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Mikheev, A. O. (2017). Borna disease virus and its role in the pathology of animals and humans. Regulatory 
Mechanisms in Biosystems, 8(1), 3–10. doi: 10.15421/021701 

Infectious diseases that are caused by numerous pathogenic microorganisms – bacteria, viruses, protozoa or fungi – 
can be transmitted from patients or carriers to healthy people or animals. A large group of infectious disease is caused 
by pathogens of animal infections – zoonoses. The issue of zoonoses is of great significance in human pathology and 
requires comprehensive study. This is of particular relevance to Ukraine, as the question of prevalence, level within the 
population and threats to human life and health from zoonoses, though highly important, has remained insufficiently 
studied. Information about many of these pathogens is absent in the existing scientific literature accessible in Ukraine – 
both veterinary and medical. This applies, in particular, to a causative agent of viral zoonoses the Borna disease virus or 
Bornavirus. For this purpose, an analysis of the literature concerning the role of the Bornavirus in the pathology of 
animals and humans was conducted. It is well known that a large number of pathogens of animal infections (zoonoses), 
including viral, pose a potential threat to human health. Among these potential threats is the Borna disease virus 
belonging to the family of Bornaviridae, order Mononegavirales. This order includes representatives of deadly human 
diseases like rabies (family Rhabdoviridae), Ebola virus (family Filoviridae) and Nipah virus (family Paramyxoviridae). 
Borna virus disease affects mainly mammals, but can infect birds and even reptiles (Aspid bornavirus). It is established 
that Bornaviruses have a wide range of natural hosts (horses, sheeps, cats, bats and various birds), including domestic 
animals, which poses a potential threat to human health. This is evidenced by numerous, although contradictory, 
research into the role of the Borna disease virus in human pathologies such as schizophrenia, depression, prolonged 
fatigue syndrome, multiple sclerosis and others. Analysis of the literature clearly shows the important role of the Borna 
disease virus in a variety of mental and behavioural changes in animals, both wild and domestic. However, the large 
amount of contradictory data and studies cannot yet provide a clear picture of the role of this virus in human pathology. 
On the one hand, there are clear data of the presence of RNA of the Bourna disease virus and antibodies to it in patients 
with psychoneurotic changes. On the other, there is no clear understanding of the infectivity of the virus in humans and 
its transmission from animals to humans and from person to person. These questions require further research and 
comprehensive study, particularly on the territory of Ukraine.  

Keywords: zoonoses; infectious diseases; Bornaviruses; diseases of humans and animals  

Вірус хвороби Борна та його значення  
в патології тварин і людини  

А. О. Міхєєв  

Буковинський державний медичний університет, Чернівці, Україна  

Проведено аналіз літературних джерел, які стосуються ролі вірусу Борна у патології тварин і людини. Велика кількість збудників 
тваринних інфекцій (зоонозів), зокрема, вірусних, становить потенційну загрозу здоров’ю людини. Серед таких потенційних загроз – вірус 
хвороби Борна, що належить до родини Bornaviridae, порядку Mononegavirales. До цього порядку входять представники таких смертельних 
для людини захворювань як сказ (родина Rhabdoviridae), вірус Ебола (родина Filoviridae), вірус Ніпах (родина Paramyxoviridae). Вірус 
хвороби Борна вражає переважно ссавців, проте може вражати птахів і навіть плазунів (борнавірус аспідових). Борнавіруси мають велике 
коло природних господарів (коні, вівці, котячі, кажани, гризуни, комахоїдні, різноманітні птахи), у тому числі серед домашніх тварин, 
уражають переважно нервову систему з розвитком безсимптомного носійства або менінгоенцефалітів, енцефалітів, поведінковими 
розладами тощо. А це може являти потенційну загрозу здоров’ю людини. Про це свідчать численні, хоча і суперечливі, дослідження 
стосовно ролі вірусу хвороби Борна у таких патологіях людини як шизофренія, депресія, синдром тривалої втоми, розсіяний склероз тощо. 
Проаналізувавши велику кількість літературних джерел, можна підтвердити суттєву роль вірусу хвороби Борна у патології людини та 
тварин, проте в Україні питання стосовно його поширення, циркуляції та патогенності практично не розглядається. Тому важливі 
подальші дослідження поширеності цього вірусу серед диких і домашніх тварин, установлення його значення у патології людини.  

Ключові слова: борнавіруси; зоонози; інфекційні захворювання; патологія людини  
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Вступ  
 

Інфекційні захворювання, які викликають численні пато-
генні мікроорганізми (бактерії, віруси, найпростіші або гриби), 
здатні передаватися від хворих або носіїв до здорових людей 
чи тварин. Велику групу таких інфекційних захворювань 
складають збудники тваринних інфекцій – зоонози (Gorohov et 
al., 2012). У медицині та ветеринарії зоонози, у тому числі 
вірусної природи, традиційно належали до інфекцій, що прита-
манні тільки тваринам (Sidorchuk, 2014). Серед них велика 
група транскордонних емерджентних інфекцій, що є досить 
екзотичним для України: віруси лихоманки Західного Нілу, 
атипової пневмонії, пташиного (Н5) та свинячого (Н1) грипу, 
хвороби Борна, Ебола, Марбург, Ласса, Ніпах та інші (Bisjuk, 
2014). Однак багато з них мають здатність до міжвидової 
передачі від птахів до ссавців і навпаки, та, нарешті, від тварин 
або птахів до людини, тобто зооантропонози (Grynevych and 
Markovych, 2012; Markovych and Grynevych, 2013; Christou, 
2011; Wang and Crameri, 2014). Зокрема, це також представни-
ки різноманітних родин вірусів – Poxviridae, Flaviviridae, Filovi-
ridae, Reoviridae, Bornaviridae, Picobirnaviridae. Останніми рока-
ми список таких захворювань суттєво розширився, а спалахи, 
що раніше мали локальний характер, переростають в епідемії 
(Grynevych et al., 2012). Причина цього – розширення території 
проживання людини, урбанізація, наявність достатньо великої 
кількості синантропних тварин, птахів і комах (пацюки, летючі 
миші, голуби, таргани), які є природними джерелами та резер-
вуарами таких інфекцій (Stegnij et al., 2014; Rosenberg, 2015). 
Спрогнозувати епідемію, спричинену збудниками вірусних зоо-
нозів серед людей, складно, а часто неможливо (Dacheux et al., 
2014; Makarov, 2011; Hasnatinov and Danchinova, 2011). Адже не 
всі збудники зоонозних інфекцій – «класичні» зоонози, багато 
з них здатні адаптуватися до нових господарів, у тому числі лю-
дини. Особливо це стосується тих патогенів, які мають широке 
коло тваринних господарів і досить тривалий інкубаційний 
період (Temmam et al., 2014).  

Питання зоонозів, зокрема, вірусних, та їх значення в 
патології людини актуальне та потребує всебічного вивчення. 
Адже останніми роками це стало серйозною проблемою охо-
рони здоров’я, оскільки близько 60–80% нових вірусних 
інфекцій людини мають саме тваринне походження (Wang and 
Crameri, 2014). Зокрема, це стосується України, оскільки 
питання поширеності, популяційного рівня та загрози життю 
та здоров’ю людини стосовно зоонозів, особливо вірусних, 
вивчене недостатньо. Часто у доступній літературі міститься 
досить мало відомостей про природні резервуари збудників 
зоонозних інфекцій та їх епідеміологію, а повноцінна інфор-
мація про деякі з таких збудників взагалі відсутня в наявній 
науковій літературі України – як ветеринарній (Fotіn et al., 
2010), так і біологічній та медичній. Зокрема, це стосується 
таких збудників вірусних зоонозів як віруси хвороби Борна, 
або борнавіруси. Водночас у світі це питання обговорюється 
досить давно і з різних точок зору – від значення вірусів, у 
тому числі борнавірусів, в еволюції до розвитку психічних 
розладів у людини. Мета цього огляду літератури – з’ясувати 
значення вірусу хвороби Борна в захворюваннях тварин і 
людини, зокрема, в Україні.  
 
Загальні відомості про родину Bornaviridae  
 

Вірус хвороби Борна, борнавірус (Bornavirus, Borna disease 
virus (BDV)) – типовий представник родини Борнавіруси (Bor-
naviridae), що належить до порядку Mononegavirales (Kalinina, 
2014). Віріони вірусів мають сферичну форму, розміром до 
130 нм діаметром, спірального типу симетрії. Як генетичний 
матеріал вірус містить односпіральну лінійну РНК, несегмен-
товану, з негативною полярністю. Геном має певну подібність 
до геному іншого представника порядку – родини Рабдовіруси 
(Rabdoviridae). Транскрипція та реплікація борнавірусів відбу-

вається винятково в ядрі зараженої клітини, що відрізняє його 
від більшості інших РНК-вмісних вірусів та свідчить про до-
сить давнє походження. У процесі реплікації вірус вмонтовує 
ДНК копії свого геному в ДНК клітини господаря, які під час 
мітотичного поділу передаються дочірнім клітинам (Matsu-
moto et al., 2012). Це, можливо, сприяє формуванню повільно 
прогресуючої або хронічної інфекції. Проникають борнавіруси 
у клітину хазяїна шляхом рецепторно опосередкованого ендо-
цитозу, а залишають інфіковану клітину шляхом брунькування 
через ЦПМ у сусідню клітину. Здатні поширюватися по між-
клітинних зв’язках. Часто при цьому віруси не проявляють 
цитопатичного ефекту та не порушують нормального функціо-
нування клітин.  

Антигенні властивості борнавірусів представлені декіль-
кома детермінантами (білками), які кодуються в РНК. Це роз-
чинний антиген (s-антиген), який містить білки нуклеопротеїн N 
(р40), фосфопротеїн P (р24), мембранний глікопротеїн M 
(gр18), мембранний глікопротеїн G (gр94), полімеразу L (р190) 
та X протеїн (p10), функції якого ще не з’ясовані, серед яких 
найбільше значення у діагностиці захворювань, спричинених 
борнавірусами, мають р40 та р24 (de la Torre, 1994; Ikuta et al., 
2002; Bode and Ludwig, 2003). В організмі тварин і, можливо, 
людини ці детермінанти викликають відповідну імунну 
відповідь, а антитіла до борнавірусів залежать від виду ура-
женого організму та проявляють перехресну реактивність.  

Борнавіруси досить стійкі у зовнішньому середовищі. Во-
ни здатні залишатися інфекційними за низьких температур 
упродовж року, близько тижня за кімнатної температури, стій-
кі до висушування, але чутливі до ультрафіолету та низьких 
значень рН (Planz et al., 1999).  

У лабораторних умовах вдається культивувати вірус у 
культурах клітин ембріонального походження (тканина нирок 
або ЦНС ембріона людини, гліальні клітини кроля), а також 
Vero, MDCK, гліома щурів.  

Згідно з міжнародною класифікацією, за даними Міжна-
родного комітету з таксономії вірусів (ICTV), до родини Бор-
навіруси (Bornaviridae) належить один рід, в якому 7 основних 
видів борнавірусів:  

– Elapid 1 bornavirus (зміїний борнавірус, вірус уражає 
представників родини Аспідові (Elapidae);  

– Mammalian 1 bornavirus (типовий представник, уражає 
представників класу Ссавці (Mammalia), основний збудник 
хвороби Борна);  

– Passeriform 1 bornavirus (пташиний борнавірус, уражає 
різних представників ряду Горобцеподібні (Passeriformes);  

– Passeriform 2 bornavirus (пташиний борнавірус, уражає 
різних представників ряду Горобцеподібні (Passeriformes);  

– Psittaciform 1 bornavirus (пташиний борнавірус, уражає 
різних представників ряду Папугоподібні (Psittaciformes);  

– Psittaciform 2 bornavirus (пташиний борнавірус, уражає 
різних представників ряду Папугоподібні (Psittaciformes);  

– Waterbird 1 bornavirus (пташиний борнавірус, уражає різні 
види водоплавних птахів) (Kuhn et al., 2015; Afonso et al., 2016).  
 
Біологічні особливості борнавірусів  
 

Вірус хвороби Борна – специфічний вірус, із високою 
тропністю до нервової системи, який переважно вражає тварин 
(зоонозна інфекція) (Kinnunen et al., 2013). Природними госпо-
дарями борнавірусів вважаються коні та вівці, у яких ці віруси 
викликають чіткі неврологічні ураження – енцефаліти, 
енцефаломієліти, що часто закінчуються загибеллю тварин 
(Richt et al., 1997; Ludwig and Bode, 2000; Tizard et al., 2016). 
Окрім коней і овець вірус здатний інфікувати досить широкий 
спектр інших теплокровних тварин, має специфічний цикл 
реплікації, що спричиняє порушення сигнальних шляхів у 
ЦНС із виникненням невропатії, ураженням лімбічної системи 
(Bonnaud et al., 2015; Liu et al., 2015; Lennartz et al., 2016). 
Залежно від віку та виду господаря, іноді статі та часу зара-
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ження, а також особливостей імунної системи вірусна хвороба 
Борна може перебігати як безсимптомно (Lundgren et al., 1993; 
Richt and Rott, 2001), так і спричиняти широкий спектр 
поведінкових розладів (Staeheli et al., 2000; de la Torre, 2002; 
Hornig et al., 2003).  

Із того часу, як було встановлено, що ВХБ викликає захво-
рювання ЦНС у багатьох видів хребетних, він став моделлю 
для вивчення персистенції вірусної інфекції ЦНС, оскільки 
його одноланцюгова РНК реплікується в ядрі клітин-мішеней 
(Feschotte, 2010; Horie et al., 2010). Борнавіруси здатні вражати 
безпосередньо нейрони, астроцити, клітини глії, а також окрім 
клітин ЦНС може бути виявлений у клітинах периферійної 
нервової системи, крові, вилочкової залози та кісткового мозку 
(Carbone, 2001). Він здатен вмонтовувати свій генетичний ма-
теріал у геном хазяїна та змінювати його. Це також призводить 
до тяжких, часто смертельних, енцефалітів у чутливих видів 
тварин, може викликати стійке захворювання неврологічного 
характеру, пов’язане з різними поведінковими змінами, а та-
кож ретиніти та сліпоту (Tizard et al., 2016; Wensman et al., 
2016). Хоча міжвидова передача цього вірусу остаточно не 
доведена, слід мати на увазі, що він може бути й зооантропо-
нозом (Bode and Ludwig, 2003; Brnic et al., 2011).  

Як основні можливі шляхи передачі вірусу більшість авто-
рів вказує повітряно-крапельний, контактний, особливо через 
різноманітні ушкодження шкірних покривів, різні виділення 
(фекалії та сеча тварин, аліментарний, а також вертикальний) 
(Carbone, 2001; Okamoto et al., 2003; Kerski et al., 2012). Не 
доведеною залишається можливість прямої передачі борна-
вірусів від тварин до людини при догляді, полюванні, вирощу-
ванні на фермах чи утримуванні вдома.  
 
Екологія та поширення борнавірусів  
 

Оскільки природні господарі борнавірусів – коні та вівці, 
географічне поширення хвороби Борна тривалий час було 
невідомим або прив’язаним до ареалів поширення саме цих 
тварин (Hatalski et al., 1997). Як природна інфекція цей вірус 
зареєстрований у Центральній Європі, Північній Америці, Азії 
(Японія, Ізраїль). Таке географічне обмеження, можливо, було 
наслідком відсутності надійного методу та тест-систем для по-
становки діагнозу інфекції або відмови розглядати вірус Борна 
як можливий збудник інфекції тварин або навіть людини.  

Водночас недавні численні повідомлення про можливість 
безсимптомного природного носійства у тварин свідчать, що 
вірус, можливо, навіть набагато ширше поширений, ніж вважа-
лося. Вірус хвороби Борна (ВХБ) розповсюджений по всьому 
світі, вражає переважно диких і домашніх тварин – кролів, 
коней, овець, собак, лисиць, єнотів і навіть страусів (Kinnunen et 
al., 2013; Lutz et al., 2015; Kuhn et al., 2015; Bourg et al., 2016).  

У природних умовах захворювання встановлене також у 
великої рогатої худоби та кішок (Caplazi et al., 1994; Lundgren et 
al., 1995; Lutz et al., 2015). В останніх спостерігається явище 
спонтанного негнійного енцефаломієліту, порушення ходи 
(«хитка хвороба»), зміни у поведінці, втрата нюху. При цьому 
ризик заразитися в котів у сільській місцевості набагато вищий, 
ніж у міській. Це, очевидно, пов’язано з великою кількістю 
різноманітних дрібних гризунів. Крім того, автори як можливий 
фактор поширення та передачі борнавірусів у даному випадку 
розглядають кліщів, які паразитують на землерийках та інших 
комахоїдних. Основні прояви ВХБ у великої рогатої худоби – 
важкий прогресуючий розлад ЦНС із виявленням вірусу в 
нейронах головного мозку тварин та високим титром антитіл у 
сироватці крові. Як вказують самі автори, це був випадок 
природного інфікування тварин (Caplazi et al., 1994).  

В експериментальних умовах до вірусу також чутливі багато 
різних тварин: від птахів до гризунів та приматів (Stitz et al., 
1980; Dittrich et al., 1989; Berg et al., 2001). Серед можливих 
представників диких птахів як природний резервуар автори 
вказують диких качок або крижнів (Anas platyrhynchos) і галок 

(Corvus monedula). У лабораторних щурів за умов експеримен-
тального зараження вірусом хвороби Борна спостерігали істотне 
зниження здатності до навчання у лабіринті, уникати біль, зміну 
поведінки. За внутрішньомозкового інфікування в лабораторних 
умовах макак-резусів суспензією мозку кролів, яка містила бор-
навірус, у тварин спостерігали ознаки енцефаломієліту та рети-
нопатію. Це підтверджувалося за допомогою імуноелектро-
форезу з виявленням вірусспецифічних антитіл у сироватці 
крові та спинномозковій рідині піддослідних тварин. У природі 
різні птахи (горобці, папуги, чайки, голуби, водоплавні птахи) – 
природні резервуари, вони самі можуть хворіти пташиними 
видами борнавірусів (Passeriform, Psittaciform i Waterbird 
bornavirus) із розвитком енцефаломієліту (Staeheli et al., 2010). 
Крім ураження ЦНС (лімфоцитарний енцефаліт) у птахів, 
зокрема, з ряду Папугоподібні, може спостерігатися ураження 
шлунково-кишкового тракту, порушення травлення, і, як наслі-
док, виснаження, втрата апетиту та ваги, часто з летальним 
завершенням. А часто незаконна торгівля різними видами цих 
птахів спричинює неконтрольоване поширення інфекції серед 
інших видів, у тому числі домашньої птиці (Berg et al., 2001). 
Серед представників ряду Папугоподібні встановлено 
можливість вертикальної передачі борнавірусів від заражених 
батьків до потомства (Kerski et al., 2012). Це підтверджено 
виявленням РНК пташиного борнавірусу в головному мозку, 
сироватці крові та пір’ї як у батьків, так і потомства.  

Нещодавні дослідження також показали здатність вірусу 
Борна циркулювати серед представників рукокрилих та комахо-
їдних – кажанів та білочеревих білозубок (Dacheux et al., 2014; 
Dürrwald, 2014). Оскільки кажани – природний резервуар бага-
тьох вірусних інфекцій, вони часто перебувають у тісному 
контакті з людиною. Дослідження популяцій комахоїдних кажа-
нів у Франції показало наявність у їх організмі представників 
багатьох родин вірусів, у тому числі борнавірусів. Тому дослід-
ники зробили висновок про значну роль цих тварин у поширенні 
зоонозних вірусних інфекцій. Водночас, білочереві білозубки 
виявилися одним із потенційних резервуарів борнавірусів в 
ендемічних регіонах Центральної Європи (Швейцарія, Німеччи-
на). У відібраних для дослідження тварин із високою вірогідні-
стю підтверджено наявність ВХБ і його багаторічну циркуляцію 
серед цих тварин. Робиться висновок про важливу роль даного 
виду тварин як природного господаря вірусу хвороби Борна.  

Також чутливі до борнавірусів гризуни, зокрема, миші, які 
заражаються цим вірусом і, можливо, передають інфекцію як 
одне одному, так і спадково (Okamoto et al., 2003). Останнє 
доведено експериментально за внутрішньоочеревинного зара-
ження вагітних мишей штамом вірусу хвороби Борна. Дослід-
ники встановили, що хронічна інфекція ВХБ може індукувати 
вертикальну передачу вірусу під час вагітності.  
 
Виявлення борнавірусів у біологічному матеріалі  
 

Сучасна наука має у своєму арсеналі різні методи та спо-
соби для виявлення різних патогенів у досліджуваному матері-
алі. Особливо це стосується вірусів, адже для їх виявлення та 
ідентифікації потрібно витрачати набагато більше часу та ре-
сурсів, ніж для інших патогенів (бактерій, грибів, найпрості-
ших тощо). Крім того, тут необхідна висока точність та міні-
мум часу. Адже рання діагностика сприяє швидкому встанов-
ленню етіологічного фактора та дозволяє своєчасно вжити 
профілактичні заходи. У випадку дослідження збудників зоо-
нозних інфекцій, особливо тих, що мають прихований перебіг, 
виникають певні труднощі у підборі матеріалу та адекватних 
методів лабораторної діагностики. За більшості вірусних ін-
фекцій основна увага відводиться експрес-методам діагнос-
тики, серологічним і молекулярно-біологічним методам.  

Із метою виявлення борнавірусів для дослідження найчас-
тіше беруть зразки крові тварин (Dacheux et al., 2014; Dürrwald, 
2014; Lutz et al., 2015; Kuhn et al., 2015) або людини 
(Amsterdam et al., 1985; Takahashi et al., 1997; Patti et al., 2008; 
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Flower et al., 2008; Barrantes et al., 2012; Zhang et al., 2014; Liu et 
al., 2015; Mazaheri-Tehrani et al., 2014; Zaliunaite et al., 2016). 
Також досліджуваним матеріалом може бути спинномозкова 
рідина (Rott et al., 1991; de la Torre et al., 1996; Zhang et al., 
2014), біоптати головного мозку (Kinnunen et al., 2013; 
Hoffmann et al., 2015; Lutz et al., 2015) як тварин, так і людини. 
Крім цього, від тварин можна брати інший матеріал – пір’я та 
яйця птахів (Dittrich et al., 1989; Berg et al., 2001; Staeheli et al., 
2010; Kerski et al., 2012), біоптати вилочкової залози та 
кісткового мозку (Carbone, 2001; Bode and Ludwig, 2003), 
випорожнення та сечу комахоїдних кажанів (Dacheux et al., 
2014), гризунів (Lutz et al., 2015), а також мазки з ротоглотки, 
органи загиблих тварин та інший матеріал.  

Основні методи дослідження матеріалу від тварин із метою 
виявлення власне борнавірусів можуть бути: електронномікро-
скопічний (Richt et al., 1997; Ludwig, Bode, 2000; Kinnunen et 
al., 2013; Kuhn et al., 2015) із виявленням вірусних включень у 
заражених клітинах головного мозку (de la Torre et al., 1996; 
Ikuta et al., 2002; Staeheli et al., 2010; Matsumoto et al., 2012; 
Hoffmann et al., 2015), гістологічний або імуногістологічний 
(de la Torre et al., 1996; Richt et al., 1997; Dürrwald et al., 2014; 
Bourg et al., 2016; Wensman et al., 2016) чи вірусологічний із 
зараженням чутливих ліній клітин, таких як Vero, MDCK, 
нервова та ниркова тканина ембріона людини, ембріональні 
гліальні клітини кролика, гліома щурів (Lundgren et al., 1995; 
Ludwig and Bode, 2000; Carbone, 2001; Bode and Ludwig, 2003; 
Kinnunen et al., 2013). Інший важливий метод для встановлення 
борнавірусів у матеріалі – визначення наявності їх РНК із 
використанням ПЛР (de la Torre et al., 1996; Takahashi et al., 
1997; Iwahashi et al., 1997; Planz et al., 1999; Carbone, 2001; 
Nakamura et al., 2000; Brnic et al., 2011; Barrantes et al., 2012; 
Kinnunen et al., 2013; Dacheux et al., 2014; Bonnaud et al., 2015; 
Hoffmann et al., 2015; Liu et al., 2015).  

Для серологічної діагностики з метою виявлення специ-
фічних антитіл до борнавірусів чи їх антигенів у сироватці 
крові як у тварин, так і людини найчастіше використовують 
ІФА (Amsterdam et al., 1985; Rott et al., 1985, 2001; Waltrip et al., 
1995; Bode et al., 1996; Carbone, 2001; Hornig et al., 2012), 
імуноблотинг (Iwahashi et al., 1997; Carbone, 2001), вестерн-
блот (Waltrip et al., 1995; Flower et al., 2008; Zhang et al., 2014), 
визначення концентрації циркулюючих імунних комплексів до 
ВХБ (Bode and Ludwig, 2003; Donfrancesco et al., 2008; Patti et 
al., 2008; Scholbach and Bode, 2008; Mazaheri-Tehrani et al., 
2014; Liu et al., 2015; Zaliunaite et al., 2016), РЕМА (ELISA) 
(Carbone, 2001; Zhang et al., 2014), радіоімунний аналіз 
(Matsunaga et al., 2008).  
 
Значення борнавірусів у патології людини  
 

Питання про інфекційність вірусу Борна для тварин не за-
лишає сумнівів. Його здатність викликати неврологічні та 
поведінкові розлади у свійських тварин (коні, вівці) також 
показана для інших видів хребетних тварин, у тому числі лабо-
раторних (пацюки, миші) (Ikuta et al., 2002). Численні дослід-
ження з вивчення його циркуляції серед диких і домашніх тва-
рин, вплив на поведінкові реакції, порушення з боку сенсорних 
систем, зміну поведінки та інше з’являються чи не щороку 
(Kinnunen et al., 2013; Bonnaud et al., 2015; Kuhn et al., 2015; 
Lennartz et al., 2016).  

Крім того, останніми роками з’являються відомості про 
наявність самого вірусу Борна чи антитіл до нього у крові 
людей, які страждають порушеннями психіки (шизофренія, бі-
полярні розлади, тривожні розлади, синдром хронічної втоми, 
розсіяний склероз, бічний аміотрофічний склероз, недоумкува-
тість, гліобластома і навіть депресія). Серологічні та моле-
кулярно-епідеміологічні дослідження показали, що ВХБ може 
інфікувати людей, викликаючи вказані нейропсихічні пору-
шення. Перші дані про наявність антитіл у сироватці крові до 
вірусу Борна в людей описані ще у 1985–1999 рр.  

Дослідження зразків сироватки крові 265 пацієнтів із де-
пресією та 105 здорових волонтерів виявило вірусоспецифічні 
антитіла до ВХБ лише у хворих (12 пацієнтів) і у жодного 
здорового піддослідного (Amsterdam et al., 1985). Антитіла та-
кож виявляли за допомогою методу непрямої імунофлуо-
ресценції в сироватці крові психіатричних пацієнтів (16 з 
979 обстежених), що стало поштовхом для подальших дослід-
жень роль ВХБ у патології людини (Rott et al., 1985). Згодом 
аналогічні антитіла виявлені в сироватці крові 4–7% пацієнтів 
із психічними розладами під час скринінгового обстеження 
понад 5 000 хворих у Німеччині, США та Японії (Rott et al., 
1991). Крім того, навність борнавірусу у цих пацієнтів 
дослідники підтвердили шляхом інокуляції спинномозкової 
рідини хворих у культуру клітин кроля.  

Використання непрямої імунофлуоресценції та вестерн-
блоту дозволило встановити наявність специфічних антитіл до 
білків ВХБ у хворих на шизофренію в США (Waltrip et al., 
1995). Дослідження стосувалося 90 пацієнтів і контрольної 
групи, що складалася з 20 здорових добровольців. У 13 з 
90 хворих (14,4%) підтверджено наявність антитіл до борнаві-
русу, чого не спостерігали в контролі. Гістопатологічні зміни під 
час аутопсії мозку пацієнтів із психічними розладами, втратою 
пам’яті та депресією корелювали з наявністю антигенів та РНК 
борнавірусу в чотирьох із п’яти пацієнтів, що підтверджено 
імуноцитохімічно та за допомогою ПЛР (de la Torre et al., 1996).  

Інфекційний борнавірус виділений також від пацієнтів 
психіатричних клінік у мононуклеарних клітинах периферич-
ної крові (Bode et al., 1996). Дослідникам вдалося не лише 
показати наявність у 33 психічно хворих пацієнтів антитіл до 
ВХБ, а й виділити та ідентифікувати вірус, заразити ним 
експериментальних тварин. Генетичні та біологічні власти-
вості вказаного борнавірусу схожі з тваринними, проте мають 
певні унікальні властивості в кожному дослідженому випадку. 
Іншими дослідженнями показано наявність антитіл у сироватці 
крові, що реагують зі специфічними антигенами ВХБ, у 
пацієнтів із нервово-психічними розладами (Richt et al., 1997). 
Проте автори пишуть, що не виявили ні РНК борнавірусу, ні 
його антигенів у цих пацієнтів, а саме захворювання, на їхню 
думку, спричинене опосередкованою Т-лімфоцитами імунною 
відповіддю.  

Суттєве скринінгове дослідження серед 67 пацієнтів з ши-
зофренією в Японії показало наявність антитіл до борнавірусу 
у 45% обстежених (Iwahashi et al., 1997). Хоча дослідники не 
встановили епідеміологію збудника у даних хворих, вони 
припускають відсутність внутрішньолікарняного зараження, а 
також відсутність зв’язку між вірусом і віком пацієнтів, про-
цедур переливання крові чи особливостями лікування. Окрім 
того, виявлено за допомогою ПЛР вірусну РНК борнавірусу та 
його антигени шляхом імуногістохімічного дослідження в 
мозковій тканині, яку отримали в результаті аутопсії від 
психічно хворих пацієнтів із шизофренією та здорових людей 
посмертно (Nakamura et al., 2000). У подальшому дослідники 
заразили гомогенатом мозкової тканини пацієнтів піщанок і 
щурів шляхом внутрішньомозкової ін’єкції, а також інфіку-
вали культуру клітин Vero для подальшої ідентифікації вірусу. 
Дослідникам удалося відтворити інфекцію та підтвердити гіпотезу 
стосовно ролі ВХБ у розвитку психічних захворювань людини.  

Інші дослідження, проведені в Японії, стосувалися вивчен-
ня зразків сироватки крові 304 пацієнтів психіатричних клінік 
з різними розладами та 378 зразків від здорових донорів на 
предмет виявлення в них специфічних імуноглобулінів IgM та 
IgG до ВХБ за допомогою радіоімунного аналізу (Matsunaga et 
al., 2008). Специфічні антитіла (IgG) до ВХБ, виявлені в обох 
групах дослідження, були нижче середнього рівня та досто-
вірно не відрізнялися між собою, а ось вміст IgM не зменшу-
вався тривалий час. Останнє автори пояснюють можливою 
затримкою імунної відповіді до борнавірусу та, можливо, шир-
шим поширенням останнього серед населення, ніж передбача-
лося раніше. У працівників ферм із розведення коней у місті 
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Саппоро (Японія) відсоток виявлення РНК ВХБ суттєво 
вищий, ніж по інших регіонах країни та відносно здорових 
донорів крові (Takahashi et al., 1997). Виявлення інфекції в 
людей при цьому тісно корелює з аналогічною ситуацією у 
хворих тварин, тому дослідники припускають можливість 
передачі борнавірусу горизонтально від інфікованих коней до 
людини під час тісних контактів.  

Достатньо об’ємні експериментальні дослідження, прове-
дені в Німеччині стосовно ролі борнавірусів у патології люди-
ни показали, що часто під час виявлення в клітинах крові 
(гранулоцити) пацієнтів із психічними розладами (шизофренія 
та депресія) РНК вірусу не супроводжується гуморальною та 
клітинною імунною відповіддю (Planz et al., 1999). При цьому 
дослідники не відкидають певного значення ВХБ у розвитку 
психічних захворювань людини, проте припускають, що наяв-
ність вірусу в організмі таких людей може супроводжуватися 
суттєвим імунодепресивним ефектом і загальним зниженням 
імунореактивності. На думку авторів дослідження, виявлення 
ними борнавірусу в клітинах периферичної крові може пояс-
нити труднощі попередніх досліджень із виявлення інфекцій-
ного ВХБ в організмі хворих тварин і пацієнтів із психічними 
розладами, а подібності послідовностей виділених вірусів від 
тварин і людей можуть свідчити про спільність їх і необхід-
ність подальших досліджень.  

Один із можливих шляхів передачі багатьох вірусних ін-
фекцій – трансмісивний. Тому дослідження, які стосуються 
наявності вірусу хвороби Борна у крові хворих і здорових 
людей, проводили неодноразово. Одне з таких масових дослід-
жень, проведене в Австралії, стосувалося вивчення зразків 
крові не лише психічно хворих пацієнтів (290 проб від 
пацієнтів із депресією), а і здорових донорів (219 проб) та 
214 вагітних жінок (Flower et al., 2008). В 11 психіатричних 
пацієнтів за допомогою ІФА, вестерн-блоту, РІФ підтверджено 
наявність вірусних антигенів у сироватці крові. Водночас 
серед вагітних підтверджено лише три позитивні результати та 
два позитивні результати у здорових донорів. Окремо обсте-
жено групу пацієнтів, які мали багаторазові процедури перели-
вання крові: зі 168 зразків у 21 випадку підтверджено наяв-
ність антигенів ВХБ. На думку дослідників, багаторазове пере-
ливання крові може бути одним із факторів можливого зара-
ження борнавірусами. Тому вони пропонують проводити 
ретельніше обстеження донорської крові.  

Інше важливе питання стосовно епідеміології борнавірусів 
серед людей – поширеність серед дитячого населення, адже це 
важливо з огляду того, що діти часто контактують із різними 
тваринами (домашніми чи свійськими), досить часто можуть 
заражатися зоонозними інфекціями (Scholbach and Bode, 2008). 
Із приводу цього численні дослідження дітей провели різні 
групи дослідників в Італії (Donfrancesco et al., 2008; Patti et al., 
2008; Scholbach and Bode, 2008). Вивчено зразки крові понад 
2 000 дітей із різних регіонів Італії, як здорових, так і з 
психічними розладами (біполярні розлади, депресія). У сиро-
ватці крові вивчали такі маркери інфекції як циркулюючі 
імунні комплекси та антитіла до основних білків борнавірусів 
(N (p40) і P (p24)) із використанням імуноферментного аналізу. 
Отримані різними групами дослідників результати свідчать, 
що майже у половини обстежених здорових пацієнтів наявні в 
сироватці крові маркери ВХБ. Водночас не виявлено істотної 
різниці аналогічних показників між психічно хворими дітьми 
та здоровими. Хоча автори не проводять чітких паралелей між 
борнавірусами, психічними розладами у дітей, а також дорос-
лих, проте вони пропонують проводити подальші дослідження 
з метою з’ясування ролі борнавірусів у розвитку психічних 
захворювань у дитячому віці.  

Також про можливу роль вірусу Борна у розвитку психо-
невротичних патологій у людини пишуть дослідники в останні 
роки. У період 2011–2013 рр. із симптомами енцефаліту по-
мерло троє селекціонерів білок. Вказані тварини також мали 
енцефаліти з аналогічними клінічними ознаками та загинули в 

досить короткий період (2–4 місяці) після появи клінічних 
симптомів. Застосування метагеномного підходу дослідження 
з використанням полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) дало 
змогу виявити наявність раніше невідомого борнавірусу у зраз-
ках головного мозку від цих трьох пацієнтів, який відповідав 
аналогічному вірусу від досліджуваних тварин із майже 80% 
ідентичністю (Hoffmann et al., 2015). Одними з можливих шля-
хів передачі вірусу від тварин до людини автори вказують 
укуси та подряпини від білок. Інші дослідження, проведені в 
декількох провінціях Китаю серед хворих на різні психоневро-
тичні розлади та здорових пацієнтів із виявлення зразків РНК 
вірусу хвороби Борна в церебральній рідині (1 481 проба) та 
периферійній крові (1 679 проб) (Zhang et al., 2014), показали її 
наявність у значної кількості пацієнтів із вірусним енцефалі-
том (6,7%), шизофренією (9,9%) і навіть синдромом хронічної 
втоми (12,7%). У багатьох обстежених пацієнтів виявлено ан-
титіла до ВХБ при таких захворюваннях як розсіяний склероз 
(25,0%) та хвороба Паркінсона (22,7%). Це дослідження 
доводить наявність вірусу хвороби Борна серед населення 
декількох провінцій Китаю та показує значення цього вірусу у 
патології людини (при шизофренії, розсіяному склерозі та 
навіть хворобі Паркінсона).  

Група дослідників із Китаю також виявила наявність ВХБ 
у пацієнтів із важкою депресією та психоневротичними роз-
ладами (Liu et al., 2015). Проведене ними скринінгове дослід-
ження стосувалося визначення наявності середньомолекуляр-
них циркулюючих імунних комплексів, РНК вірусу та специи-
фічних антитіл у сироватці крові з 1 529 проб. Із них 534 проби 
відібрано у хворих на депресивні стани, 615 проб взято від 
медичного персоналу, який контактував із цими хворими, та 
380 проб – від практично здорових волонтерів. Рівень ЦІК у 
пацієнтів вірогідно перевищував аналогічний рівень у здоро-
вих людей (18,2% проти 11,1%), а у медичного персоналу цей 
відсоток складав аж 21,8%. Аналогічна тенденція спостерігала-
ся також стосовно виявлення антитіл і РНК вірусу. Така 
поширеність ВХБ серед медичних працівників може свідчити 
про циркуляцію вірусу серед співробітників психіатричних 
клінік без розвитку в них симптомів захворювання, а 
подібність РНК вірусу у пацієнтів і медпрацівників може 
свідчити про високий ризик професійного зараження у процесі 
тривалого спілкування.  

Вірус хвороби Борна спричинює імунопатологічні уражен-
ня центральної нервової системи (Т-клітинно-опосередкована 
цитотоксичність, надмірне виділення цитокінів у мікроглії, 
«глутаміновий шторм» із надлишковим виділенням глутамату. 
Усі ці процеси призводять до загибелі нейронів та клітин глії у 
багатьох видів тварин. Проте виявити антитіла до нього у 
людини вкрай важко (антитіла виявляються лише в 0,5% 
населення). Це може бути зумовлено низьким рівнем вірусемії 
у психічно хворих пацієнтів і здорових людей. Оскільки наявні 
дані свідчать про асоціацію з цією вірусною інфекцією таких 
захворювань як біполярні розлади та шизофренія, проведене 
скринінгове дослідження 76 зразків від людей: 51 пацієнт із 
біполярним розладом і 25 здорових добровольців (Barrantes et 
al., 2012). У дев’яти пацієнтів із розладами результати 
позитивні для різних білків вірусу хвороби Борна (p24 і р40), у 
здорових донорів – негативні. Виявлено високий вміст анало-
гічних білків серед обстежених домашніх тварин (коні), у 
зв’язку з чим автори роблять висновок про значну можливість 
зв’язку захворювань у людини та вірусом хвороби Борна.  

Інше дослідження стосовно поширеності інфекції, спричи-
неної вірусом хвороби Борна в людини, проведене на Близь-
кому Сході (Іран) і спрямоване на виявлення специфічних 
антитіл, циркулюючих імунних комплексів і антигенів вірусу в 
сироватці крові пацієнтів із гострими психіатричними розла-
дами та здорових осіб із використанням імуноферментного 
аналізу (Mazaheri-Tehrani et al., 2014). Вивчено 314 зразків (від 
114 психіатричних пацієнтів, 69 донорів крові та 131 здорової 
людини). Середньомолекулярні циркулюючі імунні комплекси 
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виявлено у третині (29,5%) інтактних зразків: 27,5% здорових 
людей і 33,3% донорів. У психічно хворих концентрація анало-
гічних циркулюючих імунних комплексів вища (40,4%), тісно 
корелювала з клінічними симптомами біполярних розладів. 
У жінок обох груп цей показник також вірогідно вищий. 
На думку дослідників, це може свідчити про високу пошире-
ність субклінічних інфекцій хвороби Борна у людини в Ірані, а 
подальші дослідження повинні враховувати ризик розвитку 
хвороби у здорових носіїв, особливо жіночої статі.  

Скринінгове дослідження наявності антигенів борнавірусів 
та циркулюючих імунних комплексів у пацієнтів психіатрич-
них клінік і здорових донорів крові проведене в Литві з метою 
підтвердження чи спростування ролі ВХБ у розвитку психіч-
них розладів (Zaliunaite et al., 2016). Кров узято у 106 пацієнтів 
із гострим психозом, які перебували на стаціонарному лікуван-
ні, та 98 практично здорових донорів крові. Отримані резуль-
тати показали, що циркулюючі імунні комплекси до ВХБ 
частіше виявляються у хворих (39,6%), ніж у здорових людей 
(22,4%), а вміст антигенних маркерів в обох групах практично 
не відрізнявся. Відповідно, робиться висновок про хронічну 
ВХБ-інфекцію у психічно хворих пацієнтів, що підтверджує, 
на думку авторів, попередні дослідження стосовно ролі борна-
вірусів у розвитку психічних розладів у людини.  

Отже, практично більшість авторів пишуть про виявлення 
як антитіл до цього вірусу у сироватці крові, так і його РНК і 
антигенів у досліджуваних матеріалах від пацієнтів (кров, 
спинномозкова рідина, біоптати мозку), що мають певні пси-
хічні зрушення – шизофренію, депресію, синдром тривалої 
втоми, розсіяний склероз тощо. Хоча інфекційність вірусу хво-
роби Борна для людини ще чітко не з’ясована, описані випадки 
показують можливість його потрапляння в організм людини 
(можливо, від домашніх чи диких тварин) та вплив на її пси-
хічне здоров’я.  

Одне з досить численних досліджень, спрямованих на з’я-
сування зв’язку між психічними захворюваннями (шизофре-
нія, афективні розлади) та вірусом хвороби Борна проведені в 
Туреччині Karakose et al. (2011). Обстежено 207 пацієнтів 
різного віку та статі із залишковою шизофренією, 137 практич-
но здорових пацієнтів групи порівняння на наявність РНК 
вірусу хвороби Борна у периферичній крові з використанням 
ПЛР і специфічних антитіл (IgG) до антигенів ВХБ (р24 і р40) 
за допомогою РЕМА. Встановлено суттєву різницю (Р < 0,001) 
між обома групами обстежених по кількості антитіл у сироват-
ці крові, проте не встановлено чітких відмінностей вмісту РНК 
вірусу. Також повідомляється про відсутність чіткого зв’язку 
між розвитком шизофренії та молекулярних методів дослід-
ження з використанням регресійного аналізу, тому пропону-
ється проведення подальших досліджень, як клінічних, так і 
експериментальних, для встановлення ролі борнавірусів у роз-
витку шизофренії.  

Дослідницька група з Інституту Роберта Коха (Берлін) 
проводила дослідження можливого впливу вірусу Борна на 
організм людини серед мешканців, які утримують вдома до-
машніх тварин (котів), займаються фермерством або полю-
ванням (Lutz et al., 2015). Серед багатьох видів домашніх та 
свійських тварин виявлено наявність як РНК вірусу, так і анти-
тіл до нього у сироватці крові (коні, вівці, страуси, коти та 
собаки). Зокрема, у домашніх котів спостерігаються чіткі 
клінічні ознаки захворювання, яке викликає ВХБ – негнійний 
менінгоенцефаліт, ураження нюхових нервів, хитка хода, 
атаксія, зміна поведінки. Проте у власників цих та інших 
тварин навіть після тривалого та тісного контакту не виявлено 
не лише жодних ознак захворювання, а і наявності вірусної 
РНК чи антитіл до ВХБ. Відповідно автори роблять висновок 
про відсутність суттєвого значення вірусу хвороби Борна в 
розвитку психічних захворювань людини.  

Велике скринінгове дослідження проведене в США на 
предмет асоціації психічних захворювань з антитілами до віру-
су хвороби Борна (Hornig et al., 2012; Horning, 2016): дослідили 

396 зразків сироватки крові хворих на різні психічні розлади 
(шизофренія, біполярні розлади, депресія) віком 20–75 років і 
практично здорових людей. Всі досліджені зразки крові паці-
єнтів і здорових людей ретельно відібрано з урахуванням віку, 
статі, періоду захворювання та обстежено на РНК вірусу за 
допомогою ПЛР і специфічних антитіл за допомогою імуно-
ферментного аналізу. Отримані результати, на думку авторів, 
переконливо доводять відсутність такої залежності між наявні-
стю антитіл у сироватці крові до вірусу Борна та психічних 
розладів. Проте дослідники не відкидають можливості наяв-
ності вірусної РНК чи антитіл до вірусу у спинномозковій 
рідині деяких пацієнтів із психоневрологічними розладами, що 
потребує подальших досліджень.  

Нещодавно отримані результати різних наукових дослід-
жень, які показують ще одну важливу біологічну роль борна-
вірусів – інтеграція в геном хребетних тварин у ході еволюції 
(Belyi et al., 2010; Horie et al., 2010; Horie et al., 2013; Gilbert et 
al., 2014). Ці дослідження стосувалися вивчення послідовності 
ДНК різних видів хребетних тварин, у тому числі приматів, на 
предмет наявності в них ендогенних ретровірусів та інших еле-
ментів, які могли бути «вмонтованими» в геном у ході еволю-
ції. Крім власне ретровірусів у геномі багатьох видів тварин 
присутні також геноми інших представників родин вірусів, 
зокрема, порядку Mononegavirales (Dürrwald et al., 2014; 
Temmam et al., 2014). Найчастіше це філовіруси (зокрема, вірус 
Ебола) та борнавіруси (вірус хвороби Борна). Одним із 
можливих механізмів реалізації цих ендогенних борнавірусів 
може бути їх роль у регуляції функцій клітини, її неконтро-
льованого розмноження (проліферації) та загибелі (апоптозі) 
(He et al., 2016). Адже саме борнавіруси мають унікальну 
здатність інтегруватися у процесі своєї реплікації в геном гос-
подаря, тому автори припускають набагато ширше коло при-
родних господарів цих вірусів, а їх біологічне значення 
потребує подальшого вивчення.  
 
Висновки  
 

Як показав аналіз літературних даних, можна стверджува-
ти суттєву роль борнавірусів у розвитку різних психічних і 
поведінкових зрушень у тварин (як диких, так і домашніх). 
Проте велика кількість суперечливих даних ще не дає чіткої 
відповіді про значення цього вірусу в патології людини. З од-
ного боку – це чіткі дані про наявність РНК вірусу хвороби 
Борна й антитіл до нього у хворих із психоневротичними 
порушеннями. З іншого – у науковій літературі немає одно-
значного уявлення про інфекційність цього вірусу для людини.  

Відсутні дані про можливість передачі вірусу від тварин до 
людини, а також від людини до людини. Це питання потребує 
подальших досліджень, зокрема, на території України. Крім 
цього, подальших досліджень потребує питання значення пред-
ставників порядку Mononegavirales у функціонуванні геному 
хребетних тварин і людини, їх можливе значення в еволюції.  
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The kidneys are very sensitive to the action not only of exogenous chemicals but also the action of compounds of 
endogenous origin, produced by changes in the normal metabolic processes and the development of various 
pathologies. Thus, tumour development has a significant impact on overall homeostasis of the body. Research into the 
condition of the kidneys subject to growth of tumours when cisplatin is administered is a major issue in both medical 
and biochemical aspects. We investigated the renal function, electrolyte composition of the blood and urinary excretion 
of electrolytes and individual plasma osmolarity in models of tumour growth in rats subject to introduction of cisplatin. 
We found that development of Guerin’s carcinoma T8 and the administration of cisplatin causes kidney damage in rats. 
This leads to an increase in the relative weight of the kidneys, proteinuria, and changes in activity of γ-glutamyl-
transferase and lactate dehydrogenase in the kidney homogenate and urine, lower relative reabsorption and glomerular 
filtration. The development of Guerin’s carcinoma and administration of cisplatin in the blood and urine of rats led to a 
decrease in diuresis per minute by 20–60%, creatinine clearance by 50–70% and reduction in the relative water 
reabsorption in the renal tubules to 26% compared with the control. The administration of cisplatin led to a threefold 
increase in the concentration of protein, twofold increase in the concentration of albumin and sevenfold increase in the 
concentration of glucose in the rats’urine. In the case of rats with lesions and renal diseases (including different types of 
tumours) a reduction in the output of urine per minute, creatinine clearance and water reabsorption in the renal tubules 
was observed, indicating significant damage to the concentration and filtration functions of the kidneys. Tumour growth 
led to the development of hypokalemia, hyponatremia and hypochloridemia, which are major and early signs of acute 
renal failure. The introduction of cisplatin led to damage to the kidneys and partly normalized these indicators, as 
evidenced by biochemical and morphological studies. Our study shows that there is a pressing need for use of drugs 
which protect the kidneys when cisplatin is administered.  

Keywords: Guerin’s carcinoma; electrolytes; biochemical markers; acute renal failure  

Біохімічний склад сечі щурів в умовах розвитку карциноми Герена  
та введення цисплатину  

А. Н. Науменко, М. В. Горіла, С. О. Бабій  

Дніпропетровський національний університет імені Олеся Гончара, Дніпро, Україна  

Нирки чутливі до дії не лише екзогенних хімічних сполук, а і до дії речовин ендогенного походження, що утворюються за зміни перебігу 
нормальних метаболічних процесів і появи різних патологій. Розвиток пухлини має значний вплив на гомеостаз у цілому організмі. 
Дослідження стану нирок за пухлинного росту та уведення цисплатину – важливе питання медицини та біохімії. Вивчено функціональний 
стан нирок, електролітичний склад крові та сечі, екскрецію окремих електролітів та осмолярність плазми крові в моделі пухлинного росту у 
щурів під час уведення цисплатину. Розвиток карциноми Герена Т8 та уведення цисплатину зумовлювали пошкодження нирок щурів. 
Це спричинювало збільшення відносної ваги нирок, протеїнурію, зміни активності γ-глутамілтрансферази та лактатдегідрогенази в гомогенаті 
нирок і сечі, зниження відносної реабсорбції та клубочкової фільтрації. У результаті розвитку карциноми Герена та уведення цисплатину в 
крові та сечі щурів відбувалося зниження хвилинного діурезу на 20–60%, кліренсу креатиніну – на 50–70%, зниження відносної реабсорбції 
води в ниркових канальцях – до 26% порівняно з контролем. Уведення цисплатину викликало збільшення концентрації загального білка 
втричі, альбуміну – удвічі та збільшення кількості глюкози в сечі щурів усемеро. Під час уражень і захворювань нирок (у тому числі під час 
розвитку пухлин різних типів) у щурів спостерігали зниження хвилинного діурезу, кліренсу креатиніну, реабсорбції води в ниркових 
канальцях, що свідчило про значні порушення концентраційної та фільтраційної функцій нирок. Пухлинний ріст спричинював розвиток 
гіпокаліємії, гіпонатріємії та гіпохлоремії, як однієї з головних і ранніх ознак гострої ниркової недостатності. Уведення цисплатину викликало 
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ураження нирок і нормалізувало ці показники, що підтверджувалося біохімічними та морфологічними дослідженнями. Виявлено нагальну 
необхідність застосування у подальшому нефропротекторних препаратів під час уведення цисплатину.  

Ключові слова: карцинома Герена; електроліти; біохімічні маркери; гостра ниркова недостатність  

Вступ  
 

Низка факторів зумовлює особливу схильність ниркових 
канальців та інтерстицію до пошкодження токсинами. Хоча на 
нирки припадає менше 1% маси тіла, у середньому вони 
отримують приблизно 20% крові з хвилинного об’єму серця та 
90% або більше з цього вельми значного ниркового кровотоку 
припадає на коркову речовину нирок. Тому вплив токсинів, що 
циркулюють у крові, на канальці та інтерстицій коркової речови-
ни нирок набагато сильніший у кількісному відношенні, ніж на 
більшість інших тканин (Han, 2008; Bazaev, 2013; Moskvina, 2013).  

Одними з найчутливіших органів щодо впливу не лише 
екзогенних хімічних сполук, а також речовин ендогенного 
походження, що виникають під час зміни нормальних метабо-
лічних процесів і розвитку різних патологій, безумовно 
виявляються нирки. У разі канцерогенезу поява пухлини має 
значний вплив на гомеостаз у цілому організмі. Під час засто-
сування протипухлинних препаратів змінюється функціону-
вання нирок. За введення цисплатину можливі порушення 
функції нирок, зовнішніми проявами яких будуть нудота, блю-
вання, втрата апетиту, запаморочення, шум у вухах, зниження 
слуху, анафілактичні (алергічні) реакції, лейкопенія, тромбоци-
топенія, анемія (Fink, 2000). Ураження нирок і сечовивідної 
системи під час застосування цисплатину спричинює пору-
шення процесів сечоутворення: рідко спостерігаються такі оз-
наки як дизурія, гематурія, затримання сечовипускання, нирко-
ва недостатність, олігурія, інтерстиціальний нефрит (Mandic, 
2003; Martins, 2008; Loh, 2009; Nosov, 2012).  

Діагностика захворювань нирок базується на аналізі сечі, 
тому що під час ураження нирок і за наявності запальних 
процесів вона змінює свої характеристики. Застосування цито-
статиків викликає порушення процесів функціонування нирок 
(Kapoor, 2001; Darmon, 2006; Kelland, 2007). Дослідження 
стану нирок за умов пухлинного росту та уведення цисплатину – 
важливе питання медицини та біохімії. Вивчення впливу 
протипухлинних ліків на біохімічні маркери функціонального 
стану нирок дозволить розробити ефективні схеми лікування, а 
також буде корисним під час дослідження біохімічних ефектів 
нових сполук із протипухлинною дією.  

Це дослідження виконане для з’ясування змін біохімічного 
складу крові та сечі, функціонального стану нирок за умов 
пухлинного росту та введення розчину цисплатину  
(cis-PtCl2(NH3)2, або цис-діамінодихлороплатини (ІІ)).  
 
Матеріал і методи досліджень  
 

Експерименти проводили на щурах лінії Wistar вагою 100–
150 г, яким перещеплювали підшкірно у ліву задню лапу кар-
циному Герена (Т8) (20% суспензію клітин у фізіологічному 
розчині). Штам клітин отримано з Інституту експерименталь-
ної патології, онкології та радіобіології ім. Р. Є. Кавецького 
НАН України. Використано кров і сечу щурів із карциномою 
Герена. Тварин поділили на дослідні групи по 7–8 щурів у 
кожній: група І – інтактні тварини, група ІІ – тварини з 
карциномою Герена Т8, група ІІІ – тварини з карциномою Ге-
рена Т8, яким одноразово вводили розчин цисплатину. Як до-
слідні маркери використано концентрацію креатиніну в крові 
та сечі, а також загального білка, калію, натрію та хлору у 
крові. Сечу дослідних тварин збмрали вранці, натще, за умов 
індукованого діурезу з використанням 1% водного наванта-
ження відповідно до методики, описаної Берхіним та Івановим 
у 1972 році (Berkhin, 1972).  

Після декапітації тварин видаляли нирки. Органи проми-
вали від залишків крові охолодженим фізіологічним розчином, 
висушували на паперовому фільтрі, зважували, одну нирку 

подрібнювали ножицями. Стакан гомогенізатора з тканиною 
розміщували на баню з льодом. Готували 10% гомогенат на 0,3 М 
сахарозі з 0,001 М ЕДТА. Подрібнювали тканину шляхом 
багаторазового обертання пестика у ручному гомогенізаторі 
Даунса упродовж 1 хв. Отриманий гомогенат центрифугували 
15 хв за 600 g (3 000 об./хв). Для аналізу використовували 
надосадову рідину.  

Концентрацію загального білка визначали за допомогою 
діагностичних наборів реактивів виробництва «Філісіт-Діаг-
ностика» (Україна, Дніпро). Метод полягає у реакції білків із 
пірогалоловим червоним / молібдатом з утворенням забарвле-
ного комплексу. Інтенсивність забарвлення реакційного розчи-
ну пропорційна концентрації білків в аналізованому розчині 
(Berkhin, 1972). Креатинін визначали за допомогою діагнос-
тичних наборів реактивів виробництва «Філісіт-Діагностика». 
Метод полягає у реакції пікринової кислоти з креатиніном і 
утворенні в лужному середовищі продукту жовтого-червоного 
кольору (похідне 2,4,6-три-нітроциклогексадієну). Інтенсив-
ність забарвлення дослідного розчину пропорційна концен-
трації креатиніну у пробі. У сироватці крові креатинін дослід-
жено після депротеїнування розчином трихлороцтової кисло-
ти, у сечі – після розведення (Berkhin, 1972).  

Концентрацію глюкози визначали глюкозооксидазним ме-
тодом за допомогою діагностичного набору реактивів вироб-
ництва «Філісіт-Діагностика» (Україна, Дніпро). Принцип ме-
тоду полягав у здатності глюкози окиснюватись киснем 
повітря до глюконової кислоти та перекису водню, що за 
присутності пероксидази реагував із фенолом і 4-амінофеназо-
ном з утворенням хіноніміну червоно-фіолетового забарвлен-
ня, що визначалось фотометрично (Berkhin, 1972).  

Швидкість клубочкової фільтрації за кліренсом ендоген-
ного креатиніну (CCr) визначали за пробою Реберга – Тареєва. 
Концентрацію неорганічного фосфору визначали за допомо-
гою діагностичного набору реактивів виробництва «Філісіт-
Діагностика». Метод полягає у реакції неорганічних фосфатів 
із молібденовою кислотою та утворенні в сильнокислому 
середовищі фосфомолібденової кислоти, що відновлювалася за 
присутності заліза (ІІ) у молібденову синь. Інтенсивність 
забарвлення дослідного розчину пропорційна концентрації 
неорганічного фосфору у пробі (Berkhin, 1972).  

Концентрацію хлоридів визначали фотометричним мето-
дом за допомогою діагностичного набору реактивів виробниц-
тва «Філісіт-Діагностика». Метод базується на здатності хло-
рид-іонів у сильнокислому середовищі вивільняти з родоніту 
ртуті (ІІ) іон родоніту, що реагував з іонами заліза (ІІІ) з 
утворенням забарвленого продукту. Інтенсивність забарвлення 
утвореного роданіду заліза пропорційна концентрації іонів 
хлориду у пробі (Berkhin, 1972).  

Концентрацію калію визначали турбідиметричним мето-
дом без депротеїнізації за допомогою діагностичного набору 
реактивів виробництва «Філісіт-Діагностика». Метод базу-
ється на взаємодії іонів тетрафенілбората у лужному середо-
вищі з утворенням стабільної суспензії. Мутність суспензії, яку 
вимірювали за довжини хвилі 578 нм, пропорційна концен-
трації іонів калію у дослідному зразку (Berkhin, 1972).  

Результати опрацьовували статистично, використовуючи 
однофазний дисперсійний аналіз (ANOVA). Вірогідними 
вважали відмінності між зразками за P < 0,05. У таблицях 
наведено х ± SD.  
 
Результати та їх обговорення  
 

За розвитку пухлини (група Т8) встановлене збільшення 
хвилинного діурезу в 1,6 раза, порівняно з контрольною гру-
пою (табл. 1). Уведення цисплатину знижувало хвилинний 
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діурез в 1,8 раза порівняно з контролем. Тобто у щурів-пух-
линоносіїв за введення розчину цисплатину відмічено олігу-
рію, що свідчило про ознаки токсичної дії цього протипухлин-
ного препарату, показаної у літературному огляді (Kelland, 2007).  

За розвитку пухлини та введення цисплатину відмічали 
збільшення концентрації креатиніну в крові в 2,6 та 1,4 раза 
відповідно, порівняно з контролем (табл. 1).  

Такі зміни демонстрували накопичення в організмі азот-
умісних метаболітів унаслідок їх посиленої продукції та 
порушення процесів фільтрації в нирках.  

Відповідно до зростання вмісту креатиніну в крові пухлин-
ний ріст і введення цисплатину викликали збільшення цього 
показника в сечі. Встановлене збільшення креатиніну в 
1,3 раза в групі Т8+cPt порівняно з контролем.  

Для визначення фільтраційної здатності нирок враховува-
ли співвідношення концентрації креатиніну в крові та сечі, 
розраховували кліренс креатиніну. Під час визначення кон-
центрації креатиніну та кліренсу креатиніну в групі Т8 встанов-

лено її зменшення на 10% порівняно з контролем. За введення 
цисплатину значення кліренсу креатиніну зменшилось в 1,6 раза 
порівняно з контролем. Таким чином, пухлинний ріст та вве-
дення цисплатину здатні порушувати фільтраційну функцію 
нирок. За умов розвитку пухлини рівень загального білка та 
альбуміну в сечі збільшувався в 1,3 та 1,7 раза відповідно, 
порівняно з контролем (табл. 2).  

Таблиця 1  
Біохімічні маркери функціонального стану нирок  
у щурів із пухлиною (n = 8)  

Креатинін, мкмоль/л Групи  
тварин  кров сеча 

Кліренс креатиніну, 
мкл/хв на 100 г 

Контроль 237,3 ± 16,9 5,61 ± 1,04 0,816 ± 0,465 
T8   623,5 ± 35,5* 4,62 ± 0,71 0,712 ± 0,341 
T8+[cPt]sln 165,9 ± 25,5   7,44 ± 1,14*   0,544 ± 0,311* 

Примітка: # – P < 0,05 порівняно з контролем; * – P < 0,05 порівняно  
з T8+[cPt]sln.  

Таблиця 2  
Біохімічні маркери ниркового ушкодження  
у щурів із карциномою, чутливою до дії цисплатину (n = 8)  

Групи тварин Білок, мкг/мл Альбумін, ммоль/л Глюкоза, ммоль/л
Контроль 0,232 ± 0,012 0,231 ± 0,012 0,741 ± 0,511 
T8 0,392 ± 0,024   0,391 ± 0,051#   0,142 ± 0,031# 
T8+[cPt]sln   0,642 ± 0,121#   0,464 ± 0,091#   5,831 ± 0,514# 

Примітка: * – P < 0,05 порівняно з T8+[cPt]sln; # – P < 0,05 порівняно  
з контролем.  

За введення цисплатину щурам-пухлиноносіям встановле-
но, що концентрація загального білка в сечі збільшилась в 
2,8 раза, а альбуміну – в 2,0 раза порівняно з контролем. Такі 
зміни можуть бути викликані як порушенням білкового обміну 
в організмі за дії патологічних факторів, так і внаслідок по-
шкодження нефронів, що викликає фільтрацію з кровотоку 
білків високої молекулярної маси та зумовлює порушення 
реабсорбції з первинної сечі.  

Ці дані співвідносяться з результатами дослідження рівня 
глюкози в сечі. Під час визначення концентрації глюкози в сечі 
встановлено, що в групі Т8 її концентрація зменшилась у 
5,3 раза порівняно з контролем. Це могло бути наслідком роз-
витку гіпоглікемічного стану у дослідних щурів, викликаного 
інтенсивним пухлинним ростом.  

За введення цисплатину концентрація глюкози в сечі збіль-
шилась в 7,8 раза порівняно з контролем. Глюкозурія виступає 
характерною ознакою цисплатинової нефропатії (Huphreys, 
2005). Такі зміни, вірогідно, викликані ушкодженням ниркових 
канальців токсичними метаболітами цисплатину, що порушує 
процеси реабсорбції низькомолекулярних сполук.  

Отже, пухлинний ріст та цисплатин мають виражений неф-
ротоксичний ефект, який проявляється у порушенні процесів 
канальцевої реабсорбції та клубочкової фільтрації.  

За розвитку пухлини активність ЛДГ у сечі зменшилась 
удвічі порівняно з контролем (табл. 3).  

Таблиця 3  
Активність ЛДГ і ГТП у щурів із карциномою,  
чутливою до дії цисплатину (n = 8)  

Групи тварин ЛДГ ×10–3, МО/л ГТП, МО/л 
Контроль 20,4 ± 7,79 0,90 ± 0,612 

T8   10,2 ± 4,22#    3,31 ± 0,521# 
T8+[cPt]sln   27,2 ± 3,68#   8,91  ± 0,231# 

Примітка: * – P < 0,05 порівняно з T8+[cPt]sln;  # – P < 0,05 порівняно 
з контролем.  

За введення цисплатину активність ЛДГ збільшилась в 
1,3 раза порівняно з контролем. Такий факт вказує на локалі-
зоване ушкодження дистального відділу нефрону метаболіта-
ми цього цитостатика.  

Маркер цілісності проксимального відділу нефрону – ГТП. 
У групі Т8 її активність у сечі збільшилась в 3,7 раза, а за 
введення цисплатину активність ГТП збільшилась в 9,9 раза 
порівняно з контролем, що вказує на деструкцію канальцевого 
епітелію в цьому відділі нефрону. За розвитку пухлини відбу-
лось зростання вмісту позитивно заряджених електролітів 
(катіонів) у сироватці крові. Концентрація калію в групі Т8 
збільшилась в 1,7 раза порівняно з контролем (табл. 4).  

Таблиця 4  
Вміст катіонів у крові щурів із пухлиною у щурів,  
чутливою до дії цисплатину (n = 8)  

Групи тварин Калій, ммоль/л Натрій, ммоль/л Хлориди, ммоль/л
Контроль 5,35 ± 0,211 196,8 ± 9,38   107,1 ± 71,40 
T8   9,33 ± 1,460#   150,1 ± 39,30 155,9 ± 8,54 
T8+[cPt]sln 12,10 ± 0,731#     31,2 ± 6,25# 153,6 ± 4,02 

Примітка: * – P < 0,05 порівняно з T8+[cPt]sln; # – P < 0,05 порівняно 
з контролем.  

За умов уведення цисплатину концентрація калію збільши-
лась у 2,2 раза порівняно з контролем, що може бути наслід-
ком зменшення екскреції цього електроліту через порушення 
реабсорбції електролітів у канальцях. У групі Т8 спостерігали 
зниження на 30% вмісту натрію в сироватці, тоді як за вве-
дення цисплатину його концентрація знижувалась в 6,3 раза 
порівняно з контрольними значеннями. Зменшення концентра-
ції натрію на фоні зниження швидкості сечоутворення у щурів, 
яким уводили цисплатин, може свідчити про затримання води 
в організмі, гіперволіємію як характерну ознаку цисплатинової 
інтоксикації. За розвитку пухлини та введення цисплатину 
збільшувалися концентрації хлоридів у сироватці в 1,4 раза 
порівняно з контролем, що може бути наслідком метаболіч-
ного ацидозу, а також затримання іонів Н+ і хлоридів в орга-
нізмі дослідних тварин.  

Під час визначення концентрації калію в сечі встановлено, 
що в групі Т8 його концентрація зменшилась в 1,9 раза порів-
няно  з контролем (табл. 5).  

Таблиця 5  
Електролітичний склад сечі у щурів із карциномою,  
чутливою до дії цисплатину (n = 8)  

Групи тварин Калій, ммоль/л Натрій, ммоль/л Хлориди, ммоль/л
Контроль 5,51 ± 0,501 0,412 ± 0,052  535,7 ± 41,8 
T8   2,92 ± 0,724#   0,102 ± 0,011#     53,6 ± 1,5# 
T8+[cPt]sln 35,20 ± 9,230#   0,082 ± 0,012# 455,4 ± 5,1 

Примітка: # – P < 0,05 порівняно з контролем; * – P < 0,05 порівняно 
з T8+[cPt]sln.  

За введення цисплатину концентрація калію в сечі збіль-
шилась у 6,4 раза порівняно з контролем, що вказує на вира-
жену гіперкаліурію як наслідок деструктивних змін у нефроні.  

Функціональні зміни нирок за розвитку пухлини супровод-
жувались порушенням електролітного складу крові та сечі. 
Пухлинний ріст спричинював розвиток гіпокаліємії, гіпонат-
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ріємії та гіпохлоремії, що виступало однією з головних і ранніх 
ознак гострої ниркової недостатності. Особливу увагу слід 
звернути на втрату іонів натрію в крові, що зазвичай супровод-
жується зменшенням об’єму позаклітинної рідини та плазми, 
зменшенням артеріального тиску та клубочкової фільтрації, 
навіть за достатнього надходження рідини розвивається дегід-
ратація. Ці результати співвідносяться з наведеними даними 
дослідження хвилинного діурезу та кліренсу креатиніну.  

За дефіциту натрію знижується осмотичний тиск у кліти-
нах, посилюється розпад клітинних білків, збільшується за-
лишковий азот. За введення цисплатину зміни мали інший 
характер: відмічалась гіперкаліємія, гіпонатріємія та гіпер-
хлоремія, що може свідчити про розвиток ацидозу та серйозні 
пошкодження клітин організму (нормальних і злоякісних).  

Істотну загальну токсичність і нефротоксичність препара-
тів цисплатину підтверджено та доведено в модельних експе-
риментах із застосуванням клітин карциноми Герена, чутливої 
до лікування цисплатином (Mandic, 2003). Спостерігали гене-
ралізовані порушення функціонування як нирок, так і 
організму щурів у цілому, що могло становити суттєву загрозу 
життю тварин (Kapoor, 2001).  

Модельна система подібного роду виявилася помітно зруч-
нішим інструментом для дослідження впливу різних агентів із 
потенційною протипухлинною активністю на гомеостаз живих 
організмів, зокрема щурів (Hartinger, 2009). Такі експеримен-
тальні підходи доцільно застосовувати під час вивчення біохі-
мічних механізмів дії майбутніх антиканцерогенних лікарських 
засобів на стадії їх розроблення (Kelland, 2007; Dougan, 2008).  

Нефротоксичність протипухлинних препаратів беззапереч-
но становить важливу проблему під час терапії таких захворю-
вань (Benoit, 2005). Для подолання таких складностей в онко-
логічній практиці потрібно зважати на оцінку процесів функціо-
нування нирок під час лікування цисплатином та іншими 
подібними лікарськими засобами (Heffeter, 2011). Постійний 
моніторинг гомеостазу крові та нирок має бути протокольним 
етапом в антиканцерогенній терапії. У відповідь на встанов-
лені пошкодження роботи нирок слід обов’язково застосову-
вати нефропротекторні лікарські засоби. Дане дослідження 
допомагає зрозуміти біохімічні механізми метаболізму лікар-
ських препаратів (Heffeter, 2011) і загалом ксенобіотичних 
сполук у процесах обміну речовин живих істот.  
 
Висновки  
 

За умов розвитку пухлини та ін’єкцій цисплатину щурам-
пухлиноносіям спостерігали зниження хвилинного діурезу на 
20–60%, кліренсу креатиніну – на 50–70% та відносної реаб-
сорбції води в ниркових канальцях – на 26% порівняно з кон-
тролем. Такі зміни свідчили про порушення концентраційної 
та вивідної функцій нирок, що вказувало на початок розвитку 
гострої ниркової недостатності. Як наслідок, у цих щурів ви-
значали гіперкаліємію, гіпонатріємію та гіпохлоремію, що 
свідчило про розвиток ацидозу та цитолізу. За таких умов від-
бувалося зменшення об’єму циркулюючої плазми та збільшен-
ня концентрації загального білка в крові з одночасним поси-
леним його виведенням із сечею.  

Отримані результати підтвердили, що розвиток карциноми 
Герена Т8 та введення цисплатину зумовлювали пошкодження 
нирок щурів, а також викликали зміни біохімічних показників, 
електролітичного складу крові щурів. Такі дані безпосередньо 
вказують на нефротоксичність цисплатину, що обов’язково 
необхідно враховувати під час проведення терапевтичних 
заходів із залученням даного препарату.  
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The aim of research was to improve the management of bronchial asthma in children by examining the peculiarities 
and diagnostic value of reaction markers of eosinophil granulocytes in the sputum and peripheral blood of patients with 
signs of eosinophil and non-eosinophil phenotypes of this disease. A cohort of 118 school-age children suffering from 
BA was examined during a period free from attacks. Group I (the main group ) included 61 schoolchildren with signs of 
eosinophil phenotype (EP) of asthma detected by the character of bronchial inflammation with eosinophil granulocytes 
present in the sputum at a level of >3%, group II (the comparison group) included 57 patients with a lower number of 
eosinophils in the sputum (non-eosinophil phenotype (NP) of BA). The average index of the relative content of 
eosinophils in the peripheral blood among the representatives of group I was 5.82 ± 0.63%, and in children with the 
signs of NPBA – 6.02 ± 0.74% (P > 0.05), and average indices in the groups of absolute eosinophil number in the blood 
were 0.37 ± 0.04 and 0.41 ± 0.05 respectively (P > 0.05). The negative reserve of NBT eosinophils in the sputum as a 
test to verify EPBA showed the following diagnostic values: specificity – 83.3%, predicted value of a positive result – 
95.6%. IL-5 content in the blood serum of children with EPBA was 5.99 ± 1.74 ng/ml, in patients of group ІІ  – only 
1.99 ± 0.49 ng/ml (P < 0.05). Eosinophil cationic protein (ЕСР) in the sputum of patients of group I reached 2.72 ± 
0.35 ng/ml, and in the comparison group – only 1.74 ± 0.34 ng/ml (P < 0.05), when the content of ECP in sputum was 
>1.0 ng/ml the risk of EPBA showed a statistically significant increase: OR = 4.13, RR = 2.02, and AR – 0.34. 
The efficacy of the standardized basic anti-inflammatory therapy in patients of clinical group I was higher as compared 
to the children with the signs of NPBA, which was illustrated by the reduced risk of inadequate control of the disease: 
the index of absolute risk decrease was 31.7%, relative risk – 57.1% with necessary minimal number of patients – 1.75.  
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Introduction  
 

Nowadays bronchial asthma in children is considered as a 
disease characterized by chronic inflammation of the bronchi, in the 
development of which various cells and cellular elements play a 
certain role (Global Strategy for Asthma Management and 
Prevention, 2016). In case of antigenic stimulation, primary effector 
cells (epithelial cells of the respiratory tract, mast cells, 
macrophages) bound with IgE are considered to release mediators 
of inflammation resulting in the development of an inflammatory 
reaction both of an immediate and late type. The main mediators 
evaluating acute phase of inflammation are interleukins, tumor-α 
necrosis factor, interferon-γ, activating a range of immunological 
reactions and promoting the release of histamine, leukotrienes, 
eosinophil hemotaxis factors, neutrophils and other mediators of 
inflammation into the peripheral circulation (Chatila et al., 2008). 
Acidophilic leukocytes described more than 120 years ago by Paul 
Ehrlich and named as “eosinophils” were and still remain a matter 
of high scientific interest in different branches of medicine. Since 
that  time asthma and helminthiasis and acute anaphylaxis have 
been associated with them and eosinophilia of the peripheral blood 

as a pathogenic syndrome of asthma was examined at the very 
beginning of the XX century. However, the role of these cells in 
occurrence of epithelial injury and other phenomena of late phase 
allergic inflammation was defined only during the last decade of the 
last century (Beasley et al., 1989). Eosinophils constitute from 1% 
to 4% of the total number of leukocytes (120–350 cells/mm2). They 
are of a specific granularity approximately 200 granules per cell. 
The granules contain alkaline proteins, the majority of them being 
large principal protein, eosinophil cationic protein, eosinophil 
peroxidase, and eosinophil neurotoxin (Motojima et al., 1989). 
Proinflammatory properties have been found in eosinophils due to 
those substances which are characterized by cytotoxicity and aid 
stimulation of mast cells and basophils degranulation, and therefore 
detection of the content of cationic proteins and peroxidase can be 
indicative of the degree of activation of the major proinflammatory 
cells of an allergic inflammation, and indirectly – of severity of this 
inflammatory process. At the same time, eosinophils are mainly 
tissue cells and this fact complicates the study of their functional 
peculiarities (Novitskiy et al., 2006).  

In literary sources the bulk of attention has been paid to the 
detection of cytotoxic substances of eosinophil granulocytes in the 
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peripheral blood and their relation to the severity of disorders in the 
general condition of patients suffering from allergic processes 
(Litvinova et al., 2006). Considering the leading role of eosinophils 
in allergic inflammation which occurs with bronchial asthma 
(Pavord, 2013), the study of the diagnostic and prognostic value of 
various indices of eosinophil granulocyte activity remains a high 
priority task for allergology (Jacobsen et al., 2014). At the same 
time, the highest informational value undoubtedly attaches to the 
above mentioned markers of acidophilic leukocytes activity located 
directly in the “shock” organ of bronchial asthma – in the 
respiratory tract. Literary data concerning the use of changes of 
eosinophil metabolic activity to improve the control of bronchial 
asthma (BA) in children are sparse and contradictory. Some of 
these sources contain sufficient diagnostic value of the given 
inflammatometric markers (Madison, 2000), while other resear-
chers are convinced that the use of indices of eosinophil leukocyte 
activity in the blood alone is a test with insufficient information 
value to confirm the presence of BA in children (Kato et al., 2006). 
However, an increased number of eosinophils in the peripheral 
blood and respiratory tract, increased content of cationic proteins in 
the blood serum and shock-organs of patients with allergic patho-
logy are considered by a number of authors as markers of unfavou-
rable prognosis of bronchial-obstructive conditions in children (Jens 
et al., 2015).  

This article aims at improving the management of bronchial 
asthma in children by examining the peculiarities and diagnostic 
value of reaction markers of eosinophil granulocytes in the sputum 
and peripheral blood of patients with signs of eosinophil and non-
eosinophil phenotypes of the disease.  
 
Materials and methods  
 

A cohort of 118 school-age children suffering from BA was 
examined during a period free from attacks at the Pulmo-Allergo-
logical Department, Regional Children’s Municipal Hospital, 
Chernivtsi, adhering to the principles of bioethics by means of the 
simple random sample method. Two clinical groups were formed 
based on the results of cytomorphological examination of sputum. 
Group I (main) included 61 schoolchildren (77.1% among them 
were boys) with the signs of the eosinophil phenotype (EP) of 
asthma detected by the character of bronchial inflammation when 
eosinophil granulocytes were present in the sputum at a level of  
≥3%. Group II  (comparison) included 57 patients (52.6% boys, 
P < 0.05) with a lower number of eosinophils in the sputum, and 
due to this fact the non-eosinophil variant of bronchial inflam-
matory response was detected in those children, and thus – non-
eosinophil phenotype (NP) of BA. The value of  relative content of 
eosinophils in the sputum of group I of patients was 13.3 ± 1.8%, 
and in group II  – 1.94 ± 0.48% (P < 0.001), which was indicative 
of the correct formation of the comparison groups.  

The average age of the representatives of groups I and II was 
11.9 ± 0.42 and 11.04 ± 0.39 years respectively (P > 0.05). Differen-
ces between the groups in the age of first onset of BA were not found; 
thus in group I asthma made its first onset at the age of 2.2 ± 0.11, and 
in the comparison group this index was 2.1 ± 0.12 (P > 0.05).  

In group I an intermittent course of eosinophil phenotype of 
bronchial asthma (EPBA) was registered in 2 cases (3.3%), mild 
persistence – in 10 children (16.4%), and in group II (the compa-
rison group) – in 5 patients (8.8%) and only in 6 patients (10.5%, 
P > 0.05) respectively. The atopic form prevailed among the 
representatives of group II (59.6% against 40.0%, P < 0.05), and the 
mixed form was found in patients with EPBA (60.0% against 
40.4%, P < 0.05). The groups were compared by the main clinical 
signs, and certain evident differences between the groups did not 
affect the results obtained but only emphasized the phenotype 
heterogeneity of the disease and the presence of different phenotype 
variants in sick children.  

The control of the disease was evaluated by means of a 
questionnaire containing clinical-spirometrical findings according 

to which a value of 10 and lower reflected a controlled course of 
BA, 11–16 a partially controlled course of the disease, higher than 
17 indicated an uncontrolled variant of BA (Boulet et al., 2002). 
Quantitative and qualitative cytological content of the sediment was 
detected in sputum of patients, the results were considered to be a 
group-forming sign: when >3% eosinophil granulocytes were found 
in the sputum the patients were included into group I, patients with 
a lower number were placed in clinical group II ( the comparison 
group). At the same time, the fluid fraction above the sediment 
obtained after sputum was centrifuged and the content in this of 
human eosinophil cationic protein (ECP) was detected by means of 
ELISA-method according to the technique worked out by the 
producer and using reagents Aviscera Bioscience, Inc. (USA). ЕСР 
reflected cytotoxic activity of sputum eosinophils, and its average 
content in the cohort of all the patients was 2.28 ± 2.2 ng/ml (from 0 
to maximum value – 9.2 ng/ml).  

The markers of oxygen-dependent metabolism of eosinophil 
granulocytes in the blood and sputum were studied using the data of 
the spontaneous and stimulated NBT-test (B. H. Park’s method in 
modification of Klimov et al. (1988), nitroblue tetrazolium test). 
The reserve of microbicidal ability of these cells was calculated as 
the difference between the results of the spontaneous and the 
stimulated NBT-test. Phagocytic function of acidophilic leukocytes 
in the peripheral blood and sputum was detected by means of 
E. F. Chernushenko’s method.  

Interleukin-5 (ІL-5) content, which is directly connected with 
eosinophil functions, was examined in the blood serum by means of 
the solid-phase immune-enzymatic method using the reagents “IFA-
Best” (RF) according to the recommendations of the producer.  

The results obtained were analyzed by means of the computer 
package Statistica 6.0 (StatSoft Inc., USA) using parametric and 
non-parametric methods of calculation and by means of clinical-
epidemiological analysis.  
 
Results and discussion  
 

The study demonstrated that in the cohort of the examined 
patients the eosinophil phenotype of bronchial asthma (EPBA) was 
found 1.5 times more frequently among the boys, while the non-
eosinophil phenotype of bronchial asthma (NPBA) was detected 
more frequently among the girls. Therefore, the male gender was 
associated with an increased risk of EPBA: odds ratio (OR) index 
was 7.3 (95% CІ: 1.69–8.23), relative risk (RR) – 1.63 (95% CІ: 
1.02–2.59), attributive risk (АR) – 0.3. Post-test probability (PP+) 
of presence of eosinophil variant of bronchitis among boys 
increased by 16.6%, and among girls (PP–) decreased by 15.1%.  

Persistence of BA of moderate severity occurred in every 
second (50.9%) representative of clinical group II, and among the 
patients with EPBA it was in 1.5 times less (Р = 0.05). By contrast, 
the severe course prevailed significantly among the patients of the 
clinical group I. The indices of asthma control during initial exami-
nation did not differ among the patients with alternative phenotypes 
of BA, and on completion of the 3rd month of the basic therapy 
they appeared to be significantly worse among patients with NPBA. 
Thus, the average score by clinical-instrumental scale to evaluate 
asthma before the course of treatment in group I was 18.16 ± 1.03, 
and in group II – 18.17 ± 1.28 (P > 0.05). At the same time an 
uncontrolled course of the disease was registered in 55.4% of the 
patients in the survey with signs of EPBA, and in group II – in 
52.8% cases (P > 0.05).  

There was a tendency to the reduction of the absolute and 
relative number of eosinophils in the peripheral blood of patients in 
clinical group I. This may well indicate migration of those effector 
cells into the “target organ”. The average index of relative content 
of eosinophils in the peripheral blood among the representatives of 
group I was 5.82 ± 0.63%, and in children with the signs of NPBA – 
6.02 ± 0.74% (P > 0.05), and average indices in both groups of 
absolute eosinophil number (AEN) in the blood were 0.37 ± 0.04 
and 0.41 ± 0.05 respectively (P > 0.05). Considering AEN index 
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≥0.5 as a paraclinical marker of blood eosinophilia, it was found 
that in group I it was registered in 27.9% of the patients, and in 
group II ( the comparison ) – in 35.1% (P > 0.05). Therefore, the 
index of AEN ≥ 0.5 was associated with an inceased risk of NPBA: 
OR = 1.4 (95% CІ: 0.69–3.05), RR = 1.2 (95% CІ: 0.69–2.02), 
АR = 0.08. At the same time, post-test probability (PP+) of 
presence of the non-eosinophil variant of bronchitis increased only 
by 5.7%, and with lower values of AEN (PP–) it decreased only by 
2.6%. Statistically valuable differences in the indices of oxygen-
dependence microbicidal capacity of eosinophils in the peripheral 
blood and sputum of children with alternative phenotypes of BA 
were not found (Table 1). Table 1 presents the results of the NBT-
test of eosinophil granulocytes (%) in the blood and sputum in 
groups I and II of patients. Thus, the lowest reserve of oxygen-
dependent microbicidal capacity of eosinophils in sputum was 

found in patients with EPBA signs, which was indicative of their 
leading role in allergic inflammation of the respiratory tract. Negative 
values of the reserve of NBT-test indices of eosinophils in sputum 
(as the difference between stimulated and spontaneous results) increa-
sed the risk (OR) of EPBA presence by 6.1 times (95% CІ: 0.65–
57.15), at the same time RR was 1.2 (95% CІ: 0.20–7.47), and AR – 
0.17. The negative reserve of NBT eosinophils in sputum as the test 
to verify EPBA showed the following diagnostic values: 
specificity – 83.3% (95% CІ: 35.9–99.9), predicted value of a 
positive result – 95.6% (95% CІ: 78.1–99.9), spread – 86.9% (95% 
CІ: 73.7–95.1), accuracy – 58.7% (95% CІ: 43.2–73.0).  

The indices of phagocytic function of eosinophil granulocytes 
in the peripheral blood and sputum in patients with alternative 
phenotypes of BA also emphasized the role of these effector cells in 
allergic inflammation of the respiratory tract (Table 2).  

Table 1 
Markers of oxygen-dependent metabolism of eosinophils in the blood and sputum in children with eosinophil phenotype of bronchial asthma  

NBT spontaneous, % NBT stimulated, % 
Indices  

blood sputum blood sputum 
Eosinophil phenotype of bronchial asthma 17.6 ± 2.13 15.6 ± 4.58 18.8 ± 0.97 15.7 ± 3.86 
Non-eosinophil phenotype of bronchial asthma 17.3 ± 1.26 20.2 ± 6.25 19.2 ± 1.34 22.0 ± 6.94 
P ˃0.05 ˃0.05 ˃0.05 ˃0.05 

 

Table 2 
Indices of phagocytic function of eosinophils in the blood and sputum in children from the clinical groups of comparison  

Phagocytic activity, % Phagocytic number, standard units 
Indices  

blood sputum blood sputum 
Eosinophil phenotype of bronchial asthma 68.7 ± 6.36 62.1 ± 2.34 3.24 ± 0.29 3.02 ± 0.53 
Non-eosinophil phenotype of bronchial asthma 73.6 ± 6.03 26.7 ± 2.54 4.52 ± 0.53 0.40 ± 0.05 
P ˃0.05 ˂0.05 ˃0.05 ˂0.05 

 

The presence of statistically important differences in the 
markers of phagocytic function of eosinophils in the sputum of 
children correlated with preliminary suggestions concerning active 
involvement of these cells into the inflammatory process of the 
bronchi, which was emphasized by an increased content of IL-5 in 
the blood serum in the representatives of clinical group I. Thus, IL-5 
content in the blood serum of children with EPBA was 5.99 ± 
1.74 ng/ml, in patients of group II it was only 1.99 ± 0.49 ng/ml 
(P < 0.05). When the index of IL-5 in the blood was more than 
2.0 ng/ml the risk of EPBA increased: OR = 2.5 (95% CІ: 0.49–
12.64), RR = 1.4 (95% CІ: 0.61–3.34), and AR – 0.2. The indices 
of diagnostic value of this paraclinical test in verification of EPBA 
appeared to be rather modest: sensitivity – 62.5% (95% CІ: 35.4–
84.8), specificity – 60.0% (95% CІ: 26.2–87.8), predicted value of a 
positive result – 71.4% (95% CІ: 41.9–91.6), spread – 61.5% (95% 
CІ: 40.6–79.8), accuracy – 61.5% (95% CІ: 40.6–79.8). When IL-5 
in the blood serum was >2.0 ng/ml post-test probability of EPBA 
increased by 11.0%, and in case of a negative result of the test it 
was 11.5% lower.  

Eosinophil cationic protein (ЕСР), detected in the sputum fluid 
above the sediment as a marker of intensified degranulation of cells 
in the bronchi proved the presence of mainly eosinophil-mediated 
inflammation of the respiratory tract of patients with EPBA. Thus, 
the average content of this cytotoxic mediator in sputum of patients 
of group I reached 2.72 ± 0.35 ng/ml, and in the comparison 
group – only 1.74 ± 0.34 ng/ml (P < 0.05). When the content of 
ECP in sputum was >1.0 ng/ml the risk of eosinophil inflammation 
of the respiratory tract increased significantly: OR = 4.1 (95% CІ: 
1.5–11.2), RR = 2.0 (95% CІ: 1.4–3.0), and AR – 0.34. This 
paraclinical index as a marker of EPBA possessed the following 
diagnostic value: sensitivity – 78.6% (95% CІ: 63.2–89.7), 
specificity – 52.9% (95% CІ: 35.1–70.2), spread – 55.3% (95% CІ: 
43.4–66.7), accuracy – 67.1% (95% CІ: 55.4–77.5). With the above 
mentioned ECP content in the sputum post-test probability of 
EPAB presence increased by 12.5%, and in case of a negative result 
of the test it decreased by 21.2%.  

In our opinion, these results facilitate the verification of EPBA 
as they make it possible to differentiate the choice of medicines for 

the basic treatment of BA. On completion of the course of anti-
inflammatory therapy the average score in the questionnaire 
containing clinical-spirometrical findings in groups I and II was 
12.22 ± 1.34 and 14.71 ± 1.38 (P > 0.05) respectively, although a 
controlled course was found in 55.6% of patients with the eosinophil 
variant and only in 23.8% of the children with NPBA (P < 0.05). 
Therefore, the efficacy of the standardized (Order of the Ministry of 
Public Health of Ukraine № 868, 2013) basic anti-inflammatory 
therapy in patients of clinical group I was higher in comparison to 
the children with the signs of NPBA, which was illustrated by the 
reduced risk of inadequate control of the disease: the index of 
absolute risk decrease (ARD) was 31.8%, relative risk (RR) – 
57.1% with necessary minimal number of patients (NMNP) – 1.75.  

We have shown that application of markers of inflammatory 
response of the body such as eosinophils in the blood and sputum, 
indices NBT-test blood granulocytes, intracellular and extracellular 
content of cationic proteins in patients with asthma is highly 
sensitive to the nature of inflammation in the airways, which 
coincides with the literature (Wilson et al., 2000; Shirai et al., 2006; 
Broide, 2008; Johansson et al., 2008). For instance, we found that a 
severe course had a high probability of prevailing in patients with 
the eosinophilic phenotype of asthma compared to patients with 
neutrophilic inflammation of the airways. However, the literature 
mentions the severe course of bronchial asthma  as being due to the 
presence of neutrophil inflammation of the bronchi (Gibson et al., 
1999; Mann et al., 2006), although data on the nature of the 
relationship inflammation of the bronchi to the severity of the 
disease remain controversial (Li et al., 2003; Kikuchi et al., 2005). 
In particular, according to the literature, an elevated relative content 
of eosinophilic granulocytes in sputum of patients with eosinophil-
mediated type of disease is considered a marker of efficacy of anti-
inflammatory therapy, which was confirmed in our study, given the 
increase in the number of patients with a controlled disease course 
after a course of basic anti-inflammatory therapy. The effectiveness 
of standardized basic anti-inflammatory therapy in patients with the 
eosinophilic phenotype of asthma was significantly higher compa-
red with children who showed signs of the neutrophil phenotype, 
emphasizing the idea that the increase in the number of neutrophils 
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in the airways was registered in late phase allergic reactions in 
patients with so-called "fateful" and "nocturnal asthma", as well as 
severe forms of asthma (Wenzel, 2003; Kamath et al., 2005; Haldar 
et al., 2007).  
 
Conclusions  
 

The chances of developing eosinophil phenotype of asthma are 
greater in the following cases: with males (7.3 times), negative 
reserve of NBT-test of eosinophils in the sputum (6.1 times), IL-5 
content in the blood serum over 2.0 ng/ml (by 2.5 times) and 
eosinophil cationic protein content in the sputum over 1.0 ng/ml (by 
4.1 times). The highest specificity in verifying eosinophil inflam-
mation of the bronchi occurred with the negative reserve of the 
NBT-test of eosinophils in the sputum (83.3%), and the highest 
sensitivity in its detection – the content of ECP over 1.0 ng/ml 
(78.6%). Consideration of the character of a local inflammatory 
process in the bronchi enhances the efficacy of the basic therapy of 
bronchial asthma by 57.1% with its eosinophil phenotype less than 
in every second patient.  
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Our research is focused on study of changes in the intima-media vascular wall of patients suffering from 
hypertensive disease as well as patients suffering from hypertensive disease and coexistent extrasystole. We examined 
120 patients (42 men and 78 women) between the ages 27 to 81 suffering from hypertensive disease of the II stage as 
defined by the Ukrainian Association of Cardiologists and extrasystoles (more than 30 episodes per hour of research) of 
different topography and 30 persons (13 men and 17 women) suffering from hypertensive disease of the II stage 
between the ages 30 to 76 without rhythm disturbance. The first clinical group was formed of 54 (45%) patients 
suffering from repeated supraventricular extrasystoles. The second clinical group was formed of 42 (35%) patients 
suffering from repeated ventricular arrhythmia. The third group was formed of 24 (20%) patients suffering from both 
repeated supraventricular extrasystoles and ventricular extrasystoles. The results of treatment demonstrate that the 
existence of repeated supraventricular extrasystoles and ventricular extrasystoles in patients suffering from hypertensive 
disease of the ІІ stage in contrast to patients without arrhythmia and repeated supraventricular extrasystoles is 
associatesd with severer vascular dysfunction, which is defined by signs of rather high rigidity of the large arteries 
(significant reduction of original size of brachial artery diameter), severer defects of endothelium-dependant 
vasodilation (reduction of increment value of brachial artery diameter during the test with decompression, reduction of 
periodicity of registration of normal reaction and increase of paradoxical vasoconstriction of the brachial artery during 
the test with decompression) and significant reduction of general vasodilational potential, increase of frequency of cases 
with dissociation in the nature of endothelium-dependant and endothelium-independent reaction of the brachial artery. 
The latter changes were registered in 90 (60.0%) of examined patients, the most frequent of their variants were: 
1) reduced reaction of the brachial artery for decompression + normal response in the test with nitroglycerine (29.7%) 
and 2) paradoxical vasoconstriction in response to decompression + reduced reaction on taking nitroglycerine (22.4%).  

Keywords: arrhythmia; changes of intima-media vascular wall; hypertensive disease  

Зміни артерій за гіпертонічної хвороби та екстрасистолії  

Н. В. Дідик, О. В. Лисунець  

Вінницький національний медичний університет імені М. І. Пирогова, Вінниця, Україна  

Обстежено 120 пацієнтів із гіпертонічною хворобою ІІ стадії та частою екстрасистолією (чинний наказ МОЗ від 03.07.2006 р. № 436) 
віком від 27 до 81 року. Групу контролю склало 30 хворих із гіпертонічною хворобою ІІ стадії без будь-яких порушень серцевого ритму 
віком від 40 до 74 років. Згідно з топічним варіантом екстрасистолії, першу клінічну групу склали 54 (45,0%) пацієнти з частою 
суправентрикулярною екстрасистолією, другу – 40 (33,3%) хворих із частою шлуночковою екстрасистолією і третю – 26 (21,7%) хворих із 
суправентрикулярною та шлуночковою екстрасистолією. Всім хворим проводили загальноклінічне обстеження, електрокардіографічне 
дослідження у 12 загальноприйнятих відведеннях, добове моніторування артеріального тиску, холтерівське моніторування 
електрокардіографії, ехокардіографічне дослідження, соноехографію, оцінювання судинорухової функції плечової артерії. Шлуночкова та 
комбінована екстрасистолія у хворих із гіпертонічною хворобою ІІ стадії, на відміну від хворих без аритмій із частої суправентрикулярної 
екстрасистолії, асоціюється з більш тяжкою судинною дисфункцією, тяжкими порушеннями ендотелійзалежної вазодилатації та 
зменшенням загального вазодилатувального потенціалу, зростанням частоти випадків із дисоціацією в характері ендотелійзалежної та 
ендотелійнезалежної реакції плечової артерії.  

Ключові слова: серцево-судинна система; гіпертензія; аритмії; екстрасистолія  

Вступ  
 

Питання вивчення ланок патогенезу артеріальної гіпер-
тензії та порушень серцевого ритму залишаються актуальними 
протягом останнього десятиріччя. Адже, відповідно до даних 

Всесвітньої організації охорони здоров’я, артеріальна гіпертен-
зія щорічно призводить до смерті понад 17 млн осіб. І, прогно-
стично, до 2030 року цей показник сягне 24 млн осіб. Станом 
на 2016 рік в Україні 12 млн осіб мають артеріальну гіпертен-
зію, що складає 46,8% серед хвороб серцево-судинної системи 
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дорослого населення. А 81% хворих на артеріальну гіпертен-
зію мають неконтрольований перебіг гіпертонії (Lutaj, 2016). 
В Україні стандартизований показник поширеності артеріаль-
ної гіпертензії у міській популяції становить 29,6% як у 
чоловіків, так і у жінок. У сільській популяції поширеність 
артеріальної гіпертензії вища – 36,3% (серед чоловіків – 37,9%, 
серед жінок – 35,1%). Під час аналізу структури артеріальної 
гіпертензії за рівнем артеріального тиску у половини хворих 
виявлено артеріальну гіпертензію першого ступеня, у кожного 
третього хворого – артеріальну гіпертензію ІІ ступеня, у 
кожного п’ятого – артеріальну гіпертензію ІІІ ступеня. Серед 
осіб із підвищеним артеріальним тиском знають про наявність 
артеріальної гіпертензії 67,8% сільських та 80,8% міських жи-
телів. Систематично лікуються 38,3% жителів сіл і 48,8% місь-
ких мешканців. Ефективність лікування складає, відповідно, 
8,1% та 18,7% (Klinichna nastanova arterialna hipertenziia onov-
lena ta adaptovana zasnovana na dokazach, 2012 [Clinical setting 
the arterial hypertension is renewed and the adapted is based on 
proofs]). Наявність артеріальної гіпертензії підвищує ризик за-
гальної смертності в 4,5 раза в чоловіків та удвічі у жінок. На-
явність артеріальної гіпертензії не лише збільшує ризик загаль-
ної смерті, а і скорочує середню тривалість життя у чоловіків 
на 9 років та у жінок на 7 років (Nakaz MOZ Ukrainy. Pro za-
tverdzhennja ta vprovadzhennja medyko-tekhnologichnykh doku-
mentiv zi standartyzaciji medychnoji dopomogy pry arterialnij gi-
pertenziji. 24.05.2012. № 384).  

Патогенез артеріальної гіпертонії залучає механізми взає-
мовідносин нейроендокринної, гуморальної регуляції, об’ємів 
серцевого викиду та циркулюючої крові, периферичного опору 
судин (Hajkosseing et al., 2015; Pancholy et al., 2015; Budoff, 
2016). Порушення серцевого ритму як предиктор ускладнень 
артеріальної гіпертонії та ішемії міокарда актуальні для вив-
чення на сучасному етапі розвитку кардіології (Coronel et al., 
2012; Raragueuzian, 2013; Gula et al., 2014). Консервативна 
терапія артеріальної гіпертензії, поєднаної з порушеннями 
серцевого ритму, проводиться поряд з оперативним лікуван-
ням (Crotti, 2011; Piccini et al., 2012). Науковці виокремлюють 
роль інтими-медіа судин в патогенезі серцево-судинних захво-
рювань (Rasputina, 2012). Зміни інтими-медіа каротидних арте-
рій розглядаються як маркер кардіоваскулярного ризику серцево-
судинних ускладнень (Michiel et al., 2014). Доведено асоціацію 
між товщиною інтіми-медіа сонних артерій і підвищенням ар-
теріального тиску у людей похилого віку та дітей, відповідно 
(Staboulis, 2012; Oishi et al., 2013). Із цієї позиції, наше дослід-
ження поглиблює вивчення морфофункціональних змін серцево-
судинної системи за гіпертонічної хвороби та екстрасистолії 
(Didyk, 2009; Didyk, 2010) та має зв’язок із вивченням даної 
проблеми у світі (Chen et al., 2015). Мета нашого дослідження – 
виявити відмінності змін інтими-медіа судинної стінки у хво-
рих як із гіпертонічною хворобою, так і з гіпертонічною хворо-
бою, поєднаною з екстрасистолією.  
 
Матеріал і методи досліджень  
 

У дослідження включили 120 пацієнтів із гіпертонічною 
хворобою ІІ стадії та частою екстрасистолією віком від 27 до 
81 року. Серед них – 42 (35,0%) чоловіки і 78 (65,0%) жінки, 
співвідношення чоловіків до жінок – 1 : 1,9. Контрольну групу 
склали 30 осіб із гіпертонічною хворобою ІІ стадії без будь-
яких порушень серцевого ритму віком 40–74 років. Серед них 
13 (43,3%) чоловіків і 17 (56,7%) жінок, співвідношення чоло-
віків до жінок – 1 : 1,3. Усі пацієнти проходили стаціонарне 
лікування у відділенні денного стаціонару кардіологічного 
профілю міської клінічної лікарні № 1 Вінниці. Показаннями 
до включення хворих у дослідження були гіпертонічна хворо-
ба ІІ стадії за рекомендаціями Української асоціації кардіо-
логів (2008) та чинного наказу МОЗ України від 03.07.2006 
№ 436, верифікована за даними холтерівського моніторування 
електрокардіографії часта екстрасистолія з симптомним пере-

бігом, яка, згідно із сучасними рекомендаціями Європейського 
товариства кардіологів, потребує постійної антиаритмічної 
терапії, відсутність протипоказань до прийому бетаадренобло-
каторів і соталолу та інформаційна згода хворого взяти участь 
у дослідженні.  

Протипоказаннями до включення в дослідження були 
гіпертонічна хвороба І або ІІІ стадій, серцева недостатність 
ІІа–ІІб стадій за М. Д. Стражеска – В. Х. Василенко і IIІ–ІV 
функціональний клас за NУНА та наявність ЕхоКГ-ознак си-
столічної дисфункції міокарда ЛШ (ФВ < 45%), безсимптомна 
екстрасистолія та екстрасистолія, яка, згідно із сучасними 
рекомендаціями Європейського товариства кардіологів, не 
потребує постійної антиаритмічної терапії, наявність пароксиз-
мальної та постійної форми фібриляції передсердь, пароксиз-
мальних тахікардій та синдрому предекзитацій шлуночків, 
тяжкі захворювання дихальної системи та шлунково-кишко-
вого тракту, захворювання щитоподібної залози, цукровий діа-
бет і злоякісні утворення, зловживання алкоголем і нейропсихіч-
ні розлади, небажання хворого брати участь у дослідженні.  

Усім хворим основного клінічного масиву (n = 120) як 
стартовий антиаритмічний препарат призначено бетаадрено-
блокатор бісопролол у дозі 10 мг на добу. У разі недостатнього 
антигіпертензивного ефекту бісопрололу, який оцінювали на 
цільовій дозі протягом 10–12 діб, додатково призначали 
інгібітор ангіотензин перетворювального ферменту еналаприл 
у дозі 20–40 мг на добу. За недостатньої антигіпертензивної та 
антиаритмічної ефективності терапії з двох препаратів додат-
ково призначали S(-) амлодипін у дозі 2,5–5,0 мг на добу. 
Антиаритмічний ефект вважали позитивним у разі повного 
зникнення або зменшення добової кількості екстрасистол че-
рез 1 місяць більше ніж на 50%. У разі негативного антиарит-
мічного ефекту бісопрололу призначали соталол у дозі 160–
320 мг на добу. За позитивного антиаритмічного ефекту при-
значене лікування продовжували протягом 6 місяців.  

Усім хворим проводили комплексне клініко-інструмен-
тальне обстеження, яке включало загальноклінічне обстеження 
хворого, електрокардіографічне дослідження у 12 загально-
прийнятих відведеннях, добове моніторування артеріального 
тиску, холтерівське моніторування електрокардіографії, ехо-
кардіографічне дослідження у М-, В- і Д-режимах, соноехо-
графію, оцінку судинорухової функції плечової артерії. Ендо-
теліальну дисфункцію судинного тонусу вивчали, проводячи 
пробу з компресією плечової артерії за D. Celemajer, де 
післяоклюзійне зростання діаметра судини має збільшуватись 
на 10% порівняно з вихідним. Статистичну обробку резуль-
татів дослідження проводили за допомогою методів варіацій-
ної статистики з використанням програм Statistica 6.0 (StatSoft 
Inc., USA).  
 
Результати  
 

Середня товщина інтими-медіа як у групах дослідження, 
так і в контрольній групі коливалась від 0,90 до 1,10 см і 
суттєво не перевищувала визначений для популяції норматив 
(<0,9 см). Аналізуючи показники судинорухової функції пле-
чової артерії, виявляється, що у пацієнтів із гіпертонічною хво-
робою та частою суправентрикулярною екстрасистолією по-
рівняно із хворими з гіпертонічною хворобою без аритмій 
реєстрували зменшення величини діаметра плечової артерії 
(показник dПА, Р = 0,040).  

У хворих із гіпертонічною хворобою та частою шлуночко-
вою екстрасистолією та хворих із гіпертонічною хворобою та 
комбінованою екстрасистолією, порівняно з хворими на гіпер-
тонічну хворобу без аритмій, ці зміни були більш вираженими. 
В цих групах реєстрували достовірне зменшення діаметра 
плечової артерії (показник dПА, Р < 0,002), приросту діаметра 
плечової артерії на пробі з декомпресією (Р < 0,024) та амплі-
туди дилатації плечової артерії на пробах із декомпресією та 
нітрогліцерином (Р < 0,040). Подібні зміни зареєстровані під 
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час порівняння показників у групі пацієнтів із гіпертонічною 
хворобою та комбінованою екстрасистолією та хворих із суп-
равентрикулярною екстрасистолією – визначали суттєве змен-
шення діаметра плечової артерії (показник dПА, Р = 0,037), 
приросту діаметра плечової артерії на пробі з декомпресією 
(Р = 0,009) та амплітуди дилатації плечової артерії на провока-
ційних пробах (Р = 0,046). У пацієнтів із гіпертонічною хворо-
бою та шлуночковою екстрасистолією порівняно з пацієнтами із 
суправентрикулярною екстрасистолією, спостерігали суттєве змен-
шення приросту діаметра плечової артерії на пробі з деком-
пресією (Р = 0,046). У групі хворих із гіпертонічною хворобою 
та комбінованою екстрасистолією порівняно з усіма іншими 
групами, реєстрували суттєве збільшення індексу резистентності 
(показник RI, P < 0,05) та індексу пульсації (показник РІ, P < 
0,034). Це свідчить про суттєве зростання ригідності та погір-
шення еластичних властивостей великих судин у пацієнтів із 
гіпертонічною хворобою та комбінованою екстрасистолією.  

Під час проведення провокаційних проб спостерігали, що у 
групах пацієнтів із гіпертонічною хворобою без аритмій і з 
частою суправентрикулярною екстрасистолією визначали од-
наковий розподіл різних реакцій плечової артерії на пробу з 
декомпресією. У 33,3% і 25,9% випадків реєстрували нормаль-
ну, у 53,3% і 61,1% випадків – знижену реакцію, у 13,4 і 13,0% – 
парадоксальну вазоконстрикцію. Характер реакції плечової ар-
терії на пробі з декомпресією в різних групах хворих принци-
пово відрізнявся від такого у групах хворих на гіпертонічну 
хворобу та гіпертонічну хворобу з частою шлуночковою екс-
трасистолією та комбінованою екстрасистолією. У цих па-
цієнтів визначали суттєве зменшення частоти реєстрації нор-
мальної реакції (7,5% і 3,8% проти 33,3% і 25,9%, відповідно, 
Р < 0,041) та зростання парадоксальної вазоконстрикції (35,0% 
і 34,7% проти 13,4% і 13,0%, відповідно, Р < 0,041) за практич-
но однакової частоти реєстрації зниженої вазодилатації (57,5% 
і 61,5% проти 53,5% і 61,1%, відповідно) (рис.).  
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Рис. Характер реакції плечової артерії на проби з декомпресією в різних групах хворих  

Аналізуючи отримані результати реакції плечової артерії 
на пробі з нітрогліцерином, бачимо практично однаковий роз-
поділ різних типів реакцій (Р > 0,05) обстежених груп хворих. 
У більшості випадків (60,0–73,1% хворих) визначено зниження 
приросту діаметра плечової артерії на пробі з нітрогліцерином 
<20% вихідної величини, в 33,3–19,2% реєстрували нормальну 
реакцію приросту діаметра плечової артерії на пробі з нітроглі-
церином >=20% вихідної величини та в 5,0–7,7% – парадок-
сальна вазоконстрикція у відповідь на прийом нітрогліцерину.  

Результати нашого дослідження продемонстрували відсут-
ність зв’язку між порушеннями ендотелійнезалежної вазоди-
латації плечової артерії та варіантом екстрасистолії хворих на 
гіпертонічну хворобу ІІ стадії. Дисоціацію характеру ендо-
телійзалежної та ендотелійнезалежної реакції плечової артерії 
спостерігали практично в половини пацієнтів із гіпертонічною 
хворобою без аритмій і хворих із частою суправентрикуляр-
ною екстрасистолією (40,0% і 50,0% відповідно). У пацієнтів із 
частою шлуночковою та комбінованою екстрасистолією подіб-
ні зміни визначені у більшості випадків (72,5% і 84,6% відпо-
відно), що суттєво перевищило частоту реєстрації у поперед-
ніх групах (Р < 0,029). Часта шлуночкова та комбінована екст-
расистолія у хворих на гіпертонічну хворобу асоціюється із 
суттєвим зростанням частоти випадків із дисоціацією в харак-
тері ендотелійзалежної та ендотелійнезалежної реакції плечо-
вої артерії.  
 
Обговорення  
 

Протягом останніх років медична спільнота неодноразово 
порушувала питання ролі ендотелію в розвитку серцево-су-
динної патології, оскільки ендотелій в організмі людини під-
тримує гомеостаз через регуляцію тонусу судин (процеси вазо-
констрикції та вазодилатації), будови стінки судин (процеси 

інгібіції та синтезу факторів фібринолізу та агрегації тром-
боцитів), місцевого запалення (вироблення про- та протиза-
пальних факторів). Дисфункція ендотелію – це дисбаланс між 
продукцією вазодилатаційних, ангіопротекторних, антипролі-
феративних факторів (простацикліну, тканинного активатора 
плазміногену, С-типу натрійуретичного пептиду, ендотеліаль-
ного гіперполяризувального фактора) та вазоконстриктивних, 
тромботичних, проліферативних факторів (ендотеліну, супер-
оксид-аніона, тромбоксану-2, інгібітора тканинного активатора 
плазміногену). Результати аналізу структурного ремоделюван-
ня сонних артерій і судинорухової функції плечової артерії 
відображали характер змін діаметра правої плечової артерії на 
пробі з реактивною гіперемією та нітрогліцерином свідчили 
про відсутність принципових відмінностей показником товщи-
ни інтима-медіа сонних артерій в обстежених групах хворих.  

Виміряна товщина інтими-медіа у пацієнтів від 0,90 до 
1,10 см не перевищувала визначений для популяції норматив 
(<0,9 см). Це пояснюється включенням у дослідження хворих із 
неускладненим перебігом гіпертонічної хвороби. Хоча відомий 
нині факт – наявність тісного кореляційного зв’язку між товщи-
ною інтими-медіа та частотою різних серцево-судинних усклад-
нень (Dhananjay et al., 2014). Цим пояснюється зростання товщи-
ни інтими-медіа в пацієнтів з ускладненим перебігом гіпертоніч-
ної хвороби – пацієнтів із ІІІ стадією хвороби, яких за заплано-
ваним дизайном дослідження ми не включили в розробку.  

Результати нашого аналізу свідчать про відсутність суттєвих 
змін характеру ремоделювання сонних артерій і принципові 
порушення судинорухової функції плечової артерії у хворих на 
гіпертонічну хворобу без порушень серцевого ритму (контроль-
на група) і частою суправентрикулярною екстрасистолією 
(І клінічна група) та пацієнтів із частою шлуночковою екстра-
систолією (ІІ клінічна група) та комбінованою екстрасистолією 
(ІІІ клінічна група), що характеризувалось ознаками підвищеної 



 

Regul. Mech. Biosyst., 8(1) 22 

ригідності плечової артерії (суттєве зменшення діаметра плечо-
вої артерії за відсутності змін її відносної товщини), тяжчими 
порушеннями ендотелійзалежної вазодилатації (зменшення при-
росту діаметра плечової артерії на пробі з декомпресією) та 
загального вазодилатувального потенціалу (зменшення амплі-
туди дилатації плечової артерії на провокаційних пробах).  

Отримані дані свідчать, що часта шлуночкова екстрасисто-
лія та комбінована екстрасистолія за гіпертонічної хвороби 
ІІ стадії асоціюється з тяжчими порушеннями судинорухової 
функції артерій (Didyc, 2016). Наявність частої шлуночкової та 
комбінованої екстрасистолії у хворих на гіпертонічну хворобу 
ІІ стадії асоціюється з тяжчими порушеннями ендотелійзалеж-
ної вазодилатації, що характеризується зменшенням частоти 
реєстрації нормальної реакції та збільшенням парадоксальної 
вазоконстрикції плечової артерії на пробі з декомпресією. 
Наші результати співставляються з літературними даними щодо 
ролі інтими-медіа ендотеліальної дисоціації в патогенезі серцево-
судинних захворювань (Michiel et al., 2014). Залишається від-
критим питання відмінності в ендотеліальній дисфункції у паці-
єнтів із гіпертонічною хворобою ІІ стадії, гіпертонічною хворо-
бою ІІ стадії та суправентрикулярною екстрасистолією та наяв-
ністю прогностично несприятливої поєднаної надшлуночкової 
та шлуночкової екстрасистолії у пацієнтів із гіпертонічною хво-
робою ІІ стадії.  
 
Висновки  
 

У хворих із гіпертонічною хворобою ІІ стадії часта шлу-
ночкова та поєднана (надшлуночкова та шлуночкова) екстра-
систолія корелює з важчою судинною дисфункцією, що поля-
гає, по-перше, у зростанні ригідності артерій (зменшенні по-
казника вихідного діаметра плечової артерії), по-друге – важ-
чому прояві порушень ендотелійзалежної вазодилатації. Воно 
характеризується зменшенням показника величини приросту 
діаметра плечової артерії на пробі з декомпресією, зменшен-
ням частоти реєстрації нормальної реакції та збільшенням 
частоти парадоксальної вазоконстрикції плечової артерії на 
пробу з декомпресією, зменшенням загального вазодилату-
вального потенціалу, зростанням частоти випадків із дисоціа-
цією характеру ендотелійзалежної та ендотелійнезалежної ре-
акції плечової артерії. Вищезгадані зміни реєстрували в 60,0% 
обстежених пацієнтів, при цьому найчастішими їх варіантами 
були, по-перше, знижена реакція плечової артерії на декомпре-
сію та нормальна відповідь на пробу з нітрогліцерином, яку 
реєстрували у 29,7% випадків та, по-друге, парадоксальна ва-
зоконстрикція у відповідь на декомпресію та знижена реакція 
на прийом нітрогліцерину, яку реєстрували у 22,4% випадків.  

Результати нашого дослідження продемонстрували відсут-
ність предикторів для виключення спільних патогенетичних 
механізмів розвитку судинної дисфункції та патогенетичного 
аритмогенезу у хворих із гіпертонічною хворобою. Цей факт 
потребує подальшого дослідження як із погляду патогенезу 
гіпертонічної хвороби, так і з погляду патогенезу екстрасисто-
лій у розвитку аритмології.  
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The article highlights the role of desynchronosis and certain genetic factors in the development of obesity. Some 
pathogenetic links of obesity and the influence of melatonin on them are analyzed. Desynchronosis is one of the causes 
of obesity as a result of dysregulatory changes in the chronoperiodic system – between suprachiasmatic nuclei of the 
hypothalamus and secretory activity of the pineal gland. In obesity there are some changes in circadian patterns of 
important physiological parameters. These include acrophases of blood pressure; rhythm of hormone secretion, 
including insulin; electrolytes; sleep-wake cycle displaced for a period of a day, which is a deviation from the normal 
course. Phase discrepancies of established circadian oscillations of physiological processes arise. Preconditions of fat 
metabolism imbalance, particularly visfatin, apelin and vaspin – components of atherosclerotic lesions, gradually 
emerge. There is abundant evidence for close relationships between metabolism and circadian mechanisms. It is proved, 
that there is a strong direct impact of endogenous circadian rhythms on the metabolic pathways that do not depend on 
food intake or sleep. A potential low molecular weight of biomarkers of human circadian phases has been identified. 
A number of key metabolic enzymes in tissues such as the liver, adipose tissue or the pancreas are chronodependent. 
Desynchronosis phenomena caused by genetic or environmental factors can lead to serious metabolic disorders, 
including obesity, insulin resistance and metabolic syndrome. Genesis of pineal removal-induced insulin resistance and 
reduced glucose tolerance in cells is related to the consequences of melatonin absence, which leads to abnormalities in 
insulin signaling pathways and reduced GLUT4 gene expression and protein content. Insulin-sensitive tissues (white 
and brown adipose tissue, skeletal and heart muscles) after pineal removal are characterized by a significant reduction 
of GLUT4 mRNA and the content of microsomal and membrane proteins, which are compensated during treatment by 
melatonin. Functional synergy exists between melatonin and insulin. Melatonin is able through the membrane receptors 
MT1 to cause rapid tyrosine phosphorylation, activate tyrosine kinase of beta subunits of insulin receptors and mobilize 
several intracellular stages of insulin-signaling pathway transduction. Thus, the protective effect of melatonin in cases of 
disturbance to the carbohydrate metabolism is manifested in the formation of circadian periodicity by modulating the 
expression of time genes.  

Keywords: melatonin circadian mechanisms; gene; epiphysis  

Ожиріння: роль десинхронозу та генетичних чинників  
у механізмах його розвитку  

М. О. Ризничук*, В. П. Пішак**  

*Буковинський державний медичний університет, Чернівці, Україна  
**Національна академія педагогічних наук, Київ, Україна  

Висвітлено роль десинхронозу та генетичних чинників у розвитку ожиріння. Проаналізовано окремі патогенетичні ланки розвитку 
ожиріння та вплив на них мелатоніну. Десинхроноз – одна з причин ожиріння, як наслідок дизрегуляторних зрушень у хроноперіодичній 
системі – між супрахіазматичними ядрами гіпоталамуса та секреторною активністю шишкоподібної залози. Існує багато доказів того, що між 
метаболізмом і циркадіанним механізмом існують тісні взаємозв’язки. Доведено сильний прямий вплив ендогенних циркадіанних ритмів на 
метаболічні шляхи, які не залежать ні від прийому їжі, ні від сну. Ідентифіковано потенційні низькомолекулярні біомаркери циркадіанних фаз 
людини. Низка ключових ферментів метаболізму в таких тканинах як печінка, жирова або тканина підшлункової залози – хронозалежні. 
Явища десинхронозу, спричинені генетичними чи зовнішніми чинниками, можуть спричинити серйозні метаболічні порушення: ожиріння, 
резистентність до інсуліну та метаболічний синдром. Генезис пінеалектоміє-індукованої резистентності до інсуліну та зниження толерантності 
до глюкози в клітинах пов’язаний із наслідками відсутності мелатоніну, що викликає розвиток порушень інсулінового сигнального шляху та 
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зниження експресії генів GLUT4 та вмісту білка. Інсулін-чутливі тканини (біла та бура жирові тканини, скелетні та серцеві м’язи) при 
пінеалектомії характеризуються суттєвішим зниженням мРНК GLUT4, вмістом мікросомальних і мембранних білків, які компенсуються під 
час проведення терапії мелатоніном. Існує функціональний синергізм між мелатоніном та інсуліном. Мелатонін здатний через мембранні 
рецептори MT1 викликати швидке тирозин-фосфорилювання та активувати тирозинкіназу бета-субодиниці рецептора інсуліну та мобілізацію 
декількох внутрішньоклітинних етапів трансдукції інсулін-сигнального шляху. Захисна дія мелатоніну у разі порушення вуглеводного обміну 
виявляється у формуванні циркадіанного періодизму шляхом модуляції експресії часових генів.  

Ключові слова: мелатонін; циркадіанний ритм; гени; епіфіз  

Вплив порушень циркадіанного ритму  
на розвиток ожиріння  
 

Поширеність порушень сну нині у людській популяції 
сягає 80–95%. Щорічно нестачу сну відчувають від 1/3 до 1/2 
населення, а в 10–15% людей безсоння – клінічно значуща 
проблема, яка різко знижує якість життя. Ожиріння межує з 
пандемією ХХІ століття, становить серйозну медико-соціальну 
проблему. Це основна причина інвалідизації та смертності се-
ред осіб середнього та літнього віку в усьому світі (Hotamisligil 
et al., 1993; Knutson and Van Cauter, 2008). Серед причин мож-
на виділити чинники як загального характеру (екологічні), так 
і індивідуальні (генетичні) особливості. Ожирінню сприяє по-
рушення режиму харчування, надмірне вживання їжі, що пору-
шує енергетичну рівновагу, неконтрольоване збагачення їжі 
жирами та вуглеводами, збіднення білками, вітамінами, макро- 
та мікроелементами спричиняє дисбаланс харчового раціону, а 
також нездоровий спосіб життя людини, недостатня фізична 
активність, стреси тощо (Hasler et al., 2004).  

Це неповний перелік чинників, які зумовлюють низку 
біохімічних та фізіологічних процесів в організмі, зокрема, за-
міщення вуглеводного обміну жировим, зростання маси тіла 
внаслідок підвищення рівня ліпопротеїдів низької густини, 
гіперстимуляція β-клітин підшлункової залози, підвищення 
секреції інсуліну, розростання жирової тканини зі збільшенням 
об’єму вісцерального жиру на животі та у верхній половині 
тулуба (Van Cauter and Knutson, 2008).  

Відносно недавно з’ясовано, що одна з причин ожиріння – 
десинхроноз, як наслідок дизрегуляторних зрушень у хроно-
періодичній системі – між супрахіазматичними ядрами гіпота-
ламуса та секреторною активністю шишкоподібної залози (Ra-
poport et al., 2013).  

Упродовж останнього десятиліття проведено велику кіль-
кість досліджень щодо залежності ожиріння від циркадіанного 
ритму, які виявили чітку закономірність: навіть невеликі за 
тривалістю періоди депривації сну спричиняють підвищення 
вісцерального ожиріння, внаслідок зниження «пластичності» 
метаболічних процесів і розвитку резистентності до інсуліну 
(Knutson et al., 2007; Syromjatnikova et al., 2010).  

Проведення кореляційного аналізу (Lundina et al., 2014) 
виявило пряму залежність тяжкості порушення циркадіанного 
ритму від індексу маси тіла в дітей з ожирінням (r = 0,63, Р = 
0,003): тобто, чим більший індекс маси тіла у дитини, тим 
більш виражені порушення циркадіанного ритму. Патологічні 
типи циркадіанного ритму достовірно частіше траплялися в 
дітей з ожирінням (66% проти 14%, Р < 0,05).  

Центральний водій ритму циркадіанної системи – первин-
не джерело інформації про ритмічність для фізіологічних про-
цесів, розташований у супрахіазматичних ядрах (СХЯ) гіпота-
ламуса. Світловий сигнал синхронізує водія ритму із зовніш-
нім циклом «світло – темрява» через прямий ретиногіпотала-
мічний тракт від сітківки до СХЯ. Останні також отримують 
опосередковано несвітлову інформацію, наприклад, із ядер 
шва. Складні нейрональні шляхи з’єднують СХЯ з шишкопо-
дібною залозою, в якій здійснюється синтез мелатоніну відпо-
відно до циркадіанних коливань освітленості довкілля. Цен-
тральні мелатонінові рецептори (МТ1 та МТ2) розташовані пе-
реважно в СХЯ, в яких мелатонін діє за принципом зворотного 
негативного зв’язку.  

Дослідженнями (Nishida, 2005; Peschke, 2008; Antunes et al., 
2010) показано, що уведення витяжки з шишкоподібної залози 

викликало розвиток гіпоглікемії, підвищення толерантності до 
глюкози, а також до стимуляції глікогенезу у печінці та м’язах 
у відповідь на ін’єкцію глюкози. Навпаки, пінеалектомія спри-
чиняє зменшення толерантності до глюкози та гальмує глікоге-
нез у печінці та м’язах. Метаболічні порушення, викликані від-
сутністю мелатоніну у пінеалектомованих тварин, охарактери-
зовані як діабетогенний синдром, який включає порушення 
толерантності до глюкози та резистентність периферичної 
(печінка, жирова тканина та скелетні м’язи) та центральної 
ланок (гіпоталамус) до інсуліну (Reiter et al., 1980; Balagopal et 
al., 2007; Laposky et al., 2008). Така клініка може нівелюватися 
уведенням мелатоніну або обмеженням годування (Hairston et 
al., 2010), але не заняття фізичною культурою (Brondel et al., 
2010). Резистентність до інсуліну, порушення толерантності до 
глюкози, а також деякі зміни інших метаболічних параметрів 
можна виявити за фізіологічних або патофізіологічних станів, 
пов’язаних зі зниженням рівня мелатоніну у крові, наприклад, 
старіння, діабет, позмінна робота та високий рівень освітле-
ності вночі (Everson, 2004; Picchi et al., 2006; Broussard et al., 
2010). Адекватна терапія мелатоніном полегшує більшість за-
значених патологічних метаболічних змін. Аналогічний мета-
болічний синдром спостерігається у тварин із блокадою MT1-
рецепторів (Mulder et al., 2009).  

Існує багато доказів того, що між метаболізмом і цирка-
діанним механізмом існують тісні взаємозв’язки. Сильний 
прямий вплив ендогенних циркадіанних ритмів на метаболічні 
шляхи, які не залежать ні від прийому їжі, ні від сну (Dallmann 
et al., 2012). Ідентифіковано потенційні низькомолекулярні біо-
маркери циркадіанних фаз людини. Низка ключових фермен-
тів метаболізму у таких тканинах як печінка, жирова або тка-
нина підшлункової залози – хронозалежні (Knutson et al., 
2008). Явища десинхронозу, спричинені генетичними або зов-
нішніми чинниками, можуть спричинити серйозні метаболічні 
порушення: ожиріння, резистентність до інсуліну та метабо-
лічний синдром (Laposky et al., 2008; Kovac et al., 2009; Bass 
and Takahashi, 2010).  

Провідна роль у патогенезі сімейних та більшості спора-
дичних випадків ожиріння належить спадковим чинникам, які 
визначають генетичну схильність до захворювання. Генетична 
схильність до метаболічних відхилень, що спричиняють ожи-
ріння, розглядається як модифікований чинник ризику. Склад-
ність генетичного аналізу такого гетерогенного, багатофактор-
ного захворювання як ожиріння полягає у великій кількості 
потенційних генів-кандидатів, здатних брати участь у форму-
ванні генної мережі спадкової схильності до ожиріння. Участь 
поліморфізмів генів, схильних до формування ризику захворю-
вання та його клінічних проявів, перебуває на початкових ста-
діях вивчення. Залишається нерозв’язаним питання кореляції 
між порушенням ліпідного обміну та наявністю поліморфних 
пошкоджувальних алелів у генах, продукти яких залучаються 
до метаболізму ліпідів і ліпопротеїдів (Klimov and Nikulcheva, 
1999; Baranov et al., 2000).  

Із кінця ХХ століття в усьому світі число осіб з ожирінням 
більше ніж подвоїлося (International Obesity Task Force, 2010). 
Це може бути зумовлено як зовнiшніми чинниками (непра-
вильним способом життя, у тому числі незбалансованим хар-
чуванням), так і генетичними порушеннями. Чинники ризику 
середовища, пов’язані зі зміною характеру харчування та фi-
зичною активністю, можуть реалізуватися тільки на тлі гене-
тичних чинників (McCarthy, 2010).  
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Генетична складова в розвитку ожиріння  
 

Підтверджено роль генетичної схильності розвитку ожи-
ріння. Імовірність надлишкової маси тіла за наявності ожирін-
ня у батьків становить 70–80%, хоча в загальній популяції цей 
показник – близько 30%. Відкрито багато генів кандидатів: 
гени, що кодують утворення β3- і β2-адренорецепторів, ген лі-
попротеїнліпази, гени рецептора 3,4 типу меланоцитостиму-
лювального гормону (MC3-R, MC4-R), agouti, PRARγ, FTO, 
UCP2, fat-ген тощо. Нині визначено близько 1 000 генів, асоці-
йованих з ожирінням. Усі вони вказані в міжнародній базі 
даних Human Genome Epidemiologi Network (HuGeNet). Є фор-
ми ожиріння, зумовлені дефектом єдиного гена. Однак необ-
хідно зазначити, що на їх частку припадає не більше 5% від 
усіх випадків ожиріння. У більшості гени лише зумовлюють 
схильність до надмірного накопичення жирової тканини за дії 
різних зовнішніх чинників навколишнього середовища. При-
чини надлишкової маси тіла полягають перш за все в особли-
востях стилю життя та харчової поведінки, а також у недостат-
ній щоденній фізичній активності (Borodina, 2016).  

Під час обстеження дітей і дорослих у різних популяціях 
виявлено понад 100 генетичних поліморфізмів, пов’язаних з 
ожирінням (Carlos et al., 2013). Виявлено асоціацію полімор-
фізму rs9939609 гена FTO зі збільшенням індексу маси тіла 
(ІМТ), відсутністю відчуття насичення їжею та підвищенням 
ризику розвитку ожиріння (Mitchell et al., 2010). Найбільш ви-
вчений у цілому ряді етнічних груп на даний час поліморфний 
маркер гена KCNJ11 rs5219, в якому відбувається заміна цито-
зину на тимін у позиції 67, яка веде до заміни глутамінової 
кислоти у позиції 23 амінокислотної послідовності білка на 
лізин (Qiu et al., 2014). Показана асоціація цього поліморфізму 
з ризиком розвитку цукрового діабету (ЦД) ІІ типу в європей-
ців, в індоєвропейській етнічній групі, в американців європей-
ського походження, японцiв та китайців (Cejkova et al., 2007). 
Установлено зв’язок поліморфізму rs5219 KCNJ11 гена з 
ризиком розвитку ЦД ІІ типу у жителів арабських держав, а у 
жителів Японії та Південної Кореї – також зв’язок із ризиком 
розвитку артеріальної гіпертензії (Koo et al., 2007; Sakamoto et 
al., 2007). У турецькій популяції виявлено статистично значу-
щий зв’язок алеля Т зі зниженням рівня секреції інсуліну (Go-
nen et al., 2012).  

Важливу роль у регуляції величини маси жирової тканини 
відіграє також поліморфізм гена β3-адренорецепторів (ADRB3). 
Мутація в кодоні 64 гена ADRB3 зумовлює заміну триптофану 
на аргінін (Trp64Arg) у білку рецептора й асоціюється з 
надлишковою вагою. Результати досліджень із включенням 
11 тис. людей свідчать про те, що мутація Trp64Arg гена 
ADRB3 поширена в декількох етнічних групах, пов’язана з 
вісцеральним ожирінням, резистентністю до інсуліну та ран-
нім розвитком ЦД ІІ типу (De Luis et al., 2007).  

Значна кількість досліджень присвячена генам, пов’язаним 
з енерговитратами, а саме тим, що кодують мітохондріальні 
роз’єднувальні білки (UCP) та являють собою родину мем-
бранних білків, носіїв аніонів, розташованих на внутрішній 
мембрані мітохондрій (Dalgaard, 2011). Найбільше вивчено по-
ліморфізм rs659366 гена, який роз’єднує білок 2 (UCP2) – клю-
чового регулятора енергетичного балансу. Він наявний на вну-
трішній мембрані мітохондрій, опосередковує вихід протонів 
через внутрішню мембрану шляхом роз’єднання окиснення 
АТФ, таким чином, зменшується синтез АТФ у мітохондрі-
альному дихальному ланцюгу. Ефектом UCP2 може бути при-
гнічення стимульованої глюкозою секреції інсуліну.  

Метааналіз поліморфізму rs659366 гена UCP2, із загаль-
ною кількістю обстежених 7390 (контрольна група) і 9890 (па-
цієнти з ожирінням), показав статистично значущу асоціацію з 
ожирінням у вихідців з Європи, на відміну від вихідців з Азії, 
де зв’язку з ожирінням не виявлено (Qian et al., 2013).  

Патогенез ожиріння пов’язаний із порушеннями обмінних 
процесів, які можуть викликати інсулінорезистентність, пору-

шеної толерантності до глюкози та розвитку ЦД ІІ типу. 
Секрецію інсуліну β-клітинами підшлункової залози регулює 
АТФ-залежний калієвий канал за допомогою впливу на мета-
болізм глюкози на рівні мембран клітин.  
 
Роль мелатоніну у вуглеводному та жировому обмінах  
 

При ожирінні виникають певні зміни циркадіанної струк-
тури важливих фізіологічних показників. Акрофази артеріаль-
ного тиску, ритмів секреції гормонів, зокрема інсуліну, елек-
тролітів, циклу «сон – бадьорість» зміщаються на період доби, 
не властивий нормальному перебігу (Hayes et al., 2011). Вини-
кають фазові неузгодження усталених циркадіанних коливань 
фізіологічних процесів. Поступово формуються передумови 
дисбалансу обміну жирів, зокрема, вісфатину, апеліну, вас-
пину – компонентів атеросклеротичних пошкоджень (Hairston 
et al., 2010; Kessler et al., 2010; Rosa et al., 2010).  

Первинна ланка дезадаптаційних зрушень торкається пе-
чінки та підшлункової залози. У тканині печінки внаслідок ак-
тивного адипоцитарного ліполізу збільшується рівень холес-
терину та тригліцеридів, а вміст вільних жирних кислот підви-
щується у 20–30 разів понад норму. Під час блокади інсулі-
нових рецепторів виникає інсулінорезистентність, поглиблю-
ється порушення транспорту глюкози в гепатоцитах, зростає 
надмірне засвоєння моновуглеводу гладеньком’язовими кліти-
нами та адипоцитами (Biggi et al., 2008; Rios-Lugo et al., 2010; 
Rosa et al., 2010).  

Стрептозотоциновий діабет супроводжується гіперглікемі-
єю, зниженням толерантності до вуглеводного навантаження, 
гальмуванням активності глюкокінази та глюкозо-6-фосфатде-
гідрогенази у тканині печінки та інтенсивності антиоксидант-
ного статусу. Попереднє уведення мелатоніну (5 мг/кг, упро-
довж 15 діб) запобігає зазначеним змінам (Akmali et al., 2010). 
На антидіабетичному ефекті мелатоніну наголошують 
S. Nishida (2005), E. Pesche (2008), I. Bahr et al. (2011).  

У щурів лінії Goto-Kakizaki зі стрептозотоциновим діабе-
том спостерігалася гіперінсулінемія та гіперліпідемія, знижен-
ня концентрації глюкагону й активності тирозинкінази рецеп-
тора інсуліну. У цій ситуації також установлено чіткий анти-
діабетичний ефект мелатоніну (Nishida, 2005; Janke et al., 2006, 
Bahr et al., 2011). В епіфізектомованих щурів спостерігається 
зниження щільності острівців Лангерганса та руйнування їх 
клітинних елементів (Picinato et al., 2008, Kasradze et al., 2010). 
Додавання мелатоніну в інкубаційне середовище гепатоцитів, 
отриманих від мишей із діабетом, збільшувало в них синтез 
глікогену, причому цей ефект усувався антагоністом мелатоні-
ну лузиндолом (Shieh et al., 2009). Цікаво, що мелатонін полег-
шував приживлення трансплантата острівців Лангерганса в 
мишей із діабетом (Lin et al., 2009). Результати поки нечислен-
них досліджень на людях у принципі збігаються з експеримен-
тальними даними та підтверджують захисні антидіабетичні 
властивості мелатоніну.  

Низкою праць Э. Б. Арушаняна и соавт. (2011, 2012) чітко 
обґрунтовано можливість участі шишкоподібної залози, її 
гормону мелатоніну в регуляції енергетичного метаболізму. 
Мелатонін помітно пригнічував секрецію інсуліну β-клітинами 
підшлункової залози in vitro, посилював експресію та секрецію 
глюкагону α-клітинами (Guzik et al., 2006, Donga et al., 2010). 
У щурів, яким згодовували їжу, збагачену жирами, підвищува-
лася концентрація в крові інсуліну, глюкози, тригліцеридів і 
адипонектину. Одночасне додавання до питної води мелато-
ніну (25 мкг/мл упродовж 11 тижнів) нормалізувало зазначені 
зрушення (Peschke et al., 2008; Scheer et al., 2009).  

Виявлено два типи рецепторів для зв’язування мелатоніну 
в клітині – МТ1 (ген MTNR1A) і МТ2 рецептори (ген 
MTNR1В) на плазматичній мембрані, та рецептори на ядерній 
мембрані (NR1F1 і NR1F2 або ROR / RZR). Ці ж рецептори 
виявлені також на β-клітинах підшлункової залози (Mulder et 
al., 2009). Рецептори (МТ1 і МТ2) також розпізнають інсулін.  
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Зв’язування мелатоніну з МТ1-рецепторами ініціює два 
сигнальні шляхи. Стимуляція першого шляху викликає підви-
щення активності фосфатидилінозитол-3-кінази (PI3K), фосфо-
ліпази А2 і С, AKT/PKB- і ERK1/2-кінази, білка STAT3 
(Picinato et al., 2008), стимулювання другого шляху спричинює 
пригнічення аденілат- і гуанілатциклази (Ha et al., 2006; 
Molchanov, 2012). Через це кількість цАМФ і цГМФ у клітині 
починає зменшуватися (Ha et al., 2006). Обидва шляхи запус-
каються одночасно, проте за короткої стимуляції, особливо в 
ранкові години, активніший перший шлях, а за тривалої стиму-
ляції, особливо у вечірні години або за великої дози екзогенно-
го мелатоніну, активується другий шлях (Bespjatyh et al., 2009). 
Через МТ2-рецептори здійснюється циркадіанна корекція се-
креції інсуліну β-клітинами та глюкагону α-клітинами (Pesch-
ke, 2008). За тривалої дії мелатоніну на клітини інсуліноми в  
β-клітинах активуються синтез і екстерналізація МТ2-рецеп-
торів, внаслідок чого зменшується кількість інсуліну, що сек-
ретується, оскільки ці рецептори пов’язані винятково з адені-
латциклазним шляхом (Picinato et al., 2008; Mulder et al., 2009; 
Molchanov, 2012).  

Мелатонін здатний протистояти виснаженню β-клітин на 
ранніх етапах розвитку метаболічного синдрому, протидіє гі-
персекреції інсуліну, знижує його до базального рівня. Це оз-
начає, що використання мелатоніну може зберегти повноцінну 
активність β-клітин у пацієнта після масового пошкодження 
токсичними агентами. На відміну від усіх інших гормонів для 
мелатоніну не виявлено негативного зворотного зв’язку, він по-
зитивно діє як на клітини епіфіза, так і на інші клітини орга-
нізму. Основний регулятор його секреції – характер освітлено-
сті. Таким чином, захисна дія мелатоніну за порушення вугле-
водного обміну виявляється у формуванні циркадіанного періо-
дизму шляхом модуляції експресії часових генів (Szosland, 2010).  

У нормі інсулінозалежна активація фосфоінозитольного 
шляху супроводжується стимуляцією росту судин, збільшен-
ням числа функціонуючих капілярів, інтенсифікацією кровото-
ку та транслокацією транспортного білка ГЛЮТ-4, що зумов-
лює швидке захоплення глюкози (Borodina et al., 2016). При 
МС або інсулінорезистентності цей сигнальний шлях бло-
кується. Інший шлях інсулінозалежної активації пов’язаний із 
запуском позаклітинних кіназ ERK1/МАРК і ERK2/МАРК, які 
активують прозапальний процес, що викликає зростання та 
проліферацію гладеньком’язових клітин. МАР-кіназний шлях 
внаслідок секреції ендотеліну-1 спричинює звуження судин. 
Сам ендотелін-1 чутливий до поглинання глюкози тканиною 
скелетної мускулатури та індукує резистентність до глюкози 
периферичних тканин. За гіперінсулінемії розвиваються атеро-
склеротичні ушкодження внаслідок гіперстимуляції фосфоіно-
зитольного шляху.  

Перебіг як клінічного, так і експериментального діабету 
супроводжується залученням у патологічний процес генетич-
ної компоненти. На β-клітинах підшлункової залози мишей із 
нокаутом гена МР1 порушується метаболізм глюкози та підви-
щується резистентність до інсуліну, що рівноцінно ЦД ІІ типу 
в людини (Jia et al., 2007). При цьому зростає синтез мелатоні-
ну в шишкоподібній залозі та індукуються часові гени Per1 i 
Bmal1 (Hotamisligil et al., 1993).  

Генезис пінеалектоміє-індукованої резистентності до інсу-
ліну та зниження толерантності до глюкози в клітинах пов’яза-
ні з наслідками відсутності мелатоніну, що викликає розвиток 
порушень в інсуліновому сигнальному шляху та зниження 
експресії генів GLUT4 і вмісту білка. Інсулін-чутливі тканини 
(біла та бура жирові тканини, скелетні та серцевий м’язи) за 
пінеалектомії характеризуються суттєвішим зниженням мРНК 
GLUT4, вмістом мікросомальних і мембранних білків, які ком-
пенсуються під час проведення терапії мелатоніном (Hotami-
sligil et al., 1993; Erikstrup et al., 2006; McCarthy, 2010). Існує 
функціональний синергізм між мелатоніном та інсуліном. Ме-
латонін здатний через мембранні рецептори MT1 викликати 
швидке тирозин-фосфорилювання й активувати тирозинкіназу 

бета-субодиниці рецептора інсуліну та мобілізацію декількох 
внутрішньоклітинних етапів трансдукції інсулін-сигнального 
шляху (фосфорилювання тирозину IRS-1, IRS-1/PI(3)-kinase і 
IRS-1/SHP-2 асоціації, а також серин, MAP-кінази та STAT3 
фосфорилювання) (Yang et al., 2005; Graham et al., 2006).  

SRBP-4 – білок із родини ліпокаліну, який зв’язує та тран-
спортує ретинол у сироватці крові, беспосередньо пов’язаний 
із вісцеральним ожирінням і резистентністю до інсуліну. 
SRBP-4 секретується, в основному, у печінці та адипоцитах 
(Aeberli et al., 2007; Wolf, 2007). У печінці цей білок, зв’язаний 
із транстиретином, концентрація якого зменшується за гострої 
інфекції та стресу. У дослідах на мишах показано, що SRBP-4, 
який вивільнився з адипоцитів, викликає резистентнiсть до 
інсуліну в печінці та скелетних м’язах (Wolf, 2007).  

Доведено (Graham et al., 2006) асоціацію між SRBP-4 і 
ожирінням, зокрема, вісцерального типу (Yang et al., 2005), а 
також резистентність до інсуліну та розвиток діабету типу ІІ 
(Janke et al., 2006; Takashima et al., 2006). У дорослих японців із 
порушенням толерантності до глюкози, концентрація SRBP-4 
не корелювала з індексом маси тіла, але корелювала з підви-
щеними концентраціями тригліцеридів (Knutson et al., 2007; 
Srivastava and Krishna, 2010). Отже, концентрація SRBP-4 тісні-
ше пов’язана з аномальними рівнями ліпідів при ожирінні, а не 
тільки ожирінням як нозологічним захворюванням (Erikstrup et 
al., 2006). Іншими дослідниками доведено зв’язок між концен-
трацією SRBP-4 та поширеністю ожиріння та метаболічного 
синдрому, незалежно від концентрації сироваткового ретинолу 
(Zheng et al., 1999; Yang et al., 2005).  
 
Депривація сну та ожиріння  
 

Жирова тканина синтезує речовини, що впливають на вуг-
леводний обмін, зокрема адипокіни, адипонектин, лептин, ади-
псин, вісфатин, апелін, васпін. Вони володіють чутливістю до 
інсуліну, мають антиатеросклеротичний і протизапальний ефе-
кти (Arita et al., 1999; Ouchi et al., 1999). Ці речовини несуть 
інформацію від жирової тканини до інсуліночутливих тканин 
про запас поживних речовин в організмі.  

Більшість гормонів, що регулюють апетит, також мають 
циркадіанний ритм секреції, пов’язаний із циклом «сон – 
неспання». Лептин «інформує» клітини організму про стан 
жирового обміну та масу тіла. Впливаючи на гіпоталамус, він 
пригнічує апетит. У фізiологічних концентраціях лептин галь-
мує секрецію інсуліну, а у великих концентраціях – тромбоз та 
інсулінорезистентність. Використання лептину зменшує масу 
тіла (Palou-Oliver et al., 2006), постійно підвищений рівень 
лептину та резистину в крові може призвести до розвитку кар-
діоміопатії (Bobbert et al., 2012).  

Адипонектин зменшує окиснювальний стрес, запалення, 
тромбоутворення, але ініціює інсулінорезистентність і по-
шкодження судин (Lee et al., 2011). Зниження рівня адипонек-
тину в крові виявлено в людей з ожирінням й у пацієнтів із 
симптомами ЦД ІІ типу (Hotta et al., 2000). Вважають, що 
адипонектин протидіє розвитку метаболічного синдрому (МС) 
(Cui et al., 2011). Очевидно, що вісфатин, апелін, васпін жиро-
вої тканини відіграють провідну роль в атеросклеротичних 
пошкодженнях при ожирінні (Palios et al., 2012).  

Лептин і грелін мають протилежний вплив на центри 
голоду та насичення в гіпоталамусі, через взаємодію з нейро-
пептидами, що контролюють споживання їжі (нейропептид Y, 
агутиподібний білок, меланокортин тощо), Відповідаючи, 
таким чином, за регуляцію маси тіла, лептин впливає на запаси 
жиру в організмі через центральні механізми, його рівні збіль-
шуються після їжі та в нічний час, що зумовлює зниження 
апетиту. Грелін продукується, в основному, P/D1-клітинами 
слизової оболонки фундального відділу шлунка, стимулює 
апетит і циркулює в неактивній формі, стає біологічно 
активним у відповідь на голодування. Під час сну відбувається 
підвищення загального греліну зі зменшенням співвідношення 
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загальний / активний грелін порівняно з неспанням. За виму-
шеного зміщення добового ритму в дорослих спостерігається 
зниження концентрації лептину, підвищення постпрандіальної 
глікемії, інсуліну, середнього артеріального тиску та зміна 
ритму секреції кортизолу з вищими піками перед сном і після 
пробудження (Scheer et al., 2009).  

Люди, які працюють за змінним графіком, мають вищу за-
хворюваність на цукровий діабет, ожиріння та серцево-судин-
ну патологію (Bass and Takahashi, 2010). Також доказаний 
зв’язок між зміною експресії clock-генів і цукровим діабетом 
(Woon et al., 2007), ожирінням і метаболічним синдромом 
(Scott et al., 2008), хоча патогенетичні механізми, що лежать в 
основі цих асоціацій, до кінця не вивчені.  

У багатьох країнах світу дедалі гострішою стає проблема 
порушень сну, яка часто супроводжується ростом захворюва-
ності на ожиріння. Прогрес у соціально-економічному розвит-
ку, поява штучного освітлення на початку минулого століття, 
загальна комп’ютеризація, телебачення та інші електронні за-
соби масової інформації викликали зміни способу життя 
людей і скорочення тривалості сну.  

У промислово розвинених країнах упродовж останніх десяти-
літь середній час сну зменшився. Якщо в 1960 році його добова 
тривалість у середньому була вісім–дев’ять годин, то в 1995 році 
вона скоротилася до семи годин. Нині майже третина дорослого 
населення планети спить менше шести годин на добу. Епіде-
міологічними дослідженнями показано, що зниження тривалості 
сну спричиняє підвищення індексу маси тіла, і в кінцевому ре-
зультаті викликає ожиріння (Hasler et al., 2004). Робота в нічні 
зміни часто супроводжується порушенням нормального добово-
го режиму сну та зниженням його якості (Boivin et al., 2007), і є 
одним із чинників розвитку ожиріння, ЦД ІІ типу та метабо-
лічного синдрому (Karlsson et al., 2001; Szosland, 2010).  

Причинний зв’язок між порушенням сну та метаболічними 
зрушеннями доведено низкою лабораторних досліджень 
(Knutson et al., 2008; Van Cauter and Knutson, 2008). У разі 
зменшення тривалості сну спостерігається підвищений апетит, 
зростають рівні лептину та греліну в крові та знижується 
толерантність до глюкози, що теж сприяє розвитку ожиріння 
(Knutson and Knutson, 2008). Цікаво зазначити, що рівні у крові 
адипокінових гормонів корелюють із тривалістю сну (Mühl-
bauer et al., 2009) та спричиняють накопичення білого жиру 
(Barclay et al., 2012). Отже, втрата сну або погана його якість 
можуть викликати дисліпідемію та підвищене накопичення 
жиру в черевній порожнині людей (Karlsson et al., 2001; Salgado-
Delgado et al., 2010; Dallman et al., 2012).  

У період з 1960 по 2000 рік середня тривалість нічного сну 
скоротилася на 1,5–2,0 години (Hiestand et al., 2006). За даними 
зарубіжних джерел, 35% дорослого населення сплять менше 
семи годин на добу, а одна четверта частина дорослого та 
велика частина дітей і підлітків має проблеми зі сном. На су-
часному етапі не існує жодного об’єктивного методу для визна-
чення тривалості сну, достатнього для дорослих. Проте трива-
лість сну, в середньому, 7,5 години на добу вважається опти-
мальною для дорослого, за відсутності сонливості в денний час 
(Grandner et al., 2010; Centers for Disease Control and Prevention, 
2011). За даними метааналізу вивчення тривалості сну, можна 
дійти висновку про підвищений ризик розвитку ожиріння в 
осіб із недостатньою тривалістю сну як серед дорослих, так і 
серед дітей. Скорочення тривалості сну на одну годину асоці-
йоване зі збільшенням індексу маси тіла (ІМТ) на 0,35 кг/м2 
(Cappuccio et al., 2008).  

За даними дослідження the Whitehall II Study, існують дос-
товірні асоціації між короткою тривалістю сну (5 год), індек-
сом маси тіла, окружністю талії, а також підвищеним ризиком 
розвитку ожиріння (St-Onge et al., 2011). Підтверджено гіпоте-
зу про те, що скорочення сну спричинює збільшення маси тіла 
з плином часу (Hasler et al., 2004; Gunderson et al., 2008).  

Оскільки більшість епідеміологічних досліджень підтвер-
дили наявність асоціацій між скороченням тривалості сну та 

надмірною масою тіла, наразі триває інтенсивне вивчення ко-
реляційних зв’язків між сном і ожирінням. Усе більше накопи-
чується даних, які підтверджують те, що скорочення та погір-
шання якості сну можуть викликати порушення метаболізму, в 
тому числі жирового обміну.  

Яскраві приклади поєднання ендокринно-обмінних, моти-
ваційних порушень і порушень сну – синдром нічного відчуття 
голоду, а також сезонні афективні розлади. Харчова поведінка 
в пацієнтів із синдромом нічного відчуття голоду представлена 
переїданням із порушенням добового ритму прийому їжі, що в 
клініці проявляється тріадою симптомів: ранкова анорексія, ве-
чірня або нічна булімія та гіперсомнія (підвищена денна сон-
ливість, збільшення тривалості нічного сну за відсутності «осві-
жаючого» ефекту сну). Відчуття насичення при цьому синдро-
мі виникає дуже повільно, при цьому хворі не можуть заснути, 
не з’ївши великої кількості їжі, а фізична активність у цих 
пацієнтів мінімальна упродовж усього дня. Порушення сну та 
харчової поведінки можуть спостерігатися в межах сезонних 
афективних розладів (САР), головний клінічний симптом яких – 
депресія, яка виникає винятково в «темну» пору року, що 
поєднується з булімією та гіперсомнією. У світлий період року 
в пацієнтів із САР не виявляється ніяких порушень, крім ожи-
ріння (Voznesenskaja, 2009).  

Депривація сну – порушення або повна відсутність задово-
лення потреби уві сні. Це може виникнути як результат роз-
ладів сну, усвідомленого вибору або примусово, наприклад в 
експерименті. Показано зниження нічної та підвищення денної 
концентрації греліну в дослідженнях з обмеженням часу сну у 
здорових добровольців, що сприяє підвищенню апетиту, гіпер-
фагії, збільшуючи ризик розвитку ожиріння в майбутньому 
(Spiegel et al., 2004). Ці дані узгоджуються з дослідженням Ta-
heri et al. (2004), які виявили зниження концентрації лептину, 
підвищення греліну в пацієнтів із недостатнім сном.  

Значущу роль у підтриманні енергетичного балансу віді-
грають тиреоїдні гормони, які підвищують температуру тіла та 
рівень основного обміну, посилюють ліполіз і гальмують ліпо-
генез. Також повідомляється, що втрата сну впливає на функцію 
гіпоталамо-гіпофізарно-тиреоїдної осі. Гостра депривація сну 
пов’язана з підвищенням ТТГ, а також рівнем зв’язаного Т3 і 
зв’язаного T4 у вечірні години (Gary et al., 1996). Kessler et al. 
(2010) показали, що часткове обмеження часу сну (до 5,5 годин 
упродовж 14 діб) у здорових пацієнтів середнього віку супро-
воджувалося помірним, але статистично значущим зниженням 
рівня ТТГ і вільного Т4 у жінок у ранкові години. Ці результати 
дозволяють припустити наявність зв’язків між метаболічними та 
психічними змінами в пацієнтів із порушеннями сну з тиреоїд-
ною функцією, що вимагають подальшого вивчення.  

Низка праць продемонструвала зв’язок між гострою 
втратою сну та порушенням імпульсної та нічної секреції 
соматотропного гормону, що вважається важливим ліполітич-
ним чинником (Weibel et al., 1997).  

Експерименти, в яких вивчено вплив тривалості сну на енер-
гетичний обмін, нечисленні. Jonge et al. (2012) оцінюючи основний 
обмін, установили, що скорочення часу сну та низька його ефек-
тивність асоційовані з підвищенням витрати енергії, вільного кор-
тизолу та дофаміну в сечі, а низька ефективність сну – з підвищен-
ням дихального коефіцієнта. Таким чином, високий дихальний 
коефіцієнт – чинник, який спричинює накопичення жирової маси.  

Зміни режиму харчування у поєднанні з дизритмією добо-
вого прийому їжі переважають у пацієнтів з ожирінням. За умов 
десинхронозу виникають розлади, які спричиняють розвиток 
метаболічного синдрому (Rapoport et al., 2013).  
 
Висновок  
 

Десинхроноз – одна з причин ожиріння, наслідок дизрегу-
ляторних зрушень у хроноперіодичній системі – між супра-
хіазматичними ядрами гіпоталамуса та секреторною активні-
стю шишкоподібної залози.  
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Damage to tissue, inflammation and disruption of normal functioning of organs are often accompanied by pain. In pain 
perceptions, the kinin-kallikrein system with bradykinin as mediator is very important. Regulatory activity of the kinin-
kallikrein system permits the control of inflammation, pain, vascular tone and other functions. A new group of substances 
that may used for this purpose are 3-substituted 1,4-benzdiazepinones. We analyzed the effect of 3-arylamino-1,2-dihydro-
3H-1,4-benzodiazepine-2-ones derivatives on the normalized maximal rate of bradykinin-induced smooth muscle 
contraction of the stomach in the presence of calcium channel blockers verapamil (1 μM) and gadolinium (300 μM). 
The levels of bradykinin and 3-arylamino-1,2-dihydro-3H-1,4-benzodiazepine-2-ones in the incubation solution were 10–6 M. 
Data processing on the dynamics of contraction was performed according to the method of T. Burdyha and S. Kosterin. 
Statistically significant changes were found for MX-1828. This compound reduced the maximal normalized rate of 
bradykinin-induced smooth muscle contraction in the presence of Gd3+ and verapamil by 19.3% and 32.0%, respectively. 
Also, MX-1828 demonstrated effects similar to those of the competitive inhibitor bradykinin B2-receptor – des-Arg9-
bradykinin-acetate, which is possible evidence of its interaction with the receptor or signal transduction pathways. 
MX-1828 additionally reduced the maximum normalized rate of relaxation by 6.2% in the presence of Gd3+. This effect 
was demonstrated for MX-1906 in the presence of verapamil with additional reduction of the maximal normalized rate of 
relaxation, which was 26.4%. The results suggest the presence of inhibitory interaction between MX-1828 and kinin-
kallikrein system receptors or signal transduction pathways. The effects which were found for MX-1906 require further 
studies to clarify the mechanisms of influence on bradykinin-induced smooth muscle contraction.  
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Вплив 3-ариламіно-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-онів  
на брадикінін-індуковане скорочення гладеньких м’язів  

П. А. Вірич*, О. В. Шелюк*, Т. А. Кабанова**, О. І. Халімова**,  
В. С. Мартинюк*, В. І. Павловський**, С. А. Андронаті**  

*Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ, Україна  
**Фізико-хімічний інститут імені О. В. Богатського НАН України, Одеса, Україна  

Особливості біологічної дії похідних бенздіазепінонів визначаються їх хімічною структурою та взаємодією з біохімічними мішенями. 
Проаналізовано вплив 3-ариламіно-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-онів на зміни максимальної нормованої швидкості брадикінін-
індукованого скорочення гладеньких м’язів за присутності іонів гадолінію та верапамілу. Статистично достовірні зміни виявлено для МХ-
1828, яка здатна додатково інгібувати брадикінін-індуковане скорочення за присутності Gd3+ на 19,3% та на 32,0% за присутності 
верапамілу, а також демонструє ефекти, подібні до тих, що виявляє конкурентний інігібітор B2-рецепторів брадикініну – des-Arg9-
bradykinin-acetate, що свідчить про її взаємодії з рецептором або шляхами трансдукції сигналу. Максимально нормована швидкість 
розслаблення додатково знижується на 6,2% при додаванні МХ-1828 за присутності Gd3+. Також за присутності верапамілу такий ефект 
характерний для МХ-1906 і складає 26,4%. Отримані дані дозволяють висунути припущення про взаємодію МХ-1828 з В2-рецепторами 
кінін-калікреїнової системи за механізмом інгібування. Додаткових досліджень потребує сполука МХ-1906, що виявляє такий ефект за 
присутності в інкубаційному розчині верапамілу.  

Ключові слова: 3-заміщені 1,4-бенздазепін-2-они; брадикінін; кінін-калікреїнова система; максимальна нормована швидкість  
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Біль – складне багатовимірне сенсорно-прецептивне явище. 
Відчуття болю виникає в результаті порушення цілісності ор-
ганізму або його нормального функціонування за дії зовнішніх 
чи внутрішніх факторів. Особливої уваги заслуговує хроніч-
ний біль, що створює особливу нішу фінансових витрат. Нара-
зі розрізняють два типи хронічного болю: ноцицептивний і 
нейропатичний. Під першим поняттям розуміють біль, який 
виникає у відповідь на пошкодження нервової тканини, що 
пов’язано з активацією ноцицепторів нормально функціо-
нуючої соматосенсорної системи (Baron et al., 2010). Нині іс-
нує декілька механізмів нейропатичного болю, що описуються 
моделями Бенета – Ксі (Bennett – Xie), Шіна та Чанга (Sheen 
and Chung), Кіма та Чанга (Kim and Chung) і Зельцера (Seltzer) 
(Kerstman et al., 2013). За пошкодження нервових волокон ви-
никає спонтанна електронна збудливість і надчутливість, що 
проявляється зміною експресії медіаторів, нейромодуляторів, 
факторів росту, рецепторів і нейроактивних молекул первин-
них аферентних нейронів. Така периферична сенсибілізація 
посилює ноцицепцію, що викликає больову гіперчутливість, у 
тому числі до виникнення спонтанного болю та гіперальгезив-
ного підвищення температури. Крім того, продукція та вивіль-
нення запальних медіаторів і прозапальних цитокінів може 
викликати больову гіперчутливість (Watkins and Maier, 2002; 
Ludwig and Baron, 2004; Gierthmuhlen et al., 2014).  

Залежно від типу больового відчуття застосовують анесте-
тики загальної або місцевої дії. Найімовірніші кандидати на 
роль мішеней для анестетиків загальної дії – ліганд-керовані 
іонні канали. В цілому відбувається блокування або пору-
шення рецептор-лігандних взаємодій таких каналів як 
GABAА. Також для деяких речовин, наприклад кетаміну, ха-
рактерне блокування NMDA рецепторів (N-метил-d-аспартат, 
тип глутаматних рецепторів) (Pleuvry, 2008; Garcia et al., 2010).  

Місцеві анестетики почали використовувати понад 100 ро-
ків тому. Їх взаємодія з натрієвими каналами викликає бажанй 
ефект. Проте вони здатні модифікувати активність калієвих і 
кальцієвих каналів, а також перебіг внутрішньоклітинних про-
цесів (Scholz, 2002). Застосування високих доз місцевих анес-
тетиків може спричинити судоми. Крім того більшість таких 
речовин впливає на тонус судин, що сприяє розвитку гіпотонії 
(Becker and Reed, 2006).  

Кінін-калікреїнова ситема може виступати однією з ланок бо-
льової чутливості, а також виконувати в організмі низку інших 
функцій: регуляція тиску крові, участь у запальних процесах, сер-
цево-судинному гомеостазі, знеболювальних відповідях, больовій 
передачі, клітинній проліферації, вивільненні цитокінів, проста-
цикліну, оксиду азоту (NO), регуляції функцій гладеньких м’язів су-
дин, шлунково-кишкового тракту тощо (Pesquero and Bader, 1998).  

Дія кінінів у тканинах і кровоносних судинах жорстко кон-
тролюється завдяки процесам їх утворення та деградації. У плаз-
мі фактор згортання крові XII (фактор Хагеманна) активується 
негативно зарядженими поверхнями з утворенням форми XIIа, 
яка, у свою чергу, здатна розщеплювати прекалікреїнові похід-
ні в активні калікреїни. Останні, завдяки гідролітичній актив-
ності, вивільняють із високомолекулярних кініногенів брадикі-
нін (БК), що надходить у кров’яне русло. Клітинна відповідь 
на дію цього пептиду опосередковується активацією брадикі-
нінових рецепторів двох підтипів — В1 та В2, що належать до 
родини рецепторів, спряжених із G-білками, та опосередкову-
ють свою дію через Gq білки. Після видалення С-кінцевого за-
лишку аргініну кініназами БК перетворюється на des-Arg9-BK – 
інший високоактивний пептид. БК високоспоріднений до кон-
ститутивних кінінових рецепторів B2 (B2R), у той час як des-
Arg9-BK – до індуктивних кінінових рецепторів В1 (B1R) (Al-
bert-Weibenberger et al., 2013). Це, у свою чергу, супроводжу-
ється синтезом вторинних посередників – інозитол-1,4,5-три-
фосфату та діацилгліцеролу. В2-рецептори – конститутивні, а їх 
експресія тканинноспецифічно посилюється запальними цито-

кінами, зокрема, інтерлейкіном-1 і факторами некрозу пухлин 
α та β. В1-рецептори експресуються в умовах розвитку травми 
та запалення. У гладеньких м’язах дихальних шляхів, шлунко-
во-кишкового тракту та міометрію активація рецепторів БК 
спричиняє скорочення. На противагу цьому, переважною реак-
цією гладеньких м’язів судин на аплікування БК є розслаблен-
ня, внаслідок чого підвищується проникність судинної стінки 
та розвивається набряк навколишніх тканин; як наслідок, спо-
стерігається фосфоліпаза А2-опосередковане вивільнення про-
стагландинів і лейкотрієнів (Higashida et al., 1986). Як правило, 
такі клітинні відповіді на дію БК опосередковані Са2+-залежними 
механізмами внутрішньоклітинного сигналінгу.  

За останнє десятиліття розроблено низку високоафінних 
B2-антагоністів з функціональною активністю in vivo. Серед 
них варто відмітити FR 173675 (Fujisawa Pharmaceutical) – 
один із перших перорально доступних, наномолярних високо-
селективних інгібіторів B2-рецепторів людини. Активний і 
селективний B2 антагоніст LF 16-0687 (Fournier), який можна 
використовувати як водорозчинну димезилатну соль для па-
рентерального уведення та володіє високою афінністю до бра-
дикінінових B2-рецепторів людини, щурів та морської свинки. 
Варто відмітити нещодавно створений антагоніст MEN 16132 
(Menarini Richerche), який має конформаційно обмежену 
структуру 4-аміно-4-карбокситетрагідропірану та заряджену 
N-δ-триметил-орнітинову частину, який тривало та повністю 
інгібував ініційований брадикініном бронхоспазм і назальне 
запалення за місцевого застосування. За останні роки підви-
щився інтерес до інгібіторів B1-рецепторів, серед яких найві-
доміші SSR 240612 (Sanofi-Synthelado Recherche), LF 22-0542 
(Fournier), NVP SAA 164 (Novartis). Часто для синтезу пепти-
доміметиків використовують 1,4-бензидіазипінове ядро, здатне 
імітувати β-вигин, що має важливе значення для біологічно 
активних форм пептидів. Цей клас речовин володіє високою 
біодоступністю та добре переноситься пацієнтами. Струк-
турний елемент β-вигину, встановлений для біоактивної кон-
формації HOE 140, став основою для дизайну непептидних  
B2-антагоністів, що мають бенздіазепіновий каркас (Dziadu-
lewicz et al., 1999). На основі цих досліджень синтезовано анта-
гоніст B1-рецепторів людини (Andronati et al., 2009).  

Науковий колектив Фізико-хімічного інституту НАН Ук-
раїни ім. О. В. Богатського запропонував новий клас перспек-
тивних сполук на основі 3-заміщених 1,4-бенздіазепінів, які де-
монструють анальгетичний ефект і, ймовірно, інгібують БК 
рецептори. Експериментальні дані демонструють здатність де-
яких похідних бенздіазепінів проявляти чітку антигіперальге-
зивну активність відносно запального та невропатичного болю 
в моделях на тваринах. Деякі похідні бенздіазепінів можуть ви-
кликати глибоку анальгезію у тварин (Andronati et al., 2009). 
Подальша селекція перспективних сполук потребує всебічного 
оцінювання їх біологічної активності та ретельного досліджен-
ня молекулярних та системних механізмів дії.  

Виходячи з вищенаведеного, слід зазначити, що модель 
брадикінін-індукованого скорочення гладеньких м’язів шлун-
ку проста та інформативна для з’ясування механізмів впливу 
3-заміщених 1,4-бенздіазепінонів на рецепторний апарат кінін-
калікреїнової системи. Присутність інгібіторів різних ланок 
трансдукції сигналу від конститутивно присутніх В2-рецепто-
рів дозволить краще зрозуміти особливості взаємодії обраних 
сполук із мішенями їх дії. Тому мета цього дослідження – з’я-
сувати механізми впливу 3-ариламіно-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенз-
діазепін-2-онів на брадикінін-індуковане скорочення гладень-
ких м’язів за присутності інгібіторів кальцієвих каналів – вера-
памілу та Gd3+.  
 
Матеріал та методи досліджень  
 

Скоротливу активність гладеньких м’язів досліджено в ізо-
метричному режимі. Для цього самців щурів масою 240–260 г 
декапітували, вилучали шлунок і поміщали в розчин Кребса. 
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Усі маніпуляції з тваринами проводили згідно з Міжнародною 
конвенцією роботи з тваринами та Законом України «Про 
захист тварин від жорстокого поводження». Смужки розміром 
1,5–2,0 х 10 мм вирізали з антральної частини шлунка, видаля-
ли серозну та слизову оболонки, розміщували в робочій камері 
з проточним розчином Кребса (1,5 мл/хв), термостатованій за 
37 ºС. Препарат перебував під пасивним натягом силою 10 мН 
та інкубували 1 год до появи спонтанної активності або сталих 
механокінетичних параметрів скорочення у відповідь на сти-
муляцію гіперкалієвим розчином. Реєстрацію сигналів прово-
дили за допомогою модуля збору даних m-DAQ12 (Holit Data 
Systems Ltd., Україна) та програмного забезпечення Power Graph 
Professional 3.3. У дослідженнях використовували розчин Кре-
бса (мМ): 120,4 NaCl, 5,9 KCl, 15,5 NaHCO3, 1,2 NaH3PО4, 1,2 
MgCl2, 2,5 CaCl2, 11,5 глюкоза, рН розчину становив 7,4. Гі-
перкалієвий розчин (концентрація К+ 80 мМ) готували шляхом 
ізотонічної заміни у вихідному розчині Кребса необхідної час-
тини Na+ на еквімолярну кількість іонів калію. Робочу концен-
трацію брадикініну в інкубаційному розчині (10–6 М) одержу-
вали шляхом внесення аліквоти маточного розчину в інкуба-
ційну камеру. Для додаткового оцінювання біологічних ефек-
тів 3-ариламіно-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-онів викори-
стовували спектр концентрацій брадикініну 10–10–10–6 М та 
конкурентний інгібітор B2R des-Arg9-bradykinin-acetate в кон-
центрації 10–6 М.  

Бенздіазепіни попередньо розчиняли в диметилсульфокси-
ді (ДМСО) та вносили в розчин Кребса (остаточно вміст орга-
нічного розчинника складав 1% загального об’єму розчину). 
Дію досліджуваних речовин вивчали за однаковим протоко-
лом експерименту, сполуки вносили в розчин Кребса за 30 хв 
до реєстрації механічної активності препаратів. Кінцева кон-
центрація похідних 3-заміщених 1,4-бенздіазепінонів в інкуба-
ційному середовищі складала 10–6 М. Перелік використаних 
речовин та їх хімічну структуру наведено в таблиці 1.  

Відповідний блокатор присутній в омивальному розчині 
Кребса. Концентрація Gd3+ становила 300 мкМ, верапамілу – 
1 мкМ. Як контрольні зразки використовували смужки гла-
деньких м’язів шлунка щурів, до інкубаційного середовища 
яких додавали аліквоту диметилсульфоксиду (ДМСО), яка не 
перевищувала 1% загального об’єму. Це пов’язано з тим, що 
похідні 3-заміщених 1,4-бенздіазепінонів гідрофобні, але добре 
розчиняються у ДМСО. Тому для адекватного порівняння 
ефектів похідних 3-заміщених 1,4-бенздіазепінонів до кон-
трольних зразків також додавали еквівалентну кількість 
ДМСО. Повторність досліду десятиразова.  

Вивчення механокінетики процесу скорочення м’язових 
препаратів здійснювали відповідно до методу Burdyga and 
Kosterin (1991). Перевага даного аналізу – незалежність від ам-
плітуди скоротливих відповідей. Це дає можливість коректно 
порівнювати дані, одержані на м’язових препаратах різного 
розміру. Ефект 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів оцінювали 
шляхом вирахування різниці між контрольними брадикінін-інду-
кованими скороченнями та за присутності відповідних речовин.  

Статистичну обробку результатів здійснювали загально-
прийнятими методами варіаційної статистики за допомогою 
пакетів програм Statistica 8.0 та Origin Lab 8.0. Отримані ре-
зультати перевіряли на нормальність розподілу тестом Шапіро – 
Вілка. Якщо дані не відповідали закону нормального розпо-
ділу, порівняння незалежних вибірок здійснювали за критерієм 
Краскела – Уолліса. За нормального розподілу, порівняння різ-
ниці між контрольними та дослідними вимірами проводили за 
допомогою ANOVA (Шеффе-тест) для незалежних вибірок. 
Рівень значущості становив Р < 0,05.  
 
Результати  
 

У цьому дослідженні проаналізовано вплив 3-ариламіно-
1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-онів на брадикінін-індуко-
ване скорочення гладеньких м’язів у діапазоні концентрацій 

агоніста 10–10–10–6 М. Як зразок порівняння використали кон-
курентний інгібітор B2R des-Arg9-bradykinin-acetate. Головною 
кінетичною характеристикою скорочення, згідно із застосова-
ним методом обрахунку стала максимальна нормована швид-
кість (Vn). За концентрації БК 10–6 М відбувається статистично 
достовірне зростання даного показника на 20,5%. Подібний 
ефект характерний для сполуки MX-1828. За низьких концен-
трацій брадикініну 10–10, 10–9 М відбувається інгібування Vn на 
20,7% та 8,6% відносно контрольних скорочень. За 10–6 М БК 
зареєстровано зворотний ефект – зростання на 10,7%. Ці зміни 
подібні до дії des-Arg9-bradykinin-acetate, що свідчать про мож-
ливі взаємодії речовини з рецепторним апаратом кінін-калі-
креїнової системи або шляхами трансдукції (рис. 1).  

Таблиця 1  
Хімічна структура  
3-ариламіно-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-онів 

№ Шифр структура 

1 MX-1785 

N

N

O

N
H

Br

O

O

N
+

O
O

 

2 MX-1828 
N

N

O

N
H

Br

O

O

N
+
O

O

 

3 MX-1906 
N

N
O

N
H

Br

O

O
CH3

O

O

 

4 MX-1664 

N
H

N
N
H

O

Br
Cl

O

O

 

5 MX-1626 

N
H

NBr
N
H

Cl

O

Cl

 
 

Інші сполуки демонструють ефекти інгібування, які прак-
тично не залежать від концентрації брадикініну. Так, MX-1785 
здатна знижувати Vn брадикінін-індукованого скорочення на 
10–13% для діапазону концентрацій агоніста 10–10–10–7 М. Ли-
ше за 10–6 М БК статистично достовірної різниці не виявлено 
(рис. 1). Для MX-1906 та MX-1626 спостерігається характерне 
зниження Vn скорочення на 28–22% у діапазоні концентрацій 
брадикініну 10–9–10–6 М. За 10–10 М БК статистично достовірну 
різницю не виявлено для MX-1906. MX-1664 знижує Vn на 
25% за індукції скорочення 10–8–10–6 М БК. Дещо менший 
ефект 12–14% характерний для концентрацій 10–10–10–9 М БК 
(рис. 2). Отже, серед спектра 3-ариламіно-1,2-дигідро-3Н-1,4-
бенздіазепін-2-онів варто виділити сполуку MX-1828, яка 
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демонструє ефекти, подібні до конкурентного інігібітора B2-
рецепторів брадикініну, що є можливим свідченням її дії на 
рецептор або на його шляхи трансдукції сигналу.  

Механокінетичні параметри скоротливої активності 
гладеньких м’язів за присутності Gd3+. Процеси скорочення 
гладеньких м’язів запускаються зростаючим рівнем цитозоль-
ного кальцію, який, зв’язуючись зі специфічними протеїнами, 
індукує процеси взаємодії актину з міозином. Зростання забез-
печується ліганд- і потенціал-керованими кальцієвими канала-
ми мембрани та саркоплазматичного ретикулуму. Цей струм 
можна регулювати, використовуючи селективні та неселектив-

ні інгібітори. Для цього використовують інші, схожі за власти-
востями іони, які можуть взаємодіяти із селективним фільтром 
каналу або його алостеричним центром, змінюючи тим самим 
його пропускну здатність. Такими можуть бути рідкіснозе-
мельні метали, до яких належить гадоліній. Присутність іонів 
цього металу в розчині забезпечує зменшення кальцієвого 
струму через мембрану та зміну механокінетичних характерис-
тик брадикінін-індукованого гладеньком’язового скорочення. 
Таким чином, максимальна нормована швидкість (Vn) бради-
кінін-індукованого скорочення за присутності Gd3+ знижується 
на 23,1%, що обрано як контрольне значення (рис. 3).  
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Рис. 1. Вплив 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів на максимальну нормовану швидкість скорочення (Vn)  

гладеньких м’язів шлунка щурів (M ± m, n = 10): * – P < 0,05  
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Рис. 2. Вплив 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів на максимальну нормовану швидкість скорочення (Vn)  

гладеньких м’язів шлунка щурів (M ± m, n = 10): * – P < 0,05  

Присутність у розчині сполук MX-1785, MX-1906, MX-
1664 та MX-1626 не змінювала цей показник за даних умов. 
Для MX-1828 характерне достовірне зниження Vn порівняно з 
контрольними значеннями на 19,3% (рис. 3).  

Vn розслаблення за присутності Gd3+ зростає на 7,1%, що 
вибрано як контрольне значення. Додавання до розчину MX-
1664 сприяє зростанню Vn на 35,8%, MX-1626 – 8,9%. Дода-
вання MX-1906 забезпечує зниження цього показника віднос-
но контролю на 37%, а за відсутності Gd3+ – на 29,9% (рис. 3). 

Результатом такого ефекту можуть служити наявні додаткові 
мішені впливу сполуки. Для речовини MX-1828 також харак-
терне незначне зниження показника максимальної нормованої 
швидкості розслаблення на 6,2%. Статистично достовірні змі-
ни відсутні для MX-1785 (рис. 4).  

Механокінетичні параметри скоротливої активності 
гладеньких м’язів за присутності верапамілу. Верапаміл – 
класичний блокатор T- та L-типів кальцієвих каналів, які залу-
чені в сигнальних шляхах ініціації скорочення гладеньких м’я-
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зів, у тому числі брадикінін-індукованого. Його присутність в 
інкубаційному розчині в концентрації 1 мкМ знижує макси-
мальну нормовану швидкість скорочення на 49,3%, тобто май-
же вдвічі. За присутності 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів 
MX-1785, MX-1664, MX-1626 Vn не піддається статистично 
достовірним змінам (рис. 5).  

Статистично достовірні відмінності Vn скорочення вияв-
лено для MX-1828, що становлять 32% від брадикінін-індуко-
ваних скорочень за присутності верапамілу, а також MX-1906 
з показником додаткового інгібування 26,4% (рис. 5).  
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Рис. 3. Вплив 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів  
на максимальну нормовану швидкість скорочення  
за присутності Gd3+ (300 мкМ): «0» – Vn брадикінін-

індукованого скорочення, контроль – за присутності Gd3+;  
M ± m, n = 10, * – P < 0,05  
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Рис. 4. Вплив 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів  
на максимальну нормовану швидкість розслаблення  
за присутності Gd3+ (300 мкМ): позначення див. рис. 3  

Максимальна нормована швидкість розслаблення за при-
сутності верапамілу зростає на 19,5% (рис. 6). Присутність в 
інкубаційному розчині 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів за-
безпечує нівелювання такої різниці та відповідність параметра 
значенням брадикінін-індукованого скорочення за відсутності 
інгібіторів. Причому повна відсутність ефекту характерна для 
MX-1828, MX-1906, MX-1664 та MX-1626. Зниження швид-
кості на 11,6% порівняно з контрольними значеннями харак-
терне для MX-1785 (рис. 6).  
 
Обговорення  
 

Природні речовини деяких рослин після незначної хімічної 
модифікації структури стають перспективними модифікатора-

ми активності кінін-калікреїнової системи, що доведено експе-
риментально на скоротливій здатності шлунка мишей (Alves et al., 
2015). Розвиток сучасної органічної хімії дозволяє синтезувати 
антагоністи непептидної природи, які потенційно можуть вико-
ристовувати як блокатори активності кінін-калікреїнової систе-
ми кишечника (Kam et al., 2005). Використання блокаторів В2-ре-
цепторів дозволяє зменшити перистальтику кишечника, у той 
час як інгібування В1-рецепторів сприяє зниженню запалення. 
Активація обох рецепорів спричиняє розвиток діареї (Stadnicki, 
2011). Подібні дослідження проведено для вивчення ролі В1 та 
В2 кінінових рецепторів у розвитку колітів (Marcon et al., 2013).  
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Рис. 5. Вплив 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів  
на максимальну нормовану швидкість скорочення  

за присутності верапамілу (1 мкМ): позначення див. рис. 3  
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Рис. 6. Вплив 3-заміщених 1,4-бенздіазепін-2-онів  
на максимальну нормовану швидкість розслаблення  

за присутності верапамілу (1 мкМ): позначення див. рис. 3  

Похідні бенздіазепінів використовують як блокатори 
GABAА рецепторів. Зв’язування відбувається в алостерично-
му центрі рецептора, тому взаємодія може бути як інгібуваль-
на, так і активувальна. Речовини даного класу використовують 
як знеболювальні агенти за нейропатичного болю, підвищеної 
больової чутливості, болю у м’язах тощо (Bartusch et al., 1996; 
Hugel et al., 2003; Chou and Huffman, 2007; Howard et al., 2014). 
Пошук мішеней дії похідних даного класу – важливе завдання, 
що дозволяє розуміти механізми, які лежать в основі отрима-
них ефектів. Попередньо, взаємодія досліджуваних речовин із 
кінін-калікреїновою системою продемонстровано досліджен-
нями Andronati et al. (2009) під час вивчення їх анальгетичних 
властивостей. Відповідно до попередніх досліджень без вико-
ристання інгібіторів виявлено, що сполука MX-1828 здатна ви-
кликати ефекти, схожі до des-Arg9-bradykinin-acetate. Ми вису-
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нули припущення про можливі її взаємодії з рецепторним 
апаратом кінін-калікреїнової системи, у тому числі з В2-рецеп-
торами. Виходячи зі структури речовин та їх гідрофобності, 
вони здатні не лише вбудовуватись у мембрану, а і проникати 
всередину клітини. Тому, крім прямої взаємодії з рецептором, 
можливо, існують механізми їх впливу на шляхи трансдукції 
сигналу, що виявляється в ефектах, які ми зареєстрували.  

Використання інгібіторів різного типу дозволяє виключити 
окремі ланки трансдукції сигналу від брадикінінових рецепто-
рів та виявити можливий синергізм чи антагонізм їх дії з 3-за-
міщеними 1,4-бенздіазепін-2-онами. Для цього використовува-
ли верапаміл та іони гадолінію (Gd3+). Рідкісноземельні метали 
здатні змінювати кальцієву провідність мембрани за рахунок 
взаємодії із селективним фільтром каналів, зменшуючи, таким 
чином, інтрацелюлярний потік Са2+ (Malasics et al., 2010), а 
верапаміл – класичний блокатор потенціал-активованих каль-
цієвих каналів L- та T-типів (Bergson et al., 2011).  

Максимальна нормована швидкість розслаблення вказує 
на тривалість підтримання високого рівня цитоплазматичного 
кальцію, що визначається часом взаємодії агоніста з рецепто-
ром, ефективності роботи ланцюга трансдукції, кальцієвих ка-
налів і помп, роботи скоротливого апарату та спряжених сис-
тем. Отримані результати (рис. 1 та 2) вказують на зниження 
максимальної швидкості скорочення для сполук MX-1785, 
MX-1906, MX-1664, MX-1626 за використаного діапазону кон-
центрацій 10–10–10–6 М. Теоретично всі речовини виступають 
перспективними блокаторами брадикінін-індукованого скоро-
чення гладеньких м’язів. Але застосування інгібіторів дозволило 
ідентифікувати речовину MX-1828, що попередньо відібрана 
завдяки ефектам, подібним до відомого блокатора В2-рецепто-
рів. Можна припустити, що вона володіє більшим афінітетом до 
рецепторів порівняно з іншими або взаємодіє з початковими 
ланками трансдукції сигналу, тому, на фоні використаних каль-
цієвих блокаторів, забезпечує додаткові зміни максимальної нор-
мованої швидкості скорочення та розслаблення гладеньких м’язів.  

Використання інгібіторів кальцієвих каналів дозволило 
ідентифікувати речовини, здатні впливати на ланки трансдук-
ції сигналу брадикінінових рецепторів, забезпечуючи додатко-
ве зниження чи збільшення механокінетичних параметрів ско-
рочення гладеньких м’язів. Отримані дані дозволяють висуну-
ти припущення про взаємодію МХ-1828 із кінін-калікреїновою 
системою за механізмом інгібування. Разом із тим додаткових 
досліджень потребує сполука МХ-1906, що виявляє такий 
ефект за присутності в інкубаційному розчині верапамілу.  
 
Висновки  
 

Серед спектра досліджуваних 3-ариламіно-1,2-дигідро-3Н-
1,4-бенздіазепін-2-онів варто виділити сполуку MX-1828, яка 
демонструє ефекти, подібні до ефектів конкурентного інігібі-
тора B2-рецепторів брадикініну – des-Arg9-bradykinin-acetate, 
що свідчить про її взаємодії з рецептором або шляхами транс-
дукції сигналу. Ця речовина здатна додатково знижувати мак-
симальну нормовану швидкість скорочення за присутності ін-
гібіторів кальцієвих каналів верапамілу та іонів гадолінію на 
32,0% та 19,3%, відповідно. Також за присутності верапамілу 
такий ефект характерний для MX-1906 (складає 26,4%), що 
потребує додаткових досліджень у з’ясуванні мішеней впливу 
сполуки на брадикінін-індуковане скорочення.  

 
Дослідження проведені за підтримки Державного фонду 

фундаментальних досліджень за договорами Ф64/19-2015 та 
Ф64/40-2016.  
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One of the most common nematodes of pigs globally is Strongyloides ransomi Schwartz and Alicata 1930. 
It usually causes aggravation of physiological indicators of its hosts and damage to their immune system. Also it is a 
good modelling object for the evaluation of the antiparasitic activity of new antihelminthic drugs. We conducted 
laboratory experiments to assess the effect of flavouring additives with flower odour (benzaldehyde, citral, D-limonene 
and β-ionone) upon the viability of S. ransomi larvae. The mortality rate was calculated for 24 hours exposure at four 
concentrations of each substance (10, 1, 0.1 и 0.01 g/l) with eight replications. The lowest LD50 values were obtained 
for citral (97 mg/l) and benzaldehyde (142 mg/l). These substances are recommended for further evaluation of their 
antihelminthic effect in experiments using laboratory animals. Unlike other substances, the effect of β-ionone and 
D-limonene even at a concentration of 10 g/l after 24 hours caused the death of <50% of S. ransomi larvae. The study of 
flavouring additives with flowery odour, which are permitted to be used in food for humans and also to be used in 
cosmetics, is a promising field for research aimed at the development of new antiparasitic drugs.  
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Introduction  
 

Helminthiasis causes significant economic damage to animal hus-
bandry (Faye et al., 2003; Veneziano et al., 2004; Charlier et al., 2007; 
Cringoli, 2008; Yаmov and Аntropov, 2008; Ponomar et al., 2014a, b; 
Boyko et al., 2016). Pig farming is one of the most common sources of 
meat products. Among the parasites of pigs, the most common are 
nematodes, including strongyloidiasis agents (Knecht et al., 2011; 
Eysker et al., 2011; Samsonovich, 2012a; Maslova et al., 2015). 
Parasitisation by Strongyloides ransomi (Schwartz and Alicata, 1930) 
causes loss of concentration of albuminous and albumin fractions in the 
blood of piglets, loss of erythrocytes, hemoglobin, albumin, phagocytic 
and lysozyme activity and immune reaction (Samsonovich, 2012b).  

Therefore determining the viability of helminths is significant 
for controlling their population, both in the host, and in the environ-
ment. Nowadays, synthetic antiparasitic drugs (Ponomar et al., 
2013) are used and experiments of identifying the antihelminthic 
properties of plants are being conducted (Rahmann and Seip, 2006; 
Burke et al., 2009; Lu et al., 2010).  

To fight pathogenic organisms, microbiologists and virusolo-
gists are researching the effect of flavouring agents in food produc-
tion (Chiang et al., 2005; Sato et al., 2006; Somolinos et al., 2008; 
Si et al., 2009; Belletti et al., 2010). Because pigs consume food not 
only of vegetable origin, but also of animal origin, their diet can 
include synthetic flavouring agents from the diet of humans. 
Therefore the objective of this research is to define the effect of 
flavouring agents upon the level of viability of S. ransomi larvae 
(Rhabditida, Strongyloididae).  

Materials and methods  
 

The faeces of pigs were studied to find S. ransomi larvae using 
the Baermann test (Zajac et al., 2011). The material was collected in 
the summer period in Dnipropetrovsk district, and then transferred 
to the laboratory in plastic containers at a temperature of 22–24 °С. 
S. ransomi culture is represented by larval stages of freely moving 
and parasitic forms (Van Wyk and Mayhew, 2013).  

Larvae of first and second stage (freely moving) have a rhabdite-
like oesophagus with two bulbuses. Their intestinal cells are not 
distinguishable. The parasitic form (third stage) is distinguished by a 
filariform oesophagus with no extensions; the intestine does not have 
cells which can be clearly distinguished through an optical micro-
scope (Fig. 1).  

After cultivation, the liquid with the larvae was put in test tubes 
(10 ml) by 4 ml and was centrifuged for four minutes at 1500 revo-
lutions a minute. 1 ml of sediments with larvae was evenly weighed 
and put in 0.1 ml portions in plastic containers with a capacity of 
1.5 ml. After that, 1 ml of the substance under research was added 
to the larval culture (20–40 ind.), which then was kept for 24 hours 
at a temperature of 22–24 °С. Four concentrations (10, 1, 0.1 и 
0.01 g/l) of each of the flavouring agents were used in the 
experiments (Table 1), with eight replications.  
 
Results  
 

The flavouring agents citral, benzaldehyde exhibited the stron-
gest effect on the viability of S. ramsomi larvae (Table 2).  
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Table 1  
Properties and usage of flavouring agents* which were used for establishing the viability level of S. ransomi larvae  

Usage Name  
of the substance 

Chemical 
formula 

Structural 
formula 

Properties Content 
in food industry in medicine 

Benzaldehyde C6H5CHO 

 

colourless liquid with 
odour of bitter 

almond or of apple 
pips  

cores of kernels of bitter 
almond,  apricot kernels, stones 

of peaches, cherries, black 
cherries and other stone fruits, 

leaves of bird cherry tree, pulp 
of oyster mushroom 

(Pleurotus ostreatus) 

as food additive  no data concerning usage 

D-limonene 
(1-methyl-4- 

isopropenylcyclohexene 
-1)  

 

С10H16 

 

colourless liquid with 
odour of citrus 

many essential oils,  
including citrus  

as food additive no data concerning usage 

Citral  
(3,7- dimethyl -2,6- 

octadienal)  
 

С10H16O 

 

viscous colourless or 
bright-yellow fluid 

with odour of lemon 

essential oil of lemon grass 
(citronella), oil of cubeb, lemon 

essential oil, eucalyptus and 
some other essential oils  

as food additive 

antiseptics  
anti-inflammatory agent, 

used to relieve 
intracranial hypertension 

Beta-ionone ((3E)-4-
(2,6,6-trimethylcyclohex 
-1-enyl)but-3-en-2-one)  

C13H20O 

 

has a pleasant  
flower odour  

some essential oils as food additive no data concerning usage 

Note: * – Official Journal of the European Union, L 354/46 (2008), Sun (2007), Smirnov (2008).  

 

a  b   

c  d   

Fig. 1. S. ransomi larvae: а – noninvasional stage, b – filariform oesophagus,  
c – caudal end, d – outlet from the cuticle: length of black bar – 50 µm  
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Table 2  
LD50 (x ± SD) for S. ransomi larvae in laboratory experiment  

Название вещества LD50, мг/л 
Benzaldehyde 142 ± 64  
D-limonene – 
Citral  97 ± 36 
Beta-ionone – 

Note: «–» – the experiment did not achieve death of 50% larvae (needed 
concentration of more than 10 g/l).  

D-limonene and beta-ionone at the studied concentrations (less than 
10 g/m) did not affect the viability of S. ransomi larvae signifycantly, 
which shows that they are not useful as nematocidal medicines. The 
maximum effect upon the nematodes at LD90 (Fig. 2а, c) was shown by 
benzaldehyde at 685 mg/l. In this case, the larvae of the 100% 
nematodes studied perished in benzaldehyde solutions with a 
concentration of 1 and 10 g/l. Thus, this substance can be used for 
further development of veterinary drugs with anthelmintic effect.  
 
Discussion  
 

Nowadays research is being conducted on the extent of effect 
of flavouring agents on the viability of agents of infection. Chiang 
et al. (2005) discovered the antiviral function of a broad spectrum of 
apigenin, linalool and ursolic acid. These substances are extracted 
from basil, which is familiar in Chinese medicine as a medicinal 
plant. The antimicrobial function of these compounds such as 
linalool and citral is well attested. They are capable of inhibiting the 
growth of pathogenic microorganisms (Sato et al., 2006; Somolinos 

et al., 2008; Si et al., 2009; Belletti et al., 2010). Research on the 
effect of citral on infectious agents also supports the findings from 
our experiments on the viability of S. ransomi larvae. The effect of 
benzaldehyde and beta-ionone has been insufficiently studied.  

For pest control in agriculture a number of authors have 
suggested using the food flavouring agent cinnamic aldehyde and 
also acaricidal substances (Knoblauch and Fry, 2011; Na et al., 
2011; Shen et al., 2012; Belkind et al., 2013). According to Shen et 
al. (2012), after using this flavouring agent for 24 hours, LD50 for 
Psoroptes was 107 mg/ml. Na et al. (2011) used it against 
Dermatophagoides of birds: LD50 after 24 hours was 0.54 mg/ml. 
This substance was also tested by Cheng et al. (2009) against 
mosquito larvae: during 24 hours LD50 was 40.8 mg/ml (LD90 = 
81.7 mg/ml) and 46.5 mg/ml (LC90 = 83.3 mg/ml) for cinnamic 
aldehyde and cinnamic acetate, respectively. According to Lee et al. 
(2008), cinnamic aldehyde, benzaldehyde, linalool, limonene, alpha-
Terpineol and other flavouring agents have insecticidal properties 
against Sitophilus oryzae (Linnaeus, 1763) (Coleoptera, Curculioni-
dae): LD50 at 48 hours exposure was 0.004–0.200 mg/cm2.  

As a fungicidal substance it is advised to use E210 (Codex 
Alimentarius), or benzoic asid, which is also included in other food 
additives, such as E211 – Sodium Benzoate, E212 – Potassium Ben-
zoate, E213 – Calcium dibenzoate (Beerse et al., 2001; Amborabe 
et al., 2002; Joshi et al., 2008).  

Methylparabene is used against fungi, and also as an antiseptic 
(Shapiro et al., 2002; Posey et al., 2005; Kromidas et al., 2006; 
Rebbeck et al., 2006; Ishiwatari et al., 2007; Gopalakrishnan et al., 
2012). This substance is also included as a preservative in an 
insecticide aimed at controlling agricultural pests (Bell, 1990).  
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Fig. 2. The effect of benzaldehyde (а), D-limonene (b), citral (c) and beta-ionone (d) on the viability of S. ransomi larvae: along the axes of 
abscissa – variant of experiment (mg/l), along the axes of ordinate – viability of S. ransomi larvae during 24 hours of laboratory experiment 

(%); n = 8 for each variant of experiment  
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The flavouring agent benzaldehyde also shows insecticidal pro-
perties. The negative effect of benzaldehyde upon Galleria mello-
nella (Linnaeus, 1758) has been demonstrated. Therefore it is 
recommended for use in developing new agricultural insecticidal 
preparations (Ullah et al., 2015). The effect of beta-ionone upon 
living organisms has received insufficient study. Indeed, the effect 
of entire groups of flavouring agents upon living organisms requires 
further studyin general.  
 
Conclusions  
 

We researched the effect of flavouring agents such as benzal-
dehyde, citral, D-limonene and beta-ionone upon the viability of 
S. ransomi, parasitic larvae on pigs. We determined the minimum 
values of LD50 for benzaldehyde and citral. Experimentally, a death 
rate of 50% of the tested larvae was not achieved using D-limonene 
and beta-ionone. Food additives with a pleasant flower odour, 
which are permitted to be used for food, and which are used as 
cosmetics, are important for evaluating potential new antihelminthic 
medical and veterinary preparations.  
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The drug Amprolinsyl is a is a mixture of hydrochloric amprolium (12.5 g) and milled fruits of the milk thistle (up 
to 100 g), designed to prevent and treat protozoonoses in birds, especially when mixed associative invasions occur. 
The fruits of the milk thistle contain the natural vitamins (A, C, E, B) and the minerals (copper, iron, cobalt) and other 
factors that significantly expand and enhance the pharmacological effect of the drug Amprolinsyl. We found that when 
the drug Amprolinsyl was administered intra gastrically to white rats at a dose of 5000 mg/kg and higher clinical signs 
of toxicity occurred after 4–5 hours. Damage to motor activity and tremors of individual muscles of these animals was 
observed. The rats died after 1–4 days. A direct relationship was found between the drug at a specific dosage and the 
death of rats. After intra gastric administration of the drug Amprolinsyl to white rats clinical signs of toxicity appeared 
after 5–6 hours at a dose of 4000 mg/kg body weight. These animals attempted to gather in groups and to hide in the 
bedding. The death of the mice occured in 1–3 days. Thus, LD50 drug of Amprolinsyl following intra gastric 
administration to white rats was 5,917 and for white mice 5,167 mg/kg. After studying the cumulative properties of 
Amprolinsyl, it was found that the total drug administered in average doses was 831 mg/kg, and the cumulative rate – 
8.31. Long-term daily intragastric administration of Amprolinsyl over 24 days affected the functional state of the liver 
and kidneys. The magnitude of weight ratios of lungs, heart and spleen during the research period was the same as in 
the control group of rats. Significant changes were found only after analyzing the leukocyte profile. A reduction was 
observed in the number of neutrophils to 54.7% and an increase in the number of lymphocytes to 9.2%. Following 
prolonged daily administration of increasing doses Amprolinsyl causes a slight degradation of the membranes of 
hepatocytes, which indicates increased activity of aminotransferases.When investigating the chronic toxicity of 
Amprolinsyl it was found that at doses of 1/50 LD50, and 1/100 LD50 the drug had no effect on the results of functional 
tests, due to the normal functioning of the liver tissue and the lack of negative impact on animals in the 3rd and 4th 
groups. Administration of the the drug at doses of 1/20, 1/50 and 1/100 LD50 over 30 days did not significantly affect 
the functional state of the internal organs of the experimental animals. When investigating the morphological blood 
parameters of the rats following oral administration of Amprolinsyl at different doses a downward trend in the 
haemoglobin and colour index value and a likely reduction in the number of white blood cells, compared to the control 
group was observed in all experimental groups. According to the values of haematological and biochemical parameters, 
it was established that in spite of the low toxicityof Amprolinsyl at doses of 1/20 and 1/50 LD50 the drug had an effect 
on lipid metabolism, as was shown following the increase of glycerol.  
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Introduction  
 

In our previous studies (Khariv, 2010) we found that in treating 
coccidiosis and histomoniasis in turkeys Brovitacoccid with total 
use of milk thistle fruits showed a high level of therapeutic 
efficiency. Brovitacoccid is a 12.5% premix containing: 12.5 g of 
hydrochloric amprolium, vitamin A – 1 million IU, Vitamin K – 
200 mg, corn flour up to 100 g. Amprolium is an anticoccidiosis 
preparation of benzimidazole (Gibbon еt al., 2016). In the bodies of 
Eimeria amprolium blocks the metabolism of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, which leads to disorders in the carbohydrate 
metabolism and death of the parasites (Joyner, 1970; McDougald 
and Galloway, 1973; Chapman, 1982; McDougald and Seibert, 
1998; Nweze and Obiwulu, 2009). In the small intestine where 
Eimeria parasites are located, epithelial cells of the mucosa are 
destroyed. This leads to catarrhal inflammation, Eimeria toxins 
delay blood clotting, so in the complex preparation Brovitakcoccid 

vitamin K is present, which acts as a haemocoagulant and generates 
vitamin A, which activates the regeneration of the epithelium of the 
mucous membranes. Several experimental studies have found that 
the protozoan infestations suppress the immune system, resulting in 
the development of secondary immunodeficiency in animals and 
birds. In these animals, protozoan infestation was complicated with 
viral and bacterial microflora (McLoughlin, 1970; Chapman, 1976; 
Platzer еt al., 2005; Rosadio еt al., 2010; Bangoura еt al., 2014; 
Chapman and Jeffers, 2014). In our studies of healthy turkeys it was 
found that Brovitacoccid even at a therapeutic dose (2 g/kg feed) 
suppressed the immune system of birds. Given the above 
immunosuppressive effect of Brovitacoccid, we have developed a 
method of treatment for turkeys using Brovitacoccid together with 
the fruits of the milk thistle – 2 g/kg feed of both drugs over 5 days. 
The high therapeutic efficiency of milk thistle fruit is engendered by 
the flavinoid group “silymarin” (Khariv and Gutyj, 2016; Khariv еt 
al., 2016; Martyshuk еt al., 2016). This blocks excessive lipid 
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peroxidation and protects cell membranes from aggressive forms of 
oxygen. All this ensures the strong hepatoprotective and antioxidant 
actionof the drug.  

Another essential component of milk thistle fruit is the wide 
range and high level of its vitamins. In particular, vitamin C (ascor-
bic acid) activates the synthesis of antibodies – immunoglobulin 
classes IgA and IgM. Vitamin C enhances the activity component, 
enhances immune function and increases the nonspecific interferon 
parts of the immune defense of the body against bacterial infections 
(Gutyj еt al., 2016; Lavryshyn еt al., 2016; Smolynets еt al., 2016). 
Vitamin K, which is part of the thistle, ensures stable blood clotting, 
and provides the minerals copper, iron and cobalt which are invol-
ved in erythropoiesis. Vitamins A and E provide quick regeneration 
of the intestinal epithelium affected by Eimeria (Khariv, 2010).  

As a result of detailed study of the pharmacodynamics of 
Brovitacoccid and fruits of milk thistle in the treatment of birds 
affected with Eimeria and histomonads, we have developed the 
drug Amprolinsyl. This product contains amprolium – an anti-
Eimeria agent and silymarin – an antioxidant, hepatoprotective and 
immunostimulation agent. Amprolinsyl is intended for the preven-
tion and treatment of protozoonoses in birds, especially mixed 
associative invasions. For prevention , it should be administered at 
1 g/kg of feed, for therapeutic use at 2 g/kg of feed. Like Brovita-
coccid, Amprolinsyl contains hydrochloric amprolium with antipro-
tozoan action. Instead of synthetic vitamins A and C, the drug 
Amprolinisyl contains ground fruits of the milk thistle containing 
natural vitamins (A, C, E, B) and minerals (copper, iron, cobalt 
etc.), which greatly expand and enhance its pharmacological effect. 
In accordance with the guidelines of the pre-clinical study of drugs, 
every new drug must be examined for the following indicators: 
determination of the toxicity of the Amprolinsyl bioassay to 
infusoria; establishment of the toxicity of Amprolinsyl in laboratory 
animals after a single administration (acute toxicity); exploration of 
the cumulative properties of the drug on white rats; investigation of 
the toxicity of Amprolinsyl in laboratory animals after long-term 
administration (chronic toxicity) in order to study the efficiency of 
Amprolinsyl. The study was conducted in accordance with the 
recommendations “Toxicological control of new means of protec-
ting animals” and “Preclinical studies of veterinary medicines”.  

The aim of research was:  
1) to determine the toxicity of Amprolinsyl with laboratory 

animals after a single administration (“acute toxicity”);  
2) to investigate the cumulative properties of the drug with 

white rats;  
3) to establish the toxicity of Amprolinsyl with laboratory ani-

mals when it was administered over a long period (chronic toxicity).  
 
Materials and methods  
 

Setting the acute toxicity of the drug. Experiments to study 
the acute toxicity of Amprolinsyl were performed on 30 white rats, 
2–3-months of age, weighing 170–190 g and 30 white mice, 2–3-
months of age, weighing 19–22 g. The drug was injected once into 
the empty stomachs of the test animals using a metal probe. 
The experiment was conducted on 5 groups of animals, each con-
sisting of 6 animals. The drug was administered to laboratory ani-
mals in the following doses: white rats 4,000, 5,000, 6,000, 7,000, 
8,000 mg/kg active ingredient (a. i.) and white mice – 3,000, 4,000, 
5,000, 6,000, 7,000 mg/kg (a. i.). The studies of acute toxicity of 
Amprolinsyl for young turkeys were performed on birds 25 days 
old, weighing 1,000–1,200 g. The drug was administered into the 
goiter of the research turkeys at doses of 5, 25 and 50 g/kg of body 
weight of birds. The high dose was administered in small install-
ments at intervals of 2–3 hours. Following administration of the 
drug, monitoring observation of the laboratory animals and poultry 
lasted for 14 days. On the first day of the experiment the animals 
were under constant surveillance. Then we took into account the 
following indicators: general condition, appearance, behaviour of 
the animals, intensity and nature of the mobile activity, presence of 

convulsions, coordination, response to external stimuli (tactile, 
sound, light), the condition of the hair, visible mucous membranes, 
reaction to the food, rhythm, respiratory rate, time of occurrence 
and nature of intoxication, its severity, course, the death or recovery 
of the animals. During the experiment attention was paid to the loss 
of laboratory animals and, depending on the action of the drug at 
particular dosages the average dose (LD50) of the dosage form was 
calculated by the method of G. Koerber.  

LD50 was calculated using the formula:  
LD50 = LD100 = –Σ(z d)/m,  

where DL100 – the dose that killed all the animals, Σ – the symbol of 
sum, z – half the total number of animals that died from the effects of 
the researched drug in the following two doses, d – difference of two 
subsequent doses, m – the number of animals in the group at each dose.  

The study of cumulative properties. Properties on the drug 
accumulation were studied with 12 white rats weighing 140–150 g. 
The rats were divided into two groups: control and experimental. 
To determine the degree of accumulation of the drug we used 
method of K. S. Lima et al. (1961). The drug was injected into the 
experimental animals, daily on an empty stomach, once intragastri-
cally using a metal probe for laboratory rats. The drug was adminis-
tered in large doses every day in small portions at intervals of 2 to 
4 hours between doses. The experiment lasted for 24 days. Ampro-
linsyl was administered to rats at doses ranging from 0.1 LD50, the 
dose being increased by 1.5 times every 4 days. At the end of the 
experiment the dose of Amprolinsyl was 0.50–0.75 LD50. During the 
experiment the general condition and death rate of rats was assessed. 
Depending on the dose, the cumulative rate was calculated according 
to the formula proposed by Kahan and Stankevych (1964):  

Кcum = LD50 n / LD50 1,  
where Kcum is cumulation coefficient, DL50 n and DL50 l – mortal 
middle dose for multiple and single injection, respectively. To iden-
tify the impact of the drug in the above dosage on the body at the 
end of the experiment, at the end of the next day after the final ad-
ministration of Amprolinsyl the animals from each group were 
weighed and then decapitated under conditions of mild ether 
anesthesia and their blood samples were taken for haematological 
and biochemical studies. After dissection of the animals’, the inter-
nal organs were extracted and weighed, and the ratios of weight 
compared to the control group were calculated.  

Study of toxicity Amprolinsyl in chronic experiment. In the 
study of chronic toxicity we were guided by the results obtained in 
the course of acute toxicity. The drug was administered daily by 
intramuscular injection. During the experiment we monitored the 
clinical condition and behaviour of the animals.  

Chronic toxicity was studied with 40 white rats weighing 90–
110 g. They were formed into 4 groups of 10 rats equal in number 
and weight. The first (I) group was the control animals’ group. 
They were injected with isotonic sodium chloride solution. Animals 
from other three groups were administered Amprolinsyl at the 
following doses: Group II – 1/20 LD50, Group III – 1/50 LD50 and 
Group IV – 1/100 LD50. In the chronic experiment Amprolinsyl 
was administered to rats for 30 days.  

On 31st day from the start of administration, the detoxification 
of liver function was measured for 5 rats from each group using 
hexenal tests (Rozin, 1964). For this, the laboratory animals were 
injected intraperitoneally with 1% solution of hexenal at a dose of 
45 mg/kg. Then we recorded the average sleep time from the mo-
ment when the animal took the side position.  

At the same time, the other 5 rats were subjected to the M. L. Ry-
lova swimming test. For this experiment, a glass aquarium was 
used. The column of water in the tank was 50 cm. Water temperatu-
re – 12–13 °C. The experimental animals were weighted with 
objects (metal batch) – 5% of body weight. Before the experiment, 
the rats were weighed and the abovementioned weight load was 
attached to their tails. Then both experimental and control animals 
of about the same weight were placed into the tank. We then made 
a constant observation of the animals swimming. The indicator of 
efficiency was how long the animals could survive in the water. 
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The animals swam until they sank to the bottom without resurfa-
cing. On the next day, the laboratory animals were decapitated 
under light ether anesthesia, and haematological and biochemical 
investigations made using the commonly recognized methods and 
their body mass as compared to the control group established.  

Mathematical processing of the research results was statistically 
worked out using the software package Statistica 6.0. The average 
values of the data were considered statistically significant at P < 
0.05 (ANOVA).  
 
Results  
 

Setting the acute toxicity of the drug. We found that intra-
gastric administration of the drug Amprolinsyl to white rats, at a 
dose of 5,000 mg/kg and higher caused onset of clinical signs of 
intoxication after 4–5 hours, which was marked by poor coordina-
tion of movements and tremor of individual muscles. The death of 
the animals took place within 1–4 days. The number of dead ani-
mals was in direct proportion to the dose of the drug. The research 
data and calculations LD50 drug are presented in Table 1.  

Table 1  
Averege lethal dose of Amprolinsyl for white rats  
following intra gastric administration  
after calculation by G. Kerber method  

Drug, mg/kg 4000 5000 6000 7000 8000 
survivors 6 4 3 1 0 
dead 0 2 3 5 6 
Z 1.0                   2.5                 3.5                5.5 
d 1000                1000               1000              1000 
z d 1000                2500               3500               5500 

DL50 = 8000 – [(1000 + 2500 + 3500 + 5500) : 6] = 5916,7 mg/kg.  

So, LD50 of the drug Amprolinsyl for intra gastric administration of 
white rats is 5,917 mg/kg. After intragastric introduction to white mice, 
it was found that the drug Amprolinsyl at a dose of 4,000 mg/kg and 
higher brought clinical signs of toxicity after 5–6 hours, and was 
marked by poor coordination of movements and tremor individual 
muscles. The animals stayed together in a group and tried to hide in 
the bedding. The deaths of the mice occurred over 1–3 days in direct 
proportion to the particular dosage of the drug (Table 2).  

Table 2  
Average lethal dose of Amprolinsyl for white mice following  
intra gastric administration after calculation by G. Kerber method  

Drug, mg/kg 3000 4000 5000 6000 7000 
survivors 6 5 3 2 0 
dead 0 1 3 4 6 
Z 0.5               2.0              3.5               5.0 
d 1000           1000           1000           1000 
z d 500            2000           3500           5000 

LD50 = 7000 – [(500 + 2000 + 3500 + 5000) : 6] = 5166,7 mg/kg.  

So, LD50 drug of Amprolinsyl after intragastric administration 
to white mice is 5,167 mg/kg. Introduction of drug to turkeys in 
doses of 5, 25 and 50 g/kg body weight did not cause the death of 
the birds during the period of the experiment. After administration 
of the drug at a dose of 50 g/kg the turkeys experienced a sharp 
depression, refusal to feed and lost their response to stimuli. On the 
following day, the state of birds is greatly improved, and by the 3–
4th day changes in the clinical condition of the experimental ani-
mals compared with the control group were not registered. LD50 for 
internal intragastric introduction to laboratory animals of Amprolin-
syl (white mice and rats) is 5,000 mg/kg.  

The study of cumulative properties. Study was conducted on 
the properties of cumulative doses of Amprolinsyl following the 
death of the experimental animals. The total introduction of the 
drug in high doses was 831.25 mg/kg and the maximum accumula-
tion was under 8.31, indicating mild to cumulative properties of the 
drug. We set reduction coefficients of liver weight to 5.0% and right 

kidney by 5.2% after long-term oral administration of Amprolinsyl 
to rats in increasing doses (Table 3).  

The magnitude of weight ratios of lungs, heart and spleen for 
the research period was the same as in the control group of rats. 
Thus, prolonged daily intragastric administration of Amprolinsyl 
over 24 days affected the functional state of the liver and kidneys. 
After study of the morphological parameters of rats’ blood after oral 
administration of Amprolinsyl in increasing doses, we established 
that the main parameters of the blood of the research group were the 
same as in the rats in the control group (Table 4).  

Significant changes were found only after analyzing the leuko-
cyte profile. We found a probable decrease, as compared with the 
control group, in the number of neutrophils by 54.7% and increase 
by 9.2% in the number of lymphocytes. It was established that long-
term administration of the drug at increasing doses significantly in-
fluenced some biochemical parameters of the experimental animals 
(Table 5). Thus, ALT activity significantly increased compared to 
rats in the control group to 14.6%, and alkaline phosphatase – decrea-
sed by 39.9%. We found a significant increase in serum compared 
with the control group, the level of glycerol to 46.1% of total lipids – 
by 27.9% and total cholesterol – by 21.6%, which points to increased 
lipid metabolism in the body of the experimental rats. Thus, Ampro-
linsyl, when provided over a long period (24 days) in daily admini-
stration of increasing doses causes a slight degradation of the mem-
branes of hepatocytes, which indicates increased activity of the intra-
cellular enzyme ALT.  

Table 3  
Factors of internal organ mass of white rats in studying  
the cumulative properties of Amprolinsyl (M ± m, n = 12)  

Internal organs Control After the 24th day 
Lungs   8.9 ± 0.50    8.1 ± 0.87 
Liver 41.5 ± 2.15 39.4 ± 1.00 
Right kidney   3.8 ± 0.17    3.6 ± 0.08 
Left kidney   3.6 ± 0.22    3.4 ± 0.11 
Heart   3.7 ± 0.17 3.62 ± 0.11 
Spleen   5.5 ± 0.70    5.0 ± 0.24 

 

Table 4  
The morphological parameters of blood of white rats  
at the 24 th day of the experiment studying the cumulative  
properties of Amprolinsyl (M ± m, n = 12)  

Group 
Indices 

control the 24th day 
Hemoglobin, g/l 116.8 ± 6.29 117.5 ± 3.68 
Red blood cells, T/L      7.7 ± 0.70    8.56 ± 0.78 
Hematocrit, %    36.7 ± 0.01    40.0 ± 1.29 
Colour indicator    0.47 ± 0.04     0.42 ± 0.03 
The average content of hemoglobin, pg    31.8 ± 1.15     29.7 ± 0.37 
The average volume of red blood cells, mkm3    49.8 ± 4.56     40.0 ± 1.29 
White blood cells, D/L    10.0 ± 1.19    11.8 ± 3.52 
Eosinophils, %    0.01 ± 0.001      0.01 ± 0.001
Neutrophils, %    15.0 ± 1.83        6.8 ± 0.80*
Lymphocytes, %    83.5 ± 1.66      91.2 ± 1,46*
Monocytes, %      1.8 ± 0.37      2.5 ± 0.86 

 

Table 5 
Biochemical parameters of blood of white rats at the end  
of the experiment to determine the cumulative properties  
of Amprolinsyl (M ± m, n = 12)  

Animals’ group 
Indices 

control The 24th day 
Total protein, g/l 8.40 ± 0.25 7.40 ± 0.39 
ALT, mkkat/l 0.41 ± 0.04    0.47 ± 0.01* 
AST, mkkat/l 0.66 ± 0.04  0.70 ± 0.03 
LF, mkkat/l 1.48 ± 0.07    0.89 ± 0.06* 
Glycerol, mmol/L 1.02 ± 0.11    1.49 ± 0.12* 
Lipids general, g/l 2.19 ± 0.15    2.80 ± 0.14* 
Cholesterol general, mmol/L 5.65 ± 0.58    6.87 ± 0.45* 
Cholesterol free, mmol/L 2.12 ± 0.13 2.09 ± 0.11 
Glucose, mg/l 4.97 ± 0.12 5.52 ± 0.52 
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Study of toxicity of Amprolinsyl in chronic experiment. 
After conducting experiments to study the chronic toxicity the death 
of rats was not registered. On the 30th day of the experiment, after 
the introduction of the drug in doses 1/20, 1/50 and 1/100 LD50, 
probable variation of the mass of internal organs compared with the 
control group was not shown (Table 6).  

A statistically significant (P < 0.05) increase in the average 
sleep time and decrease in the average swimming time (P < 0.05) 
was found in two groups of animals. These changes indicate dama-
ge to detoxification of liver function in the context of overall de-
pressing effect on the body caused by long-term administration of 
the drug at a dose 1/20 LD50. The drug doses 1/50 and 1/100 LD50 
had no effect on the results of functional tests, due to the normal 
functioning of the liver tissue and the lack of negative impact on 
animals of the 3rd and 4th groups. On the 30th day of the expe-
riment, after the introduction of the drug at doses 1/20, 1/50 and 
1/100 LD50 probable variation of the mass of internal organs com-
pared with the control group was not shown (Table 7).  

Thus, the drug Amprolinsyl after administration at doses 1/20, 
1/50 and 1/100 LD50 over 30 days did not significantly affect the 
functional state of the internal organs of the experimental animals. 
After researching morphological blood parameters in rats after oral 
administration of Amprolinsyl at different doses, we established a 

downward trend in hemoglobin and colour index value and a likely 
reduction in the number of white blood cells, compared with the 
control group, in all experimental groups (Table 8).  

Table 6  
Results of functional tests (M ± m, n = 20)  

Animal’s 
group 

Drug  
in a dose 

Hexenal test, average 
sleeping time, min 

Swimming test, average 
swimming time, min 

1 control 28.8 ± 1.66 12.8 ± 1.51 
2 1/20   LD 50    35.8 ± 1.67*     9.1 ± 1.37* 
3 1/50   LD 50 31.1 ± 0.66 11.3 ± 1.89 
4 1/100 LD 50 29.9 ± 1.89 13.0 ± 1.59 

 

So, after the introduction of Amprolinsyl at a dose of 1/20 LD50 
the leukocyte count decreased by 35.1%, and at doses 1/50 LD50, 
and 1/100 LD50 by 34.7% and 39.3% respectively. In the fourth 
group after using Amprolinsyl at a dose 1/100 LD50 we found a 
likely increase in the number of red blood cells, and tendency to 
increase in the average content of hemoglobin, resulting in colour 
index value which was significantly lower compared with the con-
trol group, by 19.2%. An analysis of the leukocyte profile showed a 
probable 3–6 fold increase in the number of eosinophils in all 
experimental groups compared with the control group.  

Table 7 
Factors mass of internal organs of white rats on the 30th day of the study of chronic toxicity of Amprolinsyl (M ± m, n = 6) 

Animal group 
Internal bodies 

control 1/20 LD50 1/50 LD50 1/100 LD50 
Lungs    8.8 ± 0.54    8.5 ± 0.54    7.7 ± 0.63    7.7 ± 0.22 
Liver 41.5 ± 2.14 41.5 ± 2.16 43.5 ± 2.02 40.2 ± 0.78 
Right kidney    3.8 ± 0.17    3.6 ± 0.16    3.7 ± 0.08    3.4 ± 0.05 
Left kidney    3.6 ± 0.22    3.7 ± 0.18    3.6 ± 0.88    3.3 ± 0.87 
Heart    3.7 ± 0.17    3.9 ± 0.26    3.7 ± 0.16    3.6 ± 0.19 
Spleen    5.5 ± 0.70    5.8 ± 0.39    6.7 ± 0.22    4.8 ± 0.19 

Table 8 
The morphological parameters of white rats’ blood on the 15th day of the experiment  studying the chronic toxicity of Amprolinsyl (M ± m, n = 24) 

Animal group 
Indicess 

control 1/20 LD50 1/50 LD50 1/100 LD50 
Hemoglobin, g/l 116.8 ± 6.29 104.2 ± 7.98 108.3 ± 8.47 114.3 ± 6.89 
Red blood cells, T/L      7.7 ± 0.70      7.5 ± 0.49    8.0 ± 0.6        9.2 ± 0.94* 
Hematocrit, %    37.7 ± 1.28    32.2 ± 1.93    33.0 ± 1.78    33.3 ± 1.65 
Colour indicator    0.47 ± 0.04    0.41 ± 0.01    0.42 ± 0.05      0.38 ± 0.04* 
The average content of hemoglobin, pg    31.8 ± 1.15    32.3 ± 1.63    33.5 ± 2.99    38.9 ± 3.53 
The average volume of red blood cells, mkm3    49.8 ± 4.56    43.6 ± 2.32    41.7 ± 2.43    37.4 ± 4.43 
White blood cells, D/L   10.01 ± 1.19      6.50 ± 1.12*      6.54 ± 0.68*      6.08 ± 1.12* 
Eosinophils, %      0.2 ± 0.01      0.66 ± 0.06*      0.67 ± 0.03*      0.33 ± 0.03* 
Neutrophils, %    15.0 ± 1.83  11.83 ± 1.97    12.8 ± 3.02  11.75 ± 2.39 
Lymphocytes, %    83.0 ± 1.66  85.5 ± 2.4    84.6 ± 2.82  86.0 ± 2.7 
Monocytes, %      1.8 ± 0.37      2.4 ± 0.37    1.67 ± 0.67      2.0 ± 0.71 

Table 9 
Biochemical parameters of white rats’ blood on the 30 th day of the experiment studying the chronic toxicity of Amprolinsyl (M ± m, n = 24) 

Animal group 
Indices 

control 1/20 LD50 1/50 LD50 1/100 LD50 
Total protein, g/l    8.4 ± 0.25   8.8 ± 0,78    9.0 ± 0,29     9.7 ± 0,47* 
ALT, mkkat/l 0.41 ± 0.04 0.35 ± 0.03 0.42 ± 0.02 0.43 ± 0.03 
AST, mkkat/l 0.66 ± 0.04 0.74 ± 0.02 0.76 ± 0.02 0.80 ± 0.12 
LF, mkkat/l 1.48 ± 0.07 1.47 ± 0.05 1.52 ± 0.03 1.60 ± 0.16 
Glycerol, mmol/L    1.0 ± 0.11    1.6 ± 0.33    1.1 ± 0.08    1.4 ± 0.10 
Lipids general, g/l 2.19 ± 0.15      3.35 ± 0.26**      2.7 ± 0.15*     2.6 ± 0.13 
Cholesterol general, mmol/L 5.65 ± 0.58 5.11 ± 0.58 5.23 ± 0.26  5.54 ± 0.42 
Cholesterol free, mmol/L 2.12 ± 0.13 2.02 ± 0.07 1.95 ± 0.07  2.12 ± 0.06 
Glucose, mg/l 4.97 ± 0.12 4.83 ± 0.14 4.85 ± 0.28    4.29 ± 0.19* 

 

After administration of Amprolinsyl at doses of 1/20 and 1/50 
LD50 the rats’ serum level was quite high, glycerol – by 52.9% and 
23.3% higher than in the control group of rats. Significant changes 
of total and free cholesterol in the blood serum of the experimental 
animals was registered (Table 9). Rats which were administered the 
drug at a dose 1/100 LD50 had total protein level that increased by 
15.5% while glucose was significantly lower by 13.7% compared to 

the rats in the control group. So, after studying the action of Ampro-
linsyl at toxic doses in a chronic experiment, the values of haemato-
logical and biochemical parameters revealed that, despite the low 
toxicity, Amprolinsyl at doses of 1/20 and 1/50 LD50 affects lipid 
metabolism indicating an increase in glycerol. Amprolinsyl at doses 
higher than therapeutic, affects the hematopoietic function (redu-
cing the number of white blood cells in all experimental groups).  
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Discussion  
 

Considering the pathogenesis of Eimeria and Histomnas invasi-
on, the treatment of poultry should be causal and pathogenetic. 
For etiotropic treatment it is necessary to free the body of the bird 
from parasites. Among the wide range of anti-Eimeria drugs avai-
lable today, the most effective is Brovitacoccid of domestic produc-
tion (McLoughlin, 1970; Chapman, 1976; Khariv, 2010; Rosadio еt 
al., 2010; Gibbons еt al., 2016). During the second phase of treat-
ment it is necessary to use medicines that activate the hematopoietic 
function of bone marrow, restore liver function, stabilize the state of 
the cell membranes of hepatocytes and enhance cellular, humoral 
and nonspecific parts of the immune system. In the range of immu-
nostimulatory and hepatoprotective drugs a prominent position is 
occupied by herbs which are used for treating a variety of diseases 
caused by the weakening of endogenous antioxidant defence, se-
condary immunodeficiency and related disorders in homeostasis 
(Gutyj еt al., 2016; Martyshuk еt al., 2016; Smolynets еt al., 2016). 
Based on reports in the literature and our own researches on healthy 
turkeys and those affected by Eimeria and Histomonas invasion, we 
found that among the most effective hepatoprotectors the fruits of 
milk thistle merit special attention. They contain flavonoids – sili-
cristin, silidianin, silibilin, united under the title “Silymarin” (Kha-
riv, 2010; Gutyj еt al., 2016). Flavonoids act hepatoprotectively, 
stabilize the state of cell membranes and activate proteinsynthesis 
liver function. It should be noted that in the fruit of milk thistle there 
is a wide range of vitamins (A, E, K, C, B), macro (K, Ca, Mg), 
micronutrients (Cu, Co, Fe, J, Si), and essential and inessential 
amino acids involved in metabolism and erythropoiesis, stimulating 
the formation of antibodies and raising immune health (Khariv еt 
al., 2016; Martyshuk еt al., 2016).  
 
Conclusions  
 

This study of the acute toxicity of the antiprotozoan drug Ampro-
linsyl, which has been recently developed in Ukraine, using laboratory 
animals concerns a drug of low toxicity (the 4th grade of toxicity State 
ST 12.1.007-76). Long-term daily intragastric administration of Ampro-
linsyl during 24 days affects the functional state of the liver and kidneys. 
We studied of morphological parameters of the blood of rats by oral 
administration of Amprolinsyl in increasing doses, and established that 
the main parameters of blood in the research group were the same as in 
the control group of rats, significant changes were found only after ana-
lyzing the leukocyte profile. We established that there was a probable 
decrease as compared with the control group, in the number of neu-
trophils by 54.7% and increase by 9.2% in the number of lymphocytes. 
Amprolinsyl, under long-term (24 days) daily administration of increa-
sing doses causes a slight degradation of the membranes of hepatocytes, 
which indicates increased activity of the intracellular enzyme ALT.  

Amprolinsyl at doses 1/50 and 1/100 LD50 had no effect on the 
results of functional tests, due to the normal functioning of the liver 
tissue and the lack of negative impact on animals in the 3rd and 4th 
groups. Amprolinsyl after administration at doses 1/20, 1/50 and 
1/100 LD50 over 30 days did not significantly affect the functional 
state of the internal organs of the experimental animals.  

The study of the morphological parameters of rats’ blood follo-
wing oral administration of Amprolinsyl at different doses establi-
shed a downward trend in hemoglobin values and the colour indica-
tor and a probable reduction in the number of white blood cells in 
all experimental groups compared with the control group.  

According to hematological and biochemical parameters we 
revealled that, despite the low toxicity of Amprolinsyl at doses of 
1/20 and 1/50 LD50 the drug affects lipid metabolism, which indi-
cates increase in glycerol.  
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Skyba, O. (2017). Pathogenic specifics of development of vegetative dysfunction in adolescents in relation to their 
morphological status. Regulatory Mechanisms in Biosystems, 8(1), 46–50. doi: 10.15421/021709  

Exploring the mechanisms of vegetative regulation in children and adolescents of different somatotypes has a 
prognostic value in regard to the character of adaptive reactions of the organism, as it facilitates the identification of the 
risk factors of pathological processes and states of vegetative systems, which may cause chronic illness in adulthood. 
The author defines the pathogenic specifics of development of vegetative dysfunction in adolescents in relation to their 
morphological status. Cardiointervalography and anthropometric, mathematical and statistical methods of research were 
used. Based on the results of cardiointervalography, the structure of initial vegetative tonus was established, which was 
characterized by prevalence of eutonia (38.4 ± 4.9%). The specific weight with background eutonia of adolescent boys 
and girls tended to be higher among the representatives of the thoracic and muscular somatotypes, compared to 
adolescents of the alimentive and osseous somatotypes (Р < 0.001–0.05). The established specifics indicate that thoracic 
and muscular somatotypes ensure optimal adaptation of organisms to the environment. Sympathicotonia was measured 
among the majority of boys of extreme constitutional variants (alimentive and osseous somatotypes) (36.3% and 30.0% 
respectively), which demonstrates the activation of adaptive mechanisms in the abovementioned category of examined 
adolescents, while among girls this phenomenon was evident among the representatives of the osseous and thoracic 
somatotypes (38.5% and 30.8% respectively). We found that the majority of examined adolescents (53.4%) had a 
normal vegetative reactivity. Gender differences in the structure of vegetative reactivity of adolescents could well be 
explained by the higher number of girls of asympaticotonic type (19.2%) compared to boys (7.3%, Р < 0.05). 
Furthermore, we found that hypersympathicotonic and asympathicotonic types of vegetative reactivity were 
characteristic of the majority of representatives of the alimentive and osseous somatotypes irrespective of the gender, 
which indicates activation of functioning of the cardiovascular system, decreased adaptive capacity of the organism 
among the examined group. The research shows that the group at risk of developing functional deviations in vegetative 
systems is formed by the representatives of the alimentive and osseous somatotypes.  

Keywords: cardiointervalography; neuroendocrine imbalance; initial vegetative tonus; vegetative reactivity; somatotype  

Патогенетичні особливості формування вегетативних дисфункцій  
у підлітків залежно від їх морфологічного статусу  

О. О. Скиба  

Сумський державний педагогічний університет імені А. С. Макаренка, Суми, Україна  

Визначено патогенетичні особливості формування вегетативних дисфункцій у підлітків залежно від їх морфологічного статусу. 
За результатами кардіоінтервалографії визначено структуру вихідного вегетативного тонусу, яка характеризувалась перевагою ейтонії (38,4%). 
Встановлено залежність вихідного вегетативного тонусу підлітків від їх морфологічного статусу (χ2 = 26,7, P < 0,01). Питома вага осіб із 
фоновою ейтонією, як серед хлопців, та і серед дівчат, була вірогідно вищою серед представників торакального та м’язового соматотипів, 
порівняно з підлітками астеноїдного та дигестивного соматотипів, (Р < 0,001–0,05). Симпатикотонію визначено серед більшості хлопців 
крайніх конституційних варіантів (дигестивний та астеноїдний соматотипи) (36,3% та 30,0% осіб відповідно), що свідчить про напруження 
адаптаційних механізмів у визначеного контингенту осіб, тоді як у групі дівчат – серед представників астеноїдного та торакального 
соматотипів (38,5% та 30,8% осіб відповідно). Переважна більшість обстежених підлітків (53,4%) має нормальну вегетативну реактивність. 
Статеві відмінності структури вегетативної реактивності підлітків полягали у вірогідно вищій частці дівчат з асимпатикотонічним типом 
(19,2%), порівняно з хлопцями (7,3%, Р < 0,05). Гіперсимпатикотонічний та асимпатикотонічний типи вегетативної реактивності притаманні 
переважній більшості представників дигестивного та астеноїдного соматотипів незалежно від статі. Визначено групу підвищеного ризику 
розвитку функціональних відхилень із боку вегетативних систем, яку формують представники дигестивного та астеноїдного соматотипів.  

Ключові слова: кардіоінтервалографія; нейроендокринний дисбаланс; вегетативний тонус; вегетативна реактивність; соматотип  
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Вступ  
 

Показник ефективності державної політики у сфері охоро-
ни здоров’я – соціальне благополуччя та стан здоров’я насе-
лення країни. Нині одна з найгостріших медико-соціальних про-
блем в Україні – стан здоров’я дітей та підлітків, найчутли-
віших до несприятливого впливу різних чинників зовнішнього 
середовища. У вирішенні проблеми збереження та зміцнення 
здоров’я дитячого населення одна із провідних ролей належить 
профілактиці як складовій системи охорони здоров’я (Serdjuk 
et al., 2016). Дитячий організм має підвищений ризик розвитку 
відхилень у стані здоров’я через наявність критичних періодів 
росту та розвитку, особливостей обміну речовин, недоскона-
лості адаптаційних механізмів, недорозвиненості імунної та 
інших систем, що може спричинити зниження активності 
регуляторних механізмів через їх перенапруження та висна-
ження внаслідок розвитку патологічних станів (Majdannyk et al., 
2014; Reeva, 2015).  

Вегетативна нервова система (ВНС) – регуляторна ланка у 
процесі формування адаптаційних і компенсаторних змін в ор-
ганізмі у результаті формування патологічних станів (Petković 
and Ćojbašić, 2012; Chernyavskikh et al., 2015). Причому прак-
тично немає таких патологічних станів, розвиток яких не був 
би пов’язаний із розладами вегетативної нервової системи 
(Messina et al., 2013; Brandão et al., 2014; Majdannyk et al., 2014; 
Bartczaket al., 2016; Huang et al., 2016; Regitz-Zagrosek and 
Kararigas, 2017). Вегетативна дисфункція, як правило, розвива-
ється на тлі фенотипічних ознак функціонального стану ВНС 
(ваготонічна або симпатикотонічна її спрямованість) (Vejn, 
2003; Esler, 2010; Thayer et al., 2010; Nalyotov, 2014; Campos, 
2015). Особливе значення в генезі функціональних відхилень 
діяльності різних органів та систем, зокрема серцево-судинної, 
ендокринної, травної та інших, належить дисфункціям ВНС і 
нейроендокринному дисбалансу, що спостерігається в підліт-
ковому віці (Grosu, 2014; Nóbrega et al., 2014; Marongiu and 
Crisafulli, 2015; Sladek et al., 2015). Саме в цьому віці вини-
кають передумови для розвитку функціональних розладів із 
боку вегетативних систем, які можуть стати причиною розвит-
ку хронічних захворювань у дорослому віці (Kraus et al., 2013; 
Ubrich et al., 2016).  

Аналіз останніх досліджень і публікацій вказує на те, що 
кожному з конституційних типів властиві специфічні особли-
вості функціонування нервової, гуморальної, серцево-судинної 
та імунної систем (Miculic, 2008; Kazakova et al., 2009; Koenig, 
et al., 2014; Schoen, 2016). Тому вивчення патогенетичних 
механізмів виникнення дисфункцій ВНС у підлітків різних со-
матотипів має прогностичне значення перебігу адаптаційних 
реакцій організму, що дозволить виявляти донозологічні стани 
та здійснювати ранню профілактику соматичних захворювань, 
що зумовлює актуальність дослідження (Denefil, 2013; Messina 
et al., 2013). Мета цього дослідження – визначити патоге-
нетичні особливості формування вегетативних дисфункцій у 
підлітків залежно від їх морфологічного статусу.  
 
Матеріал і методи досліджень  
 

У дослідженні брали участь 99 дітей 15–16 років (58 хлопців 
та 41 дівчина), які навчаються в інноваційних навчальних закла-
дах (гімназіях) м. Суми. Програма дослідження включала антро-
пометричне обстеження, що проводили за загальновизнаними 
методиками. Визначали тотальні розміри тіла: довжину (ДТ), 
масу (МТ), окружність грудної клітки (ОГК). Оцінювання сома-
тотипу здійснювали за схемою Штефко – Островського з виді-
ленням чотирьох конституційних варіантів: астеноїдний, тора-
кальний, м’язовий та дигестивний (Shtefko and Ostrovskyj, 1929).  

Для оцінювання функціонального стану ВНС досліджували 
варіабельність серцевого ритму (ВСР) з використанням апаратно-
програмного комплексу «КардіоСпектр» (АТ Солвейг) відповідно 
до вимог Міжнародного стандарту (Task Force of the European 

Society of Cardiology and the North American Society of Pacing and 
Electrophysiology, 1996) для коротких записів. Проводили аналіз 
двох категорій ВСР: часовий (Time – Domain Results) та частотний 
(Frequency – Domain Results). У часовому аспекті оцінювали по-
казники NN – ряд нормальних R-R інтервалів із виключенням 
екстрасистол; SDNN – стандартне відхилення NN інтервалів; 
RMSSD – квадратний корінь із середнього значення квадратів різ-
ниць величин послідовних інтервалів R-R; pNN50 – відсоток кар-
діоінтервалів, що відрізняються від сусідніх більше ніж на 50 мс, 
від загальної кількості кардіоінтервалів; IН – індекс напруження.  

У частотній ділянці визначали абсолютні значення показ-
ників ТF (Total Frequency) – загальної потужності спектра; 
HF (High Frequency) – потужності високочастотних коливань 
спектра, яка характеризує дихальний компонент ВСР, пов’я-
заний із парасимпатичним регулюванням; LF (Low Frequency) – 
потужності низькочастотних коливань спектра, який відобра-
жає активність підкіркового вазомоторного центру та пов’яза-
ний із симпатичною ланкою регуляції; VLF (Very Low Frequ-
ency) – потужності наднизькочастотних коливань спектра, який 
відображає активність надсегментарних відділів автономної 
нервової системи та нейрогуморальний компонент регулюван-
ня, LF/HF – коефіцієнт, який відображає баланс вегетативних 
впливів. Комп’ютерний аналіз включав визначення вихідного 
вегетативного тонусу: перевага тонусу парасимпатичного 
(ваготонія) чи симпатичного (симпатикотонія) відділу ВНС, 
баланс (ейтонія).  

Реєстрацію кардіоінтервалограми проводили в горизон-
тальному положенні (лежачи на спині), у стані відносного 
спокою у першій половині дня протягом 5 хвилин. Визначення 
реактивності ВНС здійснювали за допомогою активної орто-
статичної проби (Vejn, 2003; Fedorowski and Melander, 2013). 
Після проведення фонового запису кардіоінтервалограми об-
стежений без різких рухів набував вертикального положення, в 
якому проводився повторний запис кардіоінтервалограми.  

Оцінку вегетативної реактивності визначали за відношен-
ням ІН2 (індекс напруження в ортостазі) до ІН1 (індекс напру-
ження у стані відносного спокою) з виділенням нормального, 
гіперсимпатикотонічного та асимпатикотонічного типів (Maj-
dannyk et al., 2014).  

Статистичну обробку отриманих даних здійснювали за 
допомогою програми Statistica 8.0 (StatSoft Inc., USA) з визна-
ченням середнього арифметичного (M) та його стандартної 
похибки (m). Для процентів стандартну похибку (m) розрахо-
вували за формулою:  

m = . 
Для номінальних змiнних розраховували взаємозв’язок за 

таблицями спряженостi та критерієм χ2 Пiрсона. Вiдмiнностi 
між вибірками у випадках порівняння їх середніх значень, роз-
подiлених за нормальним законом, оцiнювали за параметрич-
ним критерієм Стьюдента (t). Відмінності між вибірками 
вважали вірогідними за Р < 0,05.  

Дослідження виконане за планом науково-дослідницької 
роботи кафедри медико-біологічних основ фізичної культури 
Сумського державного педагогічного університету імені А. С. Ма-
каренка за темою «Фізіолого-гігієнічний супровід здоров’язбе-
режувальної діяльності закладів освіти», № державної реє-
страції 0113U004662.  
 
Результати  
 

У структурі вихідного вегетативного тонусу переважала 
фонова ейтонія (38,4 ± 4,9%), яка забезпечує оптимальну адап-
тацію організму до факторів зовнішнього середовища. Вегета-
тивний баланс, виявлений у більшості осіб, ймовірно пов’яза-
ний із завершенням адаптаційних перебудов і формуванням 
оптимальної регуляції на визначеному етапі онтогенезу.  

Частка осіб із ваготонією становила 32,3 ± 4,7% обстежених, 
причому серед дівчат вона вірогідно вища (38,2 ± 7,6%) порів-
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няно із хлопцями (19,4 ± 5,2%, Р < 0,05). Вагусно-холінергічна 
спрямованість вегетативної регуляції відповідає морфологічній 
зрілості організму та забезпечує стабілізацію регуляції серцевого 
ритму за рахунок удосконалення механізмів саморегуляції. Веге-
тативний тонус 29,3 ± 4,6% підлітків характеризується симпа-
тикотонією та відсутністю вірогідних відмінностей між обстеже-
ними особами чоловічої та жіночої статі.  

Установлено залежність вихідного вегетативного тонусу 
підлітків від їх морфологічного статусу (χ2 = 26,7, P < 0,01). 
Аналіз структури вихідного вегетативного тонусу хлопців за-
лежно від їх соматотипологічних особливостей виявив вірогід-
ну перевагу фонової ейтонії серед осіб торакального (40,0 ± 
6,4%) та м’язового (30,0 ± 6,0%) соматотипів, порівняно з 
представниками астеноїдного (10,0 ± 3,9%, Р < 0,001–0,01) та 
дигестивного (20,0 ± 5,3%, Р < 0,05) соматотипів (рис. 1).  

 

Рис. 1. Структура вихідного вегетативного тонусу хлопців (%)  
залежно від соматотипу (n = 58)  

Частка осіб із ваготонією вірогідно вища серед хлопців 
астеноїдного, торакального та м’язового соматотипів (40,9 ± 6,5%, 
36,4 ± 6,3% та 25,0 ± 5,7% осіб відповідно), порівняно з підлітками 
дигестивного соматотипу (9,1 ± 2,8%, Р < 0,001–0,05).  

Вегетативний дисбаланс, що проявляється симпатикотоні-
єю, притаманний більшості підлітків крайніх конституційних 
варіантів (дигестивний та астеноїдний соматотипи) (36,2 ± 6,3% 
та 30,0 ± 6,0% осіб відповідно), що свідчить про напруження 
адаптаційних механізмів у визначеного контингенту осіб.  

У групі дівчат структура вихідного вегетативного тонусу 
подібна показникам осіб чоловічої статі, оскільки характери-
зується вірогідною перевагою ейтонії серед представників 
торакального (50,0 ± 7,8%) та м’язового (38,9 ± 7,6%) сомато-
типів, порівняно з представниками астеноїдного (11,1 ± 4,9%, 
Р < 0,001–0,01) та дигестивного (0%) соматотипів (рис. 2). Ви-
значені особливості свідчать про те, що торакальний і м’язо-
вий соматотипи забезпечують оптимальну адаптацію організ-
му до факторів навколишнього середовища.  

Ваготонічний вихідний вегетативний тонус спостерігаєть-
ся у більшості дівчат м’язового та торакального соматотипів 
(50,0 ± 7,8% та 30,0 ± 7,2% обстежених відповідно), тоді як 
симпатикотонічний – у дівчат астеноїдного та торакального 
соматотипів (38,5 ± 7,6% та 30,8 ± 7,2% осіб відповідно). 
Виявлений дисбаланс стану регуляторних систем осіб жіночої 
статі може бути пов’язаний із нерівномірністю дозрівання ре-
гуляторних механізмів на даному етапі онтогенезу.  

Інтегральний показник, що відображає ступінь централіза-
ції управління серцевим ритмом, – індекс напруженості (ІН). 
В ортостатичному положенні і серед хлопців (+156,8 ± 20,0%), 
і серед дівчат (+146,2 ± 24,1%) відбувається збільшення ІН, – 
закономірна реакція, яка свідчить про активацію центрального 
контуру вегетативної регуляції.  

Аналіз приросту ІН серед хлопців залежно від їх сомато-
типологічних особливостей свідчить про вірогідно вищі зна-
чення ІН серед представників дигестивного соматотипу 
(+218,8 ± 66,1%), порівняно з хлопцями м’язового соматотипу 
(+91,5 ± 19,4%, Р < 0,05) (рис. 3).  

На фоні загальної тенденції до збільшення ІН у відповідь 
на ортостаз серед дівчат дигестивного соматотипу відмічене 
найбільше значення його приросту (+239,0 ± 100,5%) (рис. 3).  

За результатами оцінювання вегетативної реактивності вста-
новлено перевагу нормальної вегетативної реактивності (53,4 ± 
5,0%), однак частка осіб із гіперсимпатикотонічною реактив-
ністю була високою (35,6 ± 4,8% обстежених), що вказує на 
підвищення внеску симпатоадреналових впливів у відповідь на 
ортостаз і свідчить про напруження адаптаційних можливос-
тей організму підлітків. Статеві відмінності структури вегета-
тивної реактивності підлітків полягали у вірогідно вищій 
частці дівчат з асимпатикотонією (19,2 ± 6,3%) порівняно з 
хлопцями (7,3 ± 3,4% Р < 0,05), а гіперсимпатикотонічна реак-
тивність характеризувалась тенденцією до переваги у групі 
хлопців. Аналіз показників вегетативної реактивності дозволив 
визначити їх залежність від особливостей морфологічного 
статусу підлітків (χ2 = 34,2, P < 0,001). Нормальна вегетативна 
реактивність притаманна більшості представників чоловічої 
статі торакального (31,8 ± 6,1%) та м’язового (36,4 ± 6,3%) 
соматотипів (рис. 4). У переважної більшості хлопців визначе-
них соматотипів у структурі вихідного вегетативного тонусу 
переважала ейтонія (40,0 ± 6,4% та 30,0 ± 6,0% відповідно).  

 

Рис. 2. Структура вихідного вегетативного тонусу дівчат (%)  
залежно від їх соматотипу (n = 41)  

 

Рис. 3. Приріст значень індексу напруження (%)  
у підлітків різних соматотипів у відповідь на ортостаз (n = 99)  

Асимпатикотонічна реактивність спостерігалась тільки се-
ред підлітків астеноїдного та дигестивного соматотипів (66,7 ± 
6,2% та 33,3 ± 6,2% осіб відповідно), що свідчить про незадо-
вільну адаптацію внаслідок зниження захисно-пристосуваль-
них механізмів їх організму. Вегетативний дисбаланс, що про-
являвся гіперсимпатикотонічною реактивністю, визначено се-
ред переважної більшості представників крайніх конституцій-
них типів (дигестивний та астеноїдний соматотипи) (43,8 ± 
6,5% та 31,3 ± 9,1% осіб) на фоні високої вихідної активності 
симпатичного відділу ВНС, що вказує про напруження функ-
ціонування серцево-судинної системи, зниження адаптаційних 
можливостей організму у визначеного контингенту осіб. Уста-
новлені особливості можуть слугувати прогностичним марке-
ром розвитку вегетативних дисфункцій та патології серцево-
судинної системи. Структура вегетативної реактивності у групі 
дівчат подібна до структури групи осіб чоловічої статі: 
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нормальна вегетативна реактивність притаманна переважній 
більшості осіб м’язового та торакального соматотипів (41,2 ± 
7,7% та 35,3 ± 7,5% осіб відповідно), тоді як частка дівчат 
астеноїдного та дигестивного соматотипів вірогідно нижча 
(Р < 0,05, рис. 5).  

 

Рис. 4. Структура вегетативної реактивності хлопців (%)  
залежно від їх соматотипу (n = 58)  

Рис. 5. Структура вегетативної реактивності дівчат (%)  
залежно від їх соматотипу (n = 41)  

Збільшення симпатоадреналового впливу та напруження 
резервних можливостей організму дівчат спостерігали серед 
більшості осіб дигестивного соматотипу (40,0 ± 7,7%). Асим-
патикотонічна вегетативна реактивність виявлена серед біль-
шості представників астеноїдного соматотипу (40,0 ± 7,7% дів-
чат), що вказує на нестійкість та зниження у них адаптаційних 
можливостей організму.  
 
Обговорення  
 

Визначено перевагу ейтонії та нормальної вегетативної 
реактивності серед обстежених підлітків на фоні зменшення 
частки осіб із симпатикотонічним вихідним вегетативним то-
нусом і гіперсимпатикотонічною реактивністю, що віддзерка-
лює вікові закономірності їх онтогенетичного розвитку (Majdan-
nyk et al., 2014; Nóbrega et al., 2014; Sladek et al., 2015; Angelovski 
et al., 2016). У більшості практично здорових підлітків м’язового 
та торакального соматотипів спостерігається оптимальна взає-
модія парасимпатичної та симпатичної ВНС. Менш сприят-
ливими в плані вегетативної регуляції виявляються підлітки з 
дигестивним соматотипом, серед переважної більшості яких 
визначається депресія парасимпатичного відділу ВНС (Kazakova 
et al., 2009; Koenig et al., 2014).  

Вегетативний дисбаланс, що проявлявся гіперсимпати-
котонічним і асимпатикотонічним типами вегетативної реактив-
ності, притаманний більшості представників (як хлопців, так і 
дівчат) дигестивного та астеноїдного соматотипів, які формують 
групу підвищеного ризику розвитку функціональних відхилень 
із боку вегетативних систем (Kazakova et al., 2009; Fedorowski 
and Melander, 2013; Marongiu and Crisafulli, 2015).  
 

Висновки 
 

Структура вихідного вегетативного тонусу більшості об-
стежених осіб (38,4 ± 4,9%) характеризувалася перевагою ей-
тонії. Частка осіб із фоновою ейтонією, як серед хлопців, так і 
серед дівчат, вірогідно вища серед представників торакального 
та м’язового соматотипів, порівняно з підлітками астеноїдного 
та дигестивного соматотипів (Р < 0,001–0,05).  

У групі хлопців симпатикотонія притаманна більшості 
підлітків крайніх конституційних варіантів (дигестивний і 
астеноїдний соматотипи) (36,3 ± 6,3% та 30,0 ± 6,0% осіб від-
повідно), що свідчить про напруження адаптаційних механіз-
мів у визначеного контингенту осіб, тоді як у групі дівчат – 
представникам астеноїдного та торакального соматотипів (38,5 ± 
7,6% та 30,8 ± 7,2% осіб відповідно).  

Серед переважної більшості обстежених підлітків установ-
лено нормальну вегетативну реактивність (53,4 ± 5,0% осіб). 
Статеві відмінності структури вегетативної реактивності під-
літків полягали у вірогідно вищій частці дівчат з асимпатико-
тонічним типом (19,2 ± 6,3%), порівняно із хлопцями (7,3 ± 
3,4%, Р < 0,05).  

Гіперсимпатикотонічний та асимпатикотонічний типи ве-
гетативної реактивності визначені серед переважної більшості 
представників дигестивного та астеноїднного соматотипів (неза-
лежно від статі), що вказує на зниження адаптаційних можли-
востей організму підлітків визначених конституційних варіантів. 
Оцінка показників вегетативної регуляції з урахуванням сомато-
типологічних особливостей дозволяє виділити групу осіб підви-
щеного ризику розвитку патологічних станів із боку вегетатив-
них систем і розробити заходи профілактики захворювань та їх 
ранньої діагностики.  

Перспективи подальших досліджень – визначення патогене-
тичних особливостей розвитку вегетативних дисфункцій у спорт-
сменів за впливу факторів навчально-тренувального процесу.  
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Korzhyk, O. V., Pavlovych, O. S., & Morenko, A. H. (2017). Coherence of EEG frequency components during 
manual movements executed by the subdominant hand in women. Regulatory Mechanisms in Biosystems, 8(1), 51–
57. doi: 10.15421/021710  

The academic community is paying more and more attention to the question of the individual characteristics of the 
brain processes which ensure the manual motor programming of movements performed not only by the leading, but also by 
the subdominant hand. Researchers do not exclude the existence of the particular parameters of the human brain correlating 
with manual motor activities. This study involved 136 women at the age of 19–21 years. The testees were divided into two 
groups according to high and low values of the EEG modal α-frequency determined individually and in a motionless state. 
We evaluated the coherence status of the EEG frequency components in the motionless state and during movements 
performed by fingers of the subdominant (left) hand in response to rhythmic sound signals. The testing stages involved the 
sequential execution of motor tasks including clamping and unclamping performed by the fingers of the subdominant hand 
(such as grasping movements) without effort. The testees also performed fingering (a manual response to each stimulus) at 
in different times and not by all the fingers of the hand simultaneously, but separately, one by one, in a given sequence). 
Clamping and unclamping was executed by the fingers subject to power loading the (additional load on the fingers being 
10H). Execution of manual movements by means of the subdominant hand in response to the sensory signals was 
accompanied by an increase in coherence in the EEG frequency components, especially in the frontal, temporal, and 
parietal cortexes of the central areas. Women with a low individual α-rate of such a regularity had significantly increased 
scores at the high (α3-, β-) frequencies of the EEG spectrum. At the same time, women in both groups mainly showed a 
decrease in the coherence coefficients of θ-, α1- and α3-activity in the frontal cortex leads in terms of the execution of the 
sequential finger movements and movements under power loading. The analysis of differences proved that women with a 
low IαF had relatively higher coherence of the EEG frequency components in the frontal lobes. However, relatively higher 
frequency components of EEG coherence in the central, posterior temporal and parietal leads were set in women with high 
IαF. Changes in cortical activity were established during different movements performed by fingers of the subdominant 
hand, namely, grasping movements of common occurrence, successive movements and movements under power loading. 
They differ from each other in their low specificity. Thus, the factor of motor performance of tests by means of the 
subdominant hand had obviously more decisive importance in the nature of the organization of brain activity than for the 
actual specifics of manual movements.  

Keywords: individual α-frequency; successive movements; power load; grasping movements  

Когерентність частотних компонентів електроенцефалограми  
під час виконання мануальних рухів субдомінантною рукою у жінок  

О. В. Коржик, О. С. Павлович, А. Г. Моренко  

Східноєвропейський національний університет імені Лесі Українки, Луцьк, Україна  

Обстежено 136 жінок віком 19−21 року, яких поділено на дві групи з високими та низькими значеннями модальної α-частоти 
електроенцефалограми (ЕЕГ), визначеної індивідуально у стані спокою. Оцінювали показники когерентності частотних компонентів 
електроенцефалограми у стані спокою та під час стискання та розтискання пальців кисті (за типом хапальних рухів) без зусилля, 
почергових рухів пальців, стискання та розтискання пальців кисті із силовим навантаженням. Обстежувані виконували рухи пальцями 
кисті субдомінантної (лівої) руки у відповідь на ритмічні слухові сигнали. Виконання зазначених мануальних рухів у жінок обох груп 
загалом супроводжувало збільшення когерентності частотних компонентів ЕЕГ, особливо в лобових, скроневих, центральних і тімʼяних 
кортикальних ділянках. Поряд із тим, за умови виконання почергових рухів пальців та рухів із силовим навантаженням у всіх жінок 
фіксували зменшення коефіцієнтів когерентності θ-, α1- і α3-активності, здебільшого у лобових відведеннях кори. У жінок із низькою ІαЧ 
реєстрували вищу когерентність частотних компонентів ЕЕГ у лобових ділянках. Натомість у центральних, задніх скроневих та тімʼяних 
відведеннях установлено порівняно вищу когерентність частотних компонентів ЕЕГ у жінок із високою ІαЧ. Зміни кортикальної 
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активності, встановлені під час виконання різних рухів пальців субдомінантної руки, як от звичних хапальних рухів, почергових рухів та 
рухів із силовим навантаженням, як правило, відзначалися низькою специфічністю.  

Ключові слова: індивідуальна α-частота; почергові рухи; силове навантаження; хапальні рухи  

Вступ  
 

Використання сучасних технічних засобів і технологій про-
вокує підвищення вимог до функціональних можливостей сен-
сорної та моторної систем, діяльності головного мозку тієї чи 
іншої людини. Тому наукова спільнота (Averbeck et al., 2002; 
Hikosaka et al., 2002; Ioffe, 2003; Müller et al., 2003; Cisek, 2005; 
Ruge et al., 2014) приділяє все більшу увагу проблемі індивіду-
альних особливостей мозкових процесів, які забезпечують мо-
торне програмування мануальних рухів (МР). Дослідники не 
виключають, що існують певні показники роботи головного 
мозку, які корелюють із мануальною моторикою.  

Багато вчених (Kaplan and Borisov, 2003; Bazanova, 2008; 
Razumnikova et al., 2009; Umrjuhin et al., 2009) з᾿ясували, що 
індивідуальна варіативність амплітудно-частотних характерис-
тик α-ритму електроенцефалограми (ЕЕГ), зокрема модальна 
частота цього ритму, відзначаються високою інформативністю 
для визначення стану нервових процесів та низки психо-
фізіологічних функцій людини. Для людей, які відрізняються 
характеристиками α-ритму, характерні відмінні поведінкові 
стратегії, механізми сприйняття, переробки інформації (Hum-
mel еt al., 2004; Kristeva et al., 2005; Bazanova, 2008). Такі 
твердження ґрунтуються на тому, що модальну α-частоту ЕЕГ 
вважають (Anderson et al., 2005; Page et al., 2006; Anokhin et al., 
2006; Spergel, 2007) жорстко детермінованою генетичною оз-
накою, оскільки вона відображає важливі вроджені особливос-
ті структурної організації таламічних і кортикальних нейронів 
(Niswender et al., 2005; Smit et al., 2006; Bellone and Nicoll, 2007; 
Ng and Raveendran, 2007).  

Визнаючи виняткову важливість отриманих різними 
вченими результатів, все ж слід підкреслити, що така інформа-
ція вочевидь недостатня для вичерпного розуміння того, як 
пов᾿язаний такий уроджений аспект функціонування мозку як 
модальна частота α-ритму ЕЕГ із керуванням діяльністю дис-
тальних м᾿язів руки під час виконання певних МР. У проведе-
них раніше дослідженнях (Morenko et al., 2013; 2013; 2014) у 
контексті такої проблематики показано особливості мозкових 
процесів, які лежать в основі керування МР ведучої руки в 
жінок із різними вихідними характеристиками α-ритму ЕЕГ, 
зокрема модальною частотою цього ритму. Відповідно до 
одержаних результатів осіб із вихідною високою модальною 
частотою α-ритму ЕЕГ відзначався вищий рівень вибірковості 
уваги та локальніші зміни електричної активності кори голов-
ного мозку у перебігу регуляції мануальної моторики. Для осіб 
із низькою α-частотою притаманні менш специфічні та дифе-
ренційовані процеси активації кори. Створення повноцінного 
уявлення про особливості мозкових процесів людини, пов’яза-
них із мануальною моторикою, передбачає дослідження остан-
ніх під час рухів пальців не лише ведучої, а й субдомінантної 
руки. Отже, в реальному житті людина під час мануальної 
моторики використовує як ведучу, так і субдомінантну руку. 
Тому мета цього дослідження – виявлення показників коге-
рентності електричної активності кори головного мозку під час 
виконання жінками з різною вихідною модою альфа-частоти 
МР субдомінантною рукою. Застосування силового наванта-
ження та зниження стереотипності завдання (під час переби-
рання пальців) – фактори, які ускладнюють як виконання, так і 
програмування МР у відповідь на дію певних сигналів. Ви-
вчення когерентності частотних коливань ЕЕГ під час вико-
нання різних МР дасть уявлення щодо характерних функціо-
нальних обʼєднань кортикальних ділянок, безпосередньо по-
вʼязаних із програмуванням МР субдомінантної руки. Мета 
цього дослідження – виявити особливості когерентності час-
тотних компонентів електричної активності кори головного 
мозку під час виконання жінками МР субдомінантною рукою.  

Матеріал і методи досліджень  
 

Відповідність етичним стандартам. Комісія з питань біо-
етики Східноєвропейського національного університету імені 
Лесі Українки встановила (протокол № 1 від 18.10.2012), що всі 
обстеження проведені відповідно до основних біотичних норм 
Гельсінської декларації Всесвітньої медичної асоціації про 
етичні принципи проведення науково-медичних досліджень за 
участі людини (1964–2000), Декларації принципів толерантності 
(1995), Універсальної декларації з біоетики та прав людини 
(1997), Конвенції Ради Європи з прав людини та біомедицини 
(1997), наказу МОЗ України від 13.02.2006 р. № 66. Всі обсте-
жувані давали письмову згоду для участі в експерименті. Вжиті 
необхідні заходи для забезпечення анонімності обстежуваних.  

Об’єкт дослідження. У наших дослідженнях взяли участь 
136 жінок у віці 19–21 рік: усі здорові, мають нормальний слух 
за даними медичного професійно-консультативного висновку. 
Під час формування контингенту до уваги брали й такі 
фактори як відсутність у тестованих черепно-мозкових травм в 
анамнезі, добрий стан самопочуття на час тестування, профіль 
мануальної та слухової асиметрій. Обстеження жінок про-
водили під час лютеїнової фази менструального циклу, оскіль-
ки рівень збудливості мозку в жінок залежить від впливу ста-
тевих гормонів. У пізню фолікулярну фазу нервова система 
більш збудлива, що спричинено естрогеном, а в лютеальну фа-
зу, навпаки, загальний рівень збудливості головного мозку 
жінки найнижчий упродовж овуляційного циклу, оскільки в 
дію вступає прогестерон, який здійснює гальмівний вплив 
(Razumnikova et al., 2009).  

Усі обстеження здійснювали в робочі дні тижня, у першій 
половині дня у два послідовні етапи – психофізіологічного та 
електроенцефалографічного тестувань. Експеримент проводи-
ли на базі навчально-наукової лабораторії вікової нейрофізіо-
логії кафедри фізіології людини та тварин Східноєвропейсько-
го національного університету імені Лесі Українки.  

Психофізіологічне тестування. Час проведення такого 
тестування – до десяти хвилин. Профіль мануальної та слухо-
вої асиметрії визначали в кожної випробуваної за характером 
відповідей у ході опитування, виконання моторних і психо-
акустичних проб, за розрахунком коефіцієнтів мануальної та 
слухової асиметрії (Кас.) (Zhavoronkova, 2007):  
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де Σпр. – сума завдань, під час виконання яких домінує права 
рука (праве вухо), Σлів. – сума завдань, під час виконання яких 
домінує ліва рука (ліве вухо). У подальшому обстеженні взяли 
участь жінки, коефіцієнти мануальної та слухової асиметрії 
котрих мали позитивне значення та були вищі 50%. Загальна 
кількість таких жінок склала 113. Профіль асиметрії оцінювали 
за 30 хвилин до початку реєстрації ЕЕГ.  

Електроенцефалографічне тестування. Під час ЕЕГ-екс-
перименту обстежувані перебували у звуко- та світлонепро-
никній кімнаті, у положенні напівлежачи в кріслі з підголов-
ником, із заплющеними очима. Передпліччя фіксували на під-
локітниках. Перед початком запису тестована отримувала 
загальну інструкцію про хід експерименту.  

Для кожної обстежуваної протокол експериментальної 
процедури реєстрації ЕЕГ включав такі послідовні етапи: стан 
функціонального спокою, стискання та розтискання пальців 
без зусилля (за типом хапальних рухів, один цикл стискання та 
розтискання за секунду), почергові рухи пальців (перебиран-
ня), стискання та розтискання пальців із силовим навантажен-
ням. Під час перебирання пальцями мануальне реагування на 
кожний стимул обстежувані здійснювали не одночасно всіма 
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пальцями кисті, а по-одному в черговості, визначеній безпосе-
редньо перед тестуванням: вказівний – безіменний – середній – 
мізинний пальці. Умови цього експерименту повідомляли об-
стежуваним безпосередньо перед початком проби. На етапі за-
стосування силового навантаження обстежувані додатково 
утримували напівзігнутими пальцями навантаження 10 Н (1 кг). 
Обстежувані виконували рухи пальцями кисті субдомінантної 
(лівої) руки у відповідь на ритмічні слухові сигнали.  

Таким чином, у ході експерименту створено різні експери-
ментальні умови для виконання рухів пальців, які мали відмін-
не функціональне значення. Під час етапу стискання та розтис-
кання пальців кисті без зусилля обстежувані виконували звич-
ні мануальні дії за типом хапальних рухів. За умови тесту «По-
чергові рухи пальців» висувалися підвищені вимоги до індиві-
дуальних можливостей обстежуваних раціонально розподіляти 
увагу між сенсорним сприйняттям і моторним реагуванням, 
перебудовувати моторну програму згідно з черговістю вклю-
чення в роботу рухових одиниць м’язів різних пальців. Засто-
сування силового навантаження створювало необхідність зосе-
редження уваги під час утримання та фіксації пальцями кисті 
вантажу, подолання його ваги. Важливим фактором було те, 
що усі МР обстежуваним необхідно виконувати із дотриман-
ням темпу предʼявлення звукових сигналів.  

Як ритмічний сигнальний подразник для стискання та роз-
тискання пальців кисті використовували низькочастотну фоно-
стимуляцію. Під час фоностимуляції як стимули звучали рит-
мічні акустичні сигнали, що імітували барабанний бій (про-
грамне забезпечення Finale 2006; частота 2 с–1, загальна кіль-
кість стимулів у пробі – 80). Вибір відносно низької частоти 
фоностимуляції зумовлений тим, що саме така частота відпо-
відає частотному діапазону виконання мануальних рухів, що 
вивчаються. А останній принципово зумовлений біомеханіч-
ними можливостями реалізації рухів дистальних частин руки. 
Інерційні властивості таких частин руки виключають можли-
вості реалізації рухів із частотами, які перевищують 3 с–1. 
Слухові сигнали подавали бінаурально за допомогою чотирьох 
акустичних колонок, які розміщували на відстані 1,2 м від 
обстежуваного. Тривалість кожного сигналу становила 120 мс, 
частотний діапазон – 220–235 Гц, гучність на виході колонок 
не перевищувала 55 дБ над порогом чутності (визначали за до-
помогою шумоміра DE-3301 № 050701882). Така організація 
фоностимуляції забезпечує комфортне для сприйняття звучан-
ня стимулів, відповідає санітарним нормам. Гучність звуку до-
датково регулювали індивідуально для кожного обстежувано-
го до досягнення комфортного рівня.  

Між етапами для відпочинку обстежуваних і унеможливлення 
розвитку явищ монотонії робили перерву на 1 хвилину. Упродовж 
цього часу проводили інструктаж про їх дії в наступній експери-
ментальній ситуації. Це давало змогу обстежуваним краще налаш-
туватися на виконання наступного завдання та мінімізувало вплив 
попереднього етапу на параметри ЕЕГ. Задля виключення крайо-
вих ефектів реєстрацію ЕЕГ під час усіх проб починали через 15 с 
після початку діяльності та припиняли за 5 с до її завершення. 
ЕЕГ-тестування загалом тривало 15 хвилин.  

Реєстрація та первинний аналіз електроенцефалографіч-
них даних. Біоелектричну активність кори головного мозку 
вважали показником його інформаційних процесів. Її реєстрацію 
та первинний аналіз здійснювали за допомогою апаратно-про-
грамних електроенцефалографічних комплексів «Нейроком», 
«Нейролаб» (ТУ У 33.1-02066769-001-2002, свідоцтво про дер-
жавну реєстрацію № 6038/2007 від 26 січня 2007 року, серти-
фікат відповідності засобам вимірювальної техніки Державного 
комітету України з питань технічного регулювання та споживчої 
політики № UA-М1/2р-3641-2001, чинний до 18.04.2014 р.). 
Виробник – науково-технічний центр радіоелектронних медич-
них приладів і технологій «ХАІ-Медіка» Національного аеро-
космічного університету імені М. Є. Жуковського «Харківський 
аерокосмічний авіаційний інститут». ЕЕГ відводили з поверхні 
шкіри з використанням стандартних методичних прийомів. 

Активні електроди розміщували за міжнародною системою 
10/20 у дев’ятнадцяти точках на скальпі; використовували 
лобові (Fp1, Fp2, F3, F4, F7, F8), центральні (C3, C4), скроневі 
(T3, T4, T5, T6), тім’яні (P3, P4), потиличні (O1, O2), сагітальні 
(Fz, Cz, Pz) відведення. Відведення з непарним індексом відпо-
відали лівій півкулі, а з парним – правій. Відведення моно-
полярні: як референтні використовували вушні контакти А1 і 
А2. Для поліпшення якості запису використовували додаткові 
реферетні електроди), які встановлювали між передньолобо-
вим і латеральнолобовим відведеннями (Ref), між правим та 
лівим передніми лобовими відведеннями (N, nazion). Для по-
ліпшеної режекції ЕКГ-сигналу (електрокардіографічного 
сигналу) з ЕЕГ використовували систему реєстрації ЕКГ. 
Кардіосигнал реєстрували в другому ЕКГ відведенні.  

Для відстеження функціонального стану та реакцій обсте-
жуваних на стимули використовували вмонтовану в комплексну 
систему відеомоніторингу з інфрачервоним підсвічуванням. Реє-
стрували 40 с інтервали ЕЕГ під час кожної функціональної 
проби. Під час проведення Фур’є-реалізації епоха аналізу стано-
вила 4 с із 50% перекриттям, частота дискретизації аналогового 
сигналу – 500 Гц, вхідний опір для синфазного сигналу – понад 
100 МОм. Фільтри високих частот установлювали на рівні 
45 Гц, низьких – 0,5 Гц. Напруга внутрішніх шумів, приведена 
до входу, не перевищувала 0,8 мкВ. Стала часу перехідного про-
цесу становила не менше 0,3 с, коефіцієнт послаблення синфаз-
них сигналів – не менше 140 дБ, опір електродів – близько 
100 кОм. Під’єднання реєструвальної апаратури до ЕОМ (проце-
сор Intel Core TM 2 Duo CPU, звуковий пристрій Audio Device on 
Nigh Defnittion) здійснювали через USB/2 порт. Межі можливої 
відносної похибки під час вимірювання напруги та часових ін-
тервалів ЕЕГ сигналів становили ± 5%. Для режекції ЕЕГ-арте-
фактів використовували процедуру ICA-аналізу (Independent 
Component Analysis, аналізу незалежних компонент). У подаль-
шому фільтрували ІСА-компоненти з артефактним сигналом із 
результуючої ЕЕГ. Під час фільтрації артефактів з ЕЕГ видаляли 
не більше п’яти артефактних ІСА-компонент. У разі якщо окре-
мі спалахи артефактної активності не вдавалося відфільтрувати 
за допомогою ІСА-обробки, артефактні відрізки видаляли з на-
тивної ЕЕГ у ручному режимі.  

Використання когерентного аналізу ЕЕГ дає змогу оцінити 
рівень просторової синхронізації нейронних ансамблів різних 
відділів кори однієї або протилежних півкуль під час форму-
вання функціональних станів людини. Обчислення цієї функції 
дає можливість стверджувати існування постійних фазових 
відношень, схожих або синхронних потенціалів між двома ЕЕГ 
відведеннями. Постійність фазових відношень, тобто висока 
когерентність потенціалів, відображає тісний функціональний 
зв’язок між активністю досліджуваних ділянок кори головного 
мозку, функціональну координацію, часову координацію (Lurija, 
2000; Sviderskaja, 2009; Zhavoronkova, 2009). Первинний аналіз 
когерентності електричної активності основних частотних ком-
понентів ЕЕГ здійснювали за допомогою програмного забез-
печення «Нейроком». Показники когерентності розраховували 
для всіх відведень і тестових ситуацій. Оцінювали когерентність 
ЕЕГ-осциляцій у між- і внутрішньопівкульових парах відведень. 
Аналізували зміни коефіцієнтів когерентності, більших за 0,5.  

У кожного обстежуваного в кожному відведенні ЕЕГ у стані 
спокою із заплющеними очима визначали моду спектральної 
потужності α-ритму ЕЕГ. Її значення усереднювали за всіма від-
веденнями; отриману величину вважали індивідуальною α-час-
тотою обстежуваного (ІαЧ, Гц) (Klimesch et al., 2007). В усіх 
жінок розраховували середнє значення такого показника. Прий-
няли умовний розподіл вибірки. Жінки, які мали менше зна-
чення ІαЧ, ніж середнє, увійшли до групи з низькою ІαЧ. Жінки, 
які мали більше значення ІαЧ, ніж середнє, увійшли до групи з 
високою ІαЧ. Додатково в десяти обстежуваних визначили 
рівень сталості величини індивідуальної α-частоти ЕЕГ у стані 
спокою за показниками п’яти реєстрацій у різні дні. Межі час-
тотних субдіапазонів ЕЕГ визначали індивідуально за методи-
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кою Angelakis et al. (2004), Klimesch et al. (2007). У правий бік від 
ІαЧ з кроком 2 Гц відкладали верхню межу α3-субдіапазону. 
Вона відповідала нижній межі β1 смуги. Зліва від піка з кроком 
у 2 Гц визначали нижню межу α2-, у 4 Гц – α1-, у 6 Гц –  
θ-частот. Відповідно до класичних уявлень визначали верхню 
межу β1- (25 Гц) і β2- (26–35 Гц) субдіапазонів.  

Статистична обробка результатів. Для перевірки на нор-
мальність розподілів числових даних у вибірках застосовано 
W-тест Шапіро – Уїлкоксона за допомогою програми Statistica 6.0. 
Оскільки розподіли наших даних звичайно були нормальними, 
розраховували середні значення (М), стандартні відхилення (σ) 
та величини похибки середнього (± m). Обчислення значущих 
відмінностей (від Р < 0,05 – < 0,01) здійснювали, використову-
ючи параметричні тести, зокрема t-критерій Стьюдента для за-
лежних вибірок (між тестами) та незалежних із рівними вибір-
ками (між групами).  
 
Результати  
 

Оцінювання індивідуальної модальної частоти α-ЕЕГ-ак-
тивності та визначення індивідуальних меж субдіапазонів час-
тотного спектра ЕЕГ в обстежуваних. Середнє значення мо-
дальної частоти α-активності у вибірці жінок – 10,25 ± 0,03 Гц. 
Враховуючи згладжений характер (відсутність вираженого піка) 
гістограми значень індивідуальної α-частоти (рис. 1) в об-

стежуваних жінок здійснили умовний розподіл вибірки за се-
реднім значенням модальної частоти α-активності. Сформували 
дві групи: з високими значеннями IαЧ (n = 59, IαЧ ≥10,25 Гц);  
із низькими значеннями IαЧ (n = 54, IαЧ < 10,25 Гц).  

Похибка середнього (± m) для значень ІαЧ за показниками 
п’яти реєстрацій фонової ЕЕГ у різні дні варіювала в обстежу-
ваних у діапазоні від 0,003 до 0,024. Такі результати свідчили 
про досить високу сталість величини ІαЧ в обстежуваних.  

Когерентність ЕЕГ під час стискання та розтискання 
пальців кисті субдомінантної руки без зусилля у жінок із 
різною індивідуальною частотою α-ритму. У жінок із висо-
кою та низькою індивідуальною α-частотою у цих умовах 
фіксували збільшення когерентності всіх частотних діапазонів 
ЕЕГ у лобових, скроневих, центральних та тімʼяних ділянках 
кори (з Р < 0,05 – < 0,01). Така закономірність мала найбільшу 
значущість у α2-субдіапазоні (рис. 2).  

Когерентність ЕЕГ під час почергових рухів (переби-
рання) пальців кисті субдомінантної руки у жінок із різною 
індивідуальною частотою α-ритму. У жінок із високою та низь-
кою індивідуальною α-частотою в цих умовах фіксували загалом 
збільшення когерентності всіх частотних діапазонів ЕЕГ у корі 
(з Р < 0,05 – < 0,01). Така закономірність мала найбільшу значу-
щість у α2-, α3- і β-субдіапазонах (рис. 3). Натомість у лобових 
ділянках у смузі θ-, α1- і α3-коливань фіксували зменшення 
значень когерентності в групах обстежуваних (із Р < 0,05 – < 0,01).  

 
Рис. 1. Гістограма значень моди α-частоти в обстежуваних жінок:  

вертикальні стовпчики – індивідуальні значення моди α-частоти ЕЕГ в обстежуваних жінок  

             Θ                      α1                      α2                      α3                      β1                      β2               

Жінки  
з високою ІαЧ 

 

Жінки  
з низькою ІαЧ 

 

Рис. 2. Топокарти змін когерентності частотних компонентів ЕЕГ у групах жінок із різною індивідуальною частотою α-ритму  
під час стискання та розтискання пальців кисті субдомінантної руки без зусилля:   – зростання (зниження) когерентності 

порівняно зі спокоєм, тонка риска – Р < 0,05, товста риска – Р < 0,01  

Когерентність ЕЕГ під час стискання та розтискання 
пальців кисті субдомінантної руки із силовим навантаженням 
у жінок із різною індивідуальною частотою α-ритму. У жінок із 
високою індивідуальною α-частотою в цих умовах фіксували 
збільшення когерентності частотних діапазонів ЕЕГ у ділянках ко-
ри (з Р <0,05 – <0,01) (рис. 4). Така закономірність мала найбільшу 
значущість у α2-, α3- і β-субдіапазонах. Водночас, у жінок із висо-
кою ІαЧ фіксували зменшення коефіцієнтів когерентності θ- і  

α1-активності у центральних ділянках кори (Р < 0,05), передусім 
справа, α3-коливань – у лобових відведеннях (Р < 0,05). Жінок із 
низькою ІαЧ відзначало генералізоване зростання α2-, α3- і β-ко-
герентності коливань ЕЕГ у корі (з Р < 0,05 – < 0,01) (рис. 4). Нато-
мість у діапазоні θ- і α1-активності реєстрували зменшення зна-
чень когерентності (Р < 0,05) в лобових, центральних та тімʼяних 
ділянках. Такі зміни мали більш локальний характер. Зниження 
когерентності також установлювали у лобовій ділянці у α3-смузі.  

20 40 60 80 100
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            Θ                       α1                      α2                      α3                      β1                      β2               

Жінки  
з високою ІαЧ 

 

Жінки  
з низькою ІαЧ 

 

Рис. 3. Топокарти змін когерентності частотних компонентів ЕЕГ у групах жінок із різною індивідуальною частотою α-ритму  
під час почергових рухів (перебирання) пальців кисті субдомінантної руки: позначення див. рис. 2  

             Θ                      α1                     α2                       α3                     β1                   β2                   

Жінки  
з високою ІαЧ 

 

Жінки  
з низькою ІαЧ 

 

Рис. 4. Топокарти змін когерентності частотних компонентів ЕЕГ у групах жінок із різною індивідуальною частотою α-ритму  
під час стискання та розтискання пальців кисті субдомінантної руки із силовим навантаженням: позначення див. рис. 2  

             Θ                      α1                     α2                       α3                      β1                      β2              

Стискання  
та розтискання 
пальців кисті 
без зусилля 

 

Почергові 
рухи пальців 

 

Стискання  
та розтискання 
пальців кисті  
із силовим 

навантаженням 

 

Рис. 5. Топокарти міжгрупових відмінностей когерентності частотних компонентів ЕЕГ під час виконання мануальних рухів  
у жінок із різною індивідуальною α-частотою: позначення див. рис. 2  
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Міжгрупові відмінності. Жінок із низькою ІαЧ під час сти-
скання та розтискання пальців кисті без зусилля характеризува-
ли відносно більші значення коефіцієнтів когерентності α1-, α2- і 
β-коливань у лобових ділянках (з Р < 0,05 – < 0,01) (рис. 5). На-
томість у центральних, задніх скроневих та тімʼяних кортикаль-
них ділянках установлено порівняно вищу когерентність частот-
них компонентів ЕЕГ у жінок із високою ІαЧ (з Р < 0,05 – < 0,01). 
Почергові рухи пальців та, особливо, рухи із силовим наванта-
женням супроводжувалися порівняно вищими значеннями коге-
рентності у корі у жінок із високою ІαЧ (з Р < 0,05 – < 0,01) 
(рис. 5). В α2-субдіапазоні в цих умовах відзначали відносне пе-
реважання когерентності коливань у передніх кортикальних 
ділянках у жінок із низькою ІαЧ (Р < 0,05).  
 
Обговорення  
 

Відповідно до одержаних результатів установлено, що ви-
конання МР, повʼязаних зі стисканням і розстиканням пальців 
кисті без зусилля, супроводжувалося збільшенням значень кое-
фіцієнтів когерентності у корі. За даними Lurija (2000), це мо-
же бути пов’язане із функціональним обʼєднанням кортикаль-
них ділянок, задіяних під час керування рухами дистальних 
м’язів, із посиленням довільного контролю. Відповідно до даних 
Zhavoronkova (2007), така особливість в умовах виконання ру-
хів субдомінантною рукою може мати компенсаторний харак-
тер і полегшувати поширення збудження між окремими ділян-
ками кори. У жінок із низькою індивідуальною α-частотою та-
ка закономірність мала більшу генералізованість і значущість у 
високих (α3-, β-) частотах спектра ЕЕГ, що може вказувати на 
більшу неспецифічність процесів кортикальної активації.  

За виконання почергових рухів пальців і рухів із силовим 
навантаженням поряд із подібними змінами у жінок обох груп 
фіксували зменшення коефіцієнтів когерентності θ-, α1- і α3-
активності, здебільшого у лобових відведеннях кори. За да-
ними Klimesh et al. (2007), Lurija (2000), Buzsáki (2006), такі 
зміни у α1- і θ-субдіапазонах можуть бути наслідком актуаліза-
ції оперативної пам’яті під час утримання у фокусі уваги ін-
формації про сенсорні стимули та здійснювані рухи, посилен-
ня процесів селективної уваги. Зменшення когерентності α3-ак-
тивності у лобовій ділянці може відображати додаткове селек-
тивне гальмування механізмів сенсорного входу (Ioffe, 2003; 
Kostandov, 2013) під час моторного програмування. Установ-
лену закономірність із функціональної точки зору можна роз-
глядати, наприклад, як ЕЕГ-корелят процесу зіставлення афе-
рентних інформаційних потоків про нові параметри роботи 
м’язів із низхідними впливами з боку фронтальної кори щодо 
попередньої моторної програми. Такі низхідні гальмівні впли-
ви у процесі виконання мануальних рухів субдомінантною ру-
кою загалом заважають моторному програмуванню (Ioffe, 
2003), та, відповідно до результатів Kostandov (2013), у нашо-
му експерименті можуть свідчити про певне зменшення плас-
тичності процесів моторного програмування за виконання ру-
хів складнішого характеру та необхідності дотримання задано-
го темпу. Виявлені зміни когерентності частотних компонентів 
ЕЕГ загалом можуть бути показником збільшення контролю з 
боку лобових структур за цих умов.  

Варто зауважити як загальну тенденцію, що зміни корти-
кальної активності, встановлені за умови виконання різних ру-
хів пальців субдомінантної руки, як от звичних хапальних ру-
хів, почергових рухів та рухів із силовим навантаженням, як 
правило, відзначалися низькою специфічністю. Таку законо-
мірність ми пояснюємо тим, що фактор виконання експери-
ментальних тестів субдомінантною рукою, очевидно, мав вирі-
шальне значення в характері організації мозкової активності, ніж 
сама специфіка мануальних рухів. На противагу, під час вико-
нання рухів пальців ведучою (правою) рукою у жінок і чоловіків 
Morenko et al. (2013; 2014) Morenko (2016), Morenko and Korzgyk 
(2016) відмічали характерні зміни кортикальної активності за-
лежно від специфіки організації мануальної моторики.  

Аналіз міжгрупових відмінностей вказує, що жінок із низь-
кою ІαЧ характеризували відносно більші значення коефіцієнтів 
когерентності α1-, α2- і β-коливань у лобових ділянках. Це може 
свідчити про активніше залучення префронтальної ділянки у 
процес моторного програмування у жінок із низькою ІαЧ та 
вищий рівень їх довільної уваги за цих умов (Posner et al., 2006; 
Sviderskaja, 2009). Натомість у центральних, задніх скроневих і 
тімʼяних кортикальних ділянках установлено порівняно вищу 
когерентність частотних компонентів ЕЕГ у жінок із високою 
ІαЧ. Такі результати можуть бути повʼязані з меншим рівнем 
концентрації довільної уваги у жінок із високою ІαЧ під час 
моторного програмування на тлі можливо активнішого вико-
ристання моторних програм-автоматизмів, вилучених зі слів 
памʼяті. Наше припущення узгоджується з інформацією Ka-
zennikov (2009) про роль моторної кори в активації наявних 
нервових автоматизмів для виконання рухів. Почергові рухи 
пальців та, особливо, рухи із силовим навантаженням супро-
воджувалися порівняно вищими значеннями когерентності у 
корі у жінок із високою ІαЧ. Відповідно до результатів Kiroj et 
al. (2010) порівняно нижча когерентність частот спектра ЕЕГ у 
жінок із низькою ІαЧ може бути зумовлена слабшими інте-
гративними можливостями кори, пов’язаними із взаємодією 
неокортикальних проекцій різних аналізаторних систем. Вод-
ночас, в α1- і α2-субдіапазонах ЕЕГ за цих умов відзначали 
відносне переважання когерентності коливань у фронтальних 
кортикальних ділянках у жінок із низькою ІαЧ.  

Функціональний зміст таких міжгрупових відмінностей за-
галом відображає використання додаткових механізмів для до-
сягнення результату та, як наслідок, певну надлишковість моз-
кових процесів (Kiroy and Belova, 2000) на тлі, можливо, слаб-
ших інтегративних можливостей кори у групі з низькою ІαЧ.  
 
Висновки  
 

Виконання мануальних рухів субдомінантною рукою у 
відповідь на сенсорні сигнали в жінок із різними вихідними ха-
рактеристиками α-активності загалом супроводжувалося збіль-
шенням когерентності частотних компонентів ЕЕГ, особливо в 
лобових, скроневих, центральних та тімʼяних кортикальних 
ділянках. Поряд із тим, під час виконання почергових рухів 
пальців та рухів із силовим навантаженням у жінок обох груп 
фіксували зменшення коефіцієнтів когерентності θ-, α1- і α3-
активності, здебільшого у лобових відведеннях кори. У жінок 
із низькою ІαЧ реєстрували вищу когерентність частотних 
компонентів ЕЕГ у лобових кортикальних ділянках. Натомість 
у центральних, задніх скроневих та тімʼяних відведеннях уста-
новлено порівняно вищу когерентність частотних компонентів 
ЕЕГ у жінок із високою ІαЧ.  

Зміни кортикальної активності, встановлені під час вико-
нання різних рухів пальцями субдомінантної руки, як от звичних 
хапальних рухів, почергових рухів та рухів із силовим наванта-
женням, як правило, відзначалися низькою специфічністю. Та-
ким чином, фактор виконання експериментальних тестів суб-
домінантною рукою, очевидно, мав вирішальне значення в 
характері організації мозкової активності, порівняно із самою 
специфікою мануальних рухів.  
 
Подяки  
 

Дослідження виконане в рамках наукової теми біологіч-
ного факультету Східноєвропейського національного універ-
ситету імені Лесі Українки «Нейрофізіологічні механізми та 
системна організація сенсомоторної діяльності людини (віко-
вий і статевий аспекти)», № 0111U002143 (2009–2011 рр.).  
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We studied the three-dimensional structure and patterns of distribution of the lingual papillae of healthy rats (the 
norm) and their changes in the process of development of diabetes mellitus І type. The research was conducted on 
65 laboratory rats of the Weestar line. The research investigated the mucus shell and the microcirculatory network of 
the tongue. The distribution and three-dimensional structure of the papillae of the tongue were studied using a scanning 
electron microscope. It was found that there are 5 morphological subspecies of filiform papillae on the dorsal surface of 
body of the tongue: true filifom, flattened, thin and giant conical and brush-like. Isolated fungiform papillaе are 
unevenly distributed between filiform papillaе. The dorso-lateral edge of the dorsal lingual surface is covered by foliate 
papillae. The unique oval papilla vallate is located in the back-end of the middle line of the root of the tongue. The far 
back of the root of the tongue lacks papillae, is flattened and covered by squamous formations. The distribution and 
types of lingual papillae is similar in rats to other rodents. In the process of development of diabetic glossitis a reduction 
in the height of different types of papillae of the tongue was observed, and an increase in the amount of keratinized 
mass, which plays a role in the fixation of microflora on the surface of the mucus shell, which as a result may lead to 
development of inflammatory process in the tongues of rats with experimental diabetes mellitus. The stages of 
morphological and morphometric changes in the mucus shell and microcirculatory network of the tongues of rats with 
diabetes mellitus were investigated, the characteristic signs of these changes were marked. On the basis of morpho-
functional changes of the tongues of rats with experimental streptozotocin induced diabetes mellitus, two stages of 
development of pathomorphological changes were distinguished: 1) reactive changes (2–4th week) and 2) destructive 
processes (6–8th week). At the end of the first stage there was a reduction in height of the filiform papillae and width of 
mushroom-like papillae in the mucus shell of the tongue, an increase in its keratinization, a considerable reduction in the 
number of cells in the deeper layers of the epithelium of the tongue and the adsorption capacity of superficial epіtheliocites 
diminished, a significant reduction in the diameter of path clearance of all departments of the microcirculatory network is 
traced here. At the end of the secondary stage, there was a reduction in the sizes of all papillae of the back of the tongue, in 
all links of the microcirculatory network there was a development of diabetic microangiopathy which is characterized: by 
narrowing of the arterial and exchange links on a background expansion of capacity link. The question of influencing the 
pathological process in the vessels of the microcirculatory network on the state of the mucus shell of the tongue in animals 
with experimental streptozotocin induced diabetes mellitus is discussed.  

Keywords: lingual papillae; diabetes mellitus; diabetic glossitis; rat  
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Вивчено тривимірну структуру та виявлено закономірності розподілу сосочків язика у щурів у нормі та їх зміни у процесі розвитку 
цукрового діабету І типу. Дослідження виконані на 45 статевозрілих білих щурах-самцях лінії Вістар. Досліджено слизову оболонку та 
мікроциркуляторне русло язика. Розподіл та тривимірну структуру сосочків язика вивчено за допомогою сканувального електронного 
мікроскопа. На дорзальній поверхні тіла язика вперше виявлено п’ять морфологічних підвидів ниткоподібних сосочків: сплощені, 
справжні ниткоподібні, конусоподібні, гігантські конічні та розщеплені на верхівці (щіткоподібні). Поодинокі грибоподібні сосочки 
нерівномірно розподілені між ниткоподібними сосочками. Тіло язика в задній частині бічного краю містить листкоподібні сосочки. 
Єдиний овальний валикоподібний сосочок розташовується на межі тіла та кореня язика. Задня частина кореня язика позбавлена сосочків, 
сплощена та вкрита лусочкоподібними утвореннями. Розподіл і види сосочків язика, що спостерігаються у щурів, подібні до таких в інших 
різновидів гризунів. Досліджено поетапні морфологічні та морфометричні зміни слизової оболонки та мікроциркуляторного русла язика за 
цукрового діабету, відмічено характерні ознаки цих змін. На основі морфофункціональних змін язика за ЕСЦД виділено дві стадії 
розвитку в ньому патоморфологічних змін: 1) реактивних змін (2–4-й тиждень) і 2) деструктивних процесів (6–8-й тиждень). У процесі 
розвитку діабетичного глоситу спостерігається зменшення висоти різних видів сосочків язика, збільшується кількість кератинових мас, що 
відіграє роль у затриманні мікрофлори на поверхні слизової оболонки і як наслідок спричинює розвиток запального процесу в язиці за 
експериментального цукрового діабету.  

Ключові слова: сосочки язика; цукровий діабет; діабетичний глосит; щурі  
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Вивчення морфології язика, особливо структури слизової 
оболонки з її сосочками на дорзальній поверхні, вказує на знач-
ну мінливість цих утворень у різних хребетних тварин (Abuman-
dour, 2014). Дослідження мікроструктури язика проведені, в 
основному, з використанням світлооптичної мікроскопії та 
здійснюється, перш за все, на лабораторних тваринах (Can et al., 
2016). Такі дослідження проведені також у диких видів гризунів 
(Jackowiak et al., 2014; Goodarzi and Hoseini, 2015). У науковій 
літературі описано характерні риси язика гризунів – значно ви-
довжене тіло та добре виражена вигнутість спинки язика (Toprak 
and Yilmaz, 2016). Дорзальна поверхня слизової оболонки язика 
покрита сосочками, для яких характерне певне різноманіття, різ-
на кількість і структура, залежно від типу живлення, поведінки 
та способу пережовування їжі (Reginato et al., 2014; Can et al., 
2016). Окремі автори (Jackowiak et al., 2014; Wołczuk, 2014) у 
своїх дослідженнях розрізняють сосочки, які виконують суто ме-
ханічну функцію (ниткоподібні, конічні) та три види смакових 
сосочків (грибоподібні, валикоподібні, листкоподібні), які 
спостерігаються в усіх ссавців (Kilinc et al., 2010). Необхідність 
існування цих видів сосочків продиктована тим, що слизова обо-
лонка язика (СОЯ) упродовж життя зазнає дії різних механічних, 
термічних, хімічних факторів та впливу продуктів життєдіяль-
ності мікроорганізмів (Westfall et al., 2015).  

Останні роки ознаменовані значним підвищенням інтересу 
до «нетрадиційних функцій» епітелію СОЯ. Це пов’язано з ви-
знанням його ролі в реакціях місцевого імунітету та ініціа-
лізації та стабілізації запальних процесів, які посідають провід-
не місце у патології шлунково-кишкового тракту (Ding et al., 
2016). Епітеліоцити володіють значним ефекторним потенціа-
лом під час здійснення імунокомпетентних реакцій, реалізу-
ючи його у відповідь на стимулювальний вплив екзогенної та 
ендогенної природи (Gouri et al., 2013). Епітеліоцити конститу-
тивно експресують, а за активації – посилюють секрецію інгі-
біторів протизапальних пептидних медіаторів, цитокінових ре-
цепторів тощо (Rukavina, 2016). Завдяки цьому вони набува-
ють здатності активно взаємодіяти з індукторами та ефектора-
ми запалення та імунітету (нейтрофілами, еозинофілами, ла-
броцитами, макрофагами, Т- і В-лімфоцитами). Однак про їх 
морфометричні показники у щурів відомо мало, а відомості 
про кількісні зміни лейкоцитарних елементів СОЯ за експе-
риментального стрептозотоцинового цукрового діабету (ЕСЦД) 
взагалі відсутні. Також залишається невивченою проблема вза-
ємозв’язку між перебудовою СОЯ та гемомