 
олігоастеноспермія у 10 пацієнтів (13,9 %), 
які увійшли в 3-тю групу. У 39 (54,2 %) 
обстежуваних неплідних чоловіків вміст 
лейкоцитів у спермі становив <1,0·106  /мл, 
лише у 33 (45,8  %) пацієнтів відзначалася 
лейкоцитоспермія, тобто вміст лейкоцитів 
коливався від 1,0·106 до 3,0·106 /мл, що 
свідчило про наявність запального процесу 
у цього відсотка чоловіків. Вони складали 
4-ту групу. До контрольної групи ввійшло 
20 соматично здорових чоловіків віком від 
22 до 39 років зі збереженою фертильністю 
й нормозооспермією та підтвердженим бать-
ківством (перебувають у шлюбі протягом 3-10 
років і мають 1-3 здорових дітей).

Матеріалом для дослідження були зразки 
сім’яної рідини, яку отримували мастур-
бацією після статевої абстиненції 3-5 днів. 
Показники спермограм (концентрація спер-
матозоїдів, їх рухливість, морфологія та 
відсоток живих форм) оцінювали за допо-
могою світлооптичної мікроскопії, згідно 
з директивами щодо їх проведення (ВООЗ, 
2010) [8]. Матеріал отримували відповідно 
до передбачених заходів, спрямованих на 
забезпечення задовільних умов збереження 
здоров’я пацієнта, дотримання його прав, 
людської гідності та морально-етичних норм. 
Умови відбору дослідних зразків відповідали 
вимогам принципів Гельсінської декларації 
охорони прав людини, конвенції Ради Європи 
про права людини і біомедицину та положен-
ням відповідних законів України.

Сперматозоїди чоловіків відмивали від 
плазми еякуляту 3-разовим центрифугуван-
ням при 3000 об/хв протягом 10 хв у середо-
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вищі, яке містило (ммоль/л): NaCl – 120, KCl 
– 30, Hepes (рН 7,4) – 30. Вміст загального 
протеїну в пробах визначали методом Лоурі 
з використанням набору виробництва НВФ 
“Simko Ltd” (Україна). Активність аргінази 
визначали на пермеабілозованих спермато-
зоїдах. Для цього до їх суспензії додавали 
детергент сапонін у кінцевій концентрації 
0,5 %. Аргіназну активність обчислювали за 
утворенням сечовини, вміст якої визначали 
спектрофотометрично за допомогою діа-
гностичного набору відповідно до інструк-
ції фірми-виробника (НВФ “Simko Ltd”). 
Середовище інкубації (об’єм 0,5  мл) для 
визначення аргіназної активності містило 
(ммоль/л): L-аргінін – 100, MnCl2 – 2, тріс-
HCl (рН 9,5) – 20. Кількість протеїну в пробі 
не перевищувала 50-100 мкг. Тривалість інку-
бації при 37 0С становила 90 хв. Ензиматичну 
реакцію ініціювали внесенням до середовища 
інкубації аліквоти пермеабілізованих спер-
матозоїдів, а зупиняли – додаванням 1  мл 
50%-го розчину трихлороцтової кислоти. 
Після центрифугування в надосадовій сумі-
ші визначали вміст сечовини. У контрольні 
зразки замість суспензії клітин вносили від-
повідну аліквоту фізрозчину. Крім дослідних 
і контрольних проб готували також пробу, яка 
містить стандартний розчин сечовини (16,65 

ммоль/л). Гормональний профіль сироватки 
периферичної крові чоловіків (вміст гона-
дотропних та статевих гормонів) визначали 
методом імуноферментного аналізу.

Отримані результати обробляли методами 
варіаційної статистики за допомогою про-
грамного забезпечення MS Office. Для визна-
чення вірогідних відмінностей між середніми 
величинами двох вибірок використовували 
критерій t Стьюдента для незалежних вибірок. 
Вірогідними вважали результати за умови 
P < 0,05. Результати представлені як середнє 
арифметичне ± стандартна похибка середньо-
го. Кількість дослідів (n) відповідає кількості 
зразків, досліджених у кожному випадку 
(кожен раз використовували сперматозоїди 
від одного пацієнта або здорового донора).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У табл. 1 наведено результати основних мор-
фофункціональних характеристик еякуляту 
інфертильних чоловіків з різними формами 
патоспермії. Відмічаються статистично віро-
гідні відхилення за основними показниками 
сперматограм у всіх досліджуваних групах. 
Найбільш виражені зміни спостерігаються у 
значенні концентрації лейкоцитів в еякуляті 
інфертильних чоловіків (4-та група), проте 

Таблиця 1. Основні морфофункціональні характеристики еякуляту інфертильних чоловіків  
з різними формами патоспермії

Досліджувані показ-
ники еякулятів

Нормо- 
зооспермія

Інфертильні чоловіки
оліго 

зооспермія
астенозоо-

спермія
олігоастено-
зооспермія

лейкоциспермія

Концентрація сперма-
тозоїдів, 106 мл–1 50,0±6,40 11,95±2,35 *** 44,30±5,35  9,95±1,65 *** 46,40±6,20
Відносна кількість 
рухливих  
сперматозоїдів, % 52,86±3,22 42,33±4,95 24,05±5,35 *** 26,05±4,25 *** 42,34±3,24
Кількість патологіч-
них форм, % 32,8±2,8 39,72±3,2 45,5±5,2 * 42,7±3,2 42,4±3,6
Концентрація лейко-
цитів в еякуляті,  
106 мл-1 0,28±0,06 0,46±0,08 0,34±0,08 0,44±0,09 1,56±0,25 ***

Примітка: тут і в табл. 2: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 відносно контрольної групи (нормозооспермія).
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інші показники сперматограми знаходяться 
в межах фізіологічної норми.

Слід відмітити, що активність аргінази в 
сперматозоїдах неплідних чоловіків з оліго-
зооспермією в 2,1 раза нижча (P<0,001), ніж 
при нормозооспермії (рис. 1). У чоловіків з 
порушеним сперматогенезом за типом асте-
нозооспермії активність аргінази вірогідно 
нижча в 2,3 раза порівняно з контролем. У 
разі поєднаної патології (олігоастенозоос-
пермія) аргіназна активність сперматозоїдів 
є дещо нижчою, ніж при ізольованих пору-
шеннях та в 2,4 раза (P<0,001) нижча, ніж у 
фертильних чоловіків. 

За наявності лейкоцитоспермії цей показ-
ник був нижчим в 3,3 раза (P<0,001) щодо 
значень у фертильних чоловіків. Загальнові-
домо, що лейкоцити є маркерами запалення 
та/або наявності інфекції. Вони негативно 
впливають на сперматозоїди, стимулюють 
утворення реактивних форм кисню, індукцію 
та розвиток оксидативного стресу, у такий 
спосіб пригнічуючи рухливість і функціо-
нальну активність сперматозоїдів [9]. Актив-
ні форми кисню, які продукуються лейкоци-
тами, можуть викликати пошкодження ДНК 
сперматозоїдів [10].

Функціональна активність аргінази має 
важливе клінічне значення. Конкуруючи з 
NOS за спільний субстрат, яким є L-аргінін, 
аргіназа знижує біодоступність останньо-
го та регулює утворення NO. Залежно від 
концентрації та умов утворення, останній і 
його вільнорадикальні похідні проявляють 
регуляторні або цитотоксичні ефекти. Низь-
кі концентрації NO підвищують рухливість 
сперматозоїдів, а його надлишок призводить 
до порушення сперматогенезу. Показано, що 
L-аргінін збільшує рухливість сперматозоїдів 
пацієнтів з астенозооспермією, а аргіназа ві-
діграє важливу роль у забезпеченні рухливо-
сті сперматозоїдів і запобіганні передчасної 
акросомної реакції [11].

Відомо, що внутрішньоклітинна локаліза-
ція аргіназ визначає різні шляхи метаболізму 
L-аргініну. Колокалізація цитозольної аргі-
нази I та орнітиндекарбоксилази спрямовує 
перетворення орнітину на синтез поліамінів, 
тоді як мітохондріальна аргіназа II та орні-
тиамінотрансфераза зумовлюють утворення 
проліну та L-глутамату. Власне, аргіназа II 
функціонально пов’язана з утворенням полі-
амінів у позапечінкових тканинах. Поліаміни 
є органічними полікатіонними сполуками, які 
відіграють важливу роль у процесах репліка-
ції та диференціації клітин, регулюванні про-
дукції NO в клітинах та транспортуванні Ca2+. 
Окрім того, вони проявляють антирадикальні 
властивості та відіграють протекторну роль 
запобігаючи пероксидації ліпідів і сприяють 
антиоксидантному захисту [12].

У науковій літературі відомості щодо 
активності (експресії) аргінази в спермато-
зоїдах чоловіків є обмеженими. Отримані 
нами середні значення активності аргінази 
в сперматозоїдах чоловіків з нормозооспер-
мією є дещо вищими порівняно з літератур-
ними даними [13]. Наші результати, в яких 
показано пригнічення активності аргінази 
в сперматозоїдах інфертильних чоловіків з 
різними формами патоспермій, узгоджуються 
з даними інших авторів. Зокрема відомо, що 
цей показник у фертильних чоловіків є істот-

Рис.  1. Аргіназна активність сперматозоїдів чоловіків 
з різними формами патоспермій: 1- нормозооспермія 
(контроль), 2 - олігозооспермія, 3 - астенозооспермія, 
4 - олігоастенозооспермія, 5 - лейкоциспермія . *P<0,001 
щодо контролю
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но вищим, ніж у неплідних з астенозооспер-
мією [7]. Також активність аргінази сім’яної 
плазми є вищою в здорових чоловіків, ніж 
у пацієнтів з астенозооспермією. Введення 
хворим з астенозооспермією добавок цинку в 
раціон призводить до нормалізації показників 
сперматограм та статистично вірогідного від-
новлення активності аргінази сперматозоїдів 
та сім’яної плазми до контрольних значень. У 
роботі Eskiocak та співавт. [14] показано, що 
активність аргінази сім’яної плазми здорових 
чоловіків є істотно нижчою за умов психоло-
гічного стресу, ніж протягом нестресового 
періоду. Встановлено наявність позитивно-
го кореляційного зв’язку між активністю 
аргінази і концентрацією сперматозоїдів, 
активністю аргінази й індексом рухливості 
сперматозоїдів. Аналогічні залежності між 
активністю аргінази сім’яної плазми та 
концентрацією і рухливістю сперматозоїдів 
виявлено у баранів і биків [15, 16].

Слід зауважити, що отримані нами ре-
зультати суперечать даним дослідників, які 
виявили, що аргіназна активність сперматозо-
їдів неплідних чоловіків з олігозооспермією є 
суттєво вищою, ніж у здорових донорів [13]. 
Водночас, ними не виявлено статистично 
достовірної різниці в активності аргінази 
сім’яної плазми неплідних чоловіків з олі-
гозооспермією та здорових донорів. Проте 
також показано наявність позитивного коре-
ляційного зв’язку між активністю аргінази 
(як в сперматозоїдах, так і в сім’яній плазмі) 
і рухливістю сперматозоїдів і негативного ко-
реляційного зв’язку між активністю аргінази 
та концентрацією сперматозоїдів. Застосову-
ючи сучасні протеомічні технології та методи 
біоінформатики встановлено [17], що експре-
сія протеїну мітохондріальної аргінази II ха-
рактерна лише для сперматозоїдів неплідних 
чоловіків з одностороннім варикоцеле, а у 
фертильних чоловіків її не ідентифіковано.

Зростання аргіназної активності у чолові-
ків з олігозооспермією може мати пристосу-
вальне значення, яке полягає в обмеженні біо-
доступості L-аргініну, який є субстратом для 

надсинтезу NO за участю NOS. Гіпепродук-
цією NO виявлено [18] при запальних захво-
рюваннях урогенітального тракту, яку пов’я-
зують з патоспермією через прямі токсичні 
ефекти NO та стимуляцію перикисного 
окиснення ліпідів. Проте слід зауважити, що 
взаємозв’язок активності (експресії) аргінази 
та NOS є значно складнішим, ніж просто кон-
куренція за спільний субстрат [19]. В умовах 
фізіологічної норми афіність ізоформ NOS до 
L-аргініну (2-20 мкмоль/л) є на три порядки 
вищою, ніж для аргінази (2-20 ммоль/л), тому 
за нормальних умов ці ензими не можуть кон-
курувати за спільний субстрат. Окрім того, 
біодоступність L-аргініну регулюється також 
його синтезом de novo та функціонуванням 
транспортувальних систем цієї амінокислоти. 
Пригнічення активності аргінази, на нашу 
думку, може бути пов’язано з інгібуванням 
ензиму нітритами – кінцевими стабільними 
продуктами метаболізму NO. Показано наяв-
ність негативного кореляційного зв’язку між 
концентрацією NO та активністю аргінази в 
сім’яній плазмі за умов психологічного стре-
су, причому протягом нестресового періоду 
цей зв’язок не простежується [14].

Одним з патогенетичних механізмів 
чоловічого непліддя є порушення гормо-
нальної регуляції сперматогенезу, в якому 
ключову роль відіграють чоловічі статеві 
гормони андрогени. Взаємодіючи із специ-
фічними андрогенними рецепторами, вони 
визначають розвиток чоловічих статевих 
ознак, активують та підтримують сперма-
тогенез. Етіологію різних форм патоспермії 
пов’язують з гормональними порушеннями 
[20]. Встановлено, що андрогени регулюють 
експресію аргінази та аргінін- і орнітинме-
таболізуючих ензимів [21]. Здатність андро-
генів до регулювання експресії аргінази I та 
аргінази II продемонстровано в гормончут-
ливих клітинних лініях простати у чоловіків 
з раком простати [22].

У табл. 2 наведено результати гормональ-
ного профілю крові інфертильних чоловіків 
з різними формами патоспермії.

Р.В.Фафула, О.К.Онуфрович, У.П.Єфремова, Д.З.Воробець, З.Д. Воробець 
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При вивченні гормонального профілю 
сироватки периферичної крові у чоловіків 
з різними формами патоспермії відзначено 
зміщення вмісту гонадотропних і статевих 
гормонів. Найбільш виражені вірогідні зміни 
спостерігаються у вмісті фолікулостимулю-
ючого гормону та тестостерону. Так, вміст 
фолікулостимулюючого гормону в чоловіків 
з олігозооспермією, спричиненою гіпогона-
дизмом, у середньому в 2 рази, а з лейкоци-
тоспермією в 1,8 раза вищий, ніж у фертиль-
них чоловіків. У разі астенозооспермії цей 
показник нижчий в 2,2 раза щодо значень 
при нормозооспермії і знаходиться в межах 
фізіологічної норми. Вміст тестостерону 
нижчий в 1,6 раза у чоловіків з порушенням 
сперматогенезу за типом олігозооспермії і 
знаходиться на нижній межі фізіологічної 
норми. Концентрація лютеїнізуючого гор-
мону, естрадіолу та пролактину у неплідних 
чоловіків з різними формами патоспермій 
статистично вірогідно не відрізняється від 
контролю. Слід зазначити, що вміст естра-
діолу вищий у неплідних чоловіків, проте ці 
зміни не є статистично достовірними.

Більшість дослідників підтверджує висо-
кий вміст фолікулостимулюючого гормону 
у хворих з олігозооспермією порівняно з 
нормозооспермією або у чоловіків з підтвер-
дженим батьківством [23, 24]. Проте, Alaa 

Shaker та співавт. [25] змін у вмісті фоліку-
лостимулюючого гормону при патосперміях 
не виявили. Відомості щодо вмісту іншого 
гонадотропного гормону (лютеїнізуючого 
гормону) теж різняться [23, 25]. Суперечливі 
дані отримані й при вивченні сироваткових 
концентрацій статевих гормонів. Переважна 
більшість авторів підтверджує зниження 
вмісту тестостерону у неплідних чоловіків 
з олігозооспермією [24, 25], проте деякими 
дослідниками не виявлено відхилень зна-
чень цього показника [23, 26]. Shaikh MA та 
співавт. [27] виявили зниження вмісту тесто-
стерону не лише у чоловіків з олігозооспер-
мією, але й з астенозооспермією. Літературні 
дані щодо вмісту естрадіолу та пролактину 
в неплідних чоловіків з різними формами 
патоспермій також вкрай різняться. Таким 
чином, однозначної думки щодо зміщення 
сироваткових концентрацій гонадотропних 
і статевих гормонів в неплідних чоловіків 
з різними формами патоспермій дотепер 
немає. 

Оскільки дані літератури [21] свідчать, 
що функціональна активність сперматозоїдів 
тісно пов’язана зі вмістом андрогенів, ми 
встановили кореляційний зв’язок між актив-
ністю аргінази та концентрацію тестостерону 
в сироватці крові неплідних чоловіків з олі-
гозооспермією (рис. 2). 

Таблиця 2. Гормональний профіль крові інфертильних чоловіків з різними формами патоспермії

Гормони
Нормо- 

зооспермія

Інфертильні чоловіки
оліго 

зооспермія
астено 

зоо-спермія
олігоастено-
зооспермія

лейкоци- 
спермія

Фолікулостиму-
люючий гормон, МО/мл 6,8±0,8 13,8±2,3 ** 3,1±0,4 ** 6,6±1,2 10,2±1,6 *
Лютеїнізу́ючий гормо́н, 
МО/л 5,2±2,2 7,2±1,1 2,8±0,5 7,1±0,9 8,4±1,5
Тестостерон,
нмоль/л 16,8±2,1 10,7±1,1 * 15,2±1,2 12,6±1,6 12,4±1,6
Естрадіол,
пг/мл 23,8±7,2 40,8±8,8 31,8±7,7 38,2±7,0 43,2±9,2
Пролактин,
нг/мл 12,4±2,2 10,8±4,2 12,8±4,3 12,4±5,2 13,2±3,6
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У чоловіків з порушенням сперматогенезу за 
типом олігозооспермії пригнічення активності 
аргінази сперматозоїдів позитивно корелює зі 
зниженням їх концентрації в еякуляті (r = 0,68). 
Кореляційним аналізом статистично досто-
вірних залежностей між змінами аргіназної 
активності при різних формах патоспермій та 
іншими показниками гормонального профілю 
неплідних чоловіків не виявлено.

Таким чином, отримані нами результати 
вказують на порушення функціональної ак-
тивності системи L-аргінін–NO у спермато-
зоїдів неплідних чоловіків, яке проявляється 
в інгібуванні активності аргінази. Спостері-
гається пригнічення аргіназної активності, 
що свідчить про порушення в неокисному 
шляху обміну L-аргініну. Найбільш виражені 
зниження активності аргінази відмічається 
при лейкоцитоспермії, що, очевидно, пов’я-
зано з утворенням активних форм кисню та 
ініціацією процесів перекисного окиснення 
ліпідів. На нашу думку, пригнічення актив-
ності аргінази пов’язане з оксидативним  і 
нітрооксидативним стресом та гіперпродук-
цією NO, який пригнічує активність аргіна-
зи. Припускається, що зниження активності 
аргінази призводить до дисбалансу в системі 
L-аргінін–NO, що спричинює порушення 
запліднювальної здатності сперматозоїдів.

R.V. Fafula, O.K. Onufrovych, U.P. Iefremova, 
D.Z. Vorobets, Z.D. Vorobets

THE PECULIARITIES OF 
ARGINASE PATHWAY OF L-ARGININE IN 
SPERMATOZOA IN MEN WITH DIFFERENT 
FORMS OF PATHOSPERMIA

The changes in arginase activity of spermatozoa and hormo-
nal profile of peripheral blood of infertile men with various 
forms pathospermia have been studied. It has been found that 
arginase activity in the sperm cells of men with oligozoo-, an-
tenozoo-, oligoastenozoo- and leucocytospermia is decreased 
in 2.1, 2.3, 2.4 and 3.3 times respectively. This indicates about 
inhibition of arginase pathway of L-arginine metabolism, 
which is not significantly dependent on the type of disruption 
of spermatogenesis. The most significant changes have been 
observed in infertile men with leucocytospermia since white 
blood cells stimulate the formation of reactive oxygen species, 
induction and development of oxidative and nitrative stress 
in spermatozoa. Inhibition of arginase pathway of L-arginine 
metabolism has adaptive role, which is to limit bioavailabil-
ity of L-arginine and to prevent excessive formation of NO 
in cytotoxic concentrations to sperm cells. It has been noted 
changes in serum concentrations of gonadotropin and sex 
hormones in men with various forms of pathospermia. The 
most expressed significant changes were in levels of follicle 
stimulating hormone and testosterone. The concentration of 
follicle stimulating hormone in patients with oligozoospermia 
caused by hypogonadism is twice higher and in patients with 
leucocytospermia in 1.8 times higher than in fertile men. In 
patients with astenozoospermia this value is in 2.2 times lower 
than in normozoospermic samples but within the physiological 
norm. The testosterone level in men with oligozoospermia is in 
1.6 times lower than in fertile men but within the physiological 
norm. It has been found that arginase inhibition of spermatozoa 
positively correlated with a decrease in their concentration in 
the ejaculate of infertile men with oligozoospermia (r = 0.68).
Keywords: arginase; nitric oxide; infertility in men.
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Р.В. Фафула, О.К. Онуфрович, У.П. Ефремова, 
Д.З. Воробец, З.Д. Воробец

ОСОБЕННОСТИ АРГИНАЗНОГО ПУТИ 
МЕТАБОЛИЗМА L-АРГИНИНА В СПЕРМА-
ТОЗОИДАХ МУЖЧИН ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 
ФОРМАХ ПАТОСПЕРМИЙ

Исследовано изменения активности аргиназы в спермато-
зоидах и гормональный профиль периферической крови 
бесплодных мужчин при различных формах патоспермии. 
Обнаружено угнетение аргиназного пути метаболизма 
L-аргинина в сперматозоидах мужчин с олиго-, астено-, 
олигоастенозоо- и лейкоцитоспермией. Наиболее выра-
женные изменения отмечаются у бесплодных мужчин 

Рис.  2. Кореляційний зв’язок активності аргінази спер-
матозоїдів неплідних чоловіків з олігозооспермією та 
концентрації сперматозоїдів у еякуляті
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при лейкоцитоспермии. Следует отметить изменение 
содержания в сыровотке крови гонадотропных и половых 
гормонов у мужчин с различными формами патоспермии. 
Наиболее значительные достоверные изменения наблюда-
ются в содержании фолликулостимулирующего гормона 
и тестостерона. Установлено, что у бесплодных мужчин 
с нарушением сперматогенеза по типу олигозооспермии 
подавление активности аргиназы сперматозоидов поло-
жительно коррелирует со снижением их концентрации в 
эякуляте (r = 0,68).
Ключевые слова: аргиназа; оксид азота; бесплодие у 
мужчин.
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Особливості аргіназного шляху метаболізму L-аргініну в сперматозоїдах чоловіків
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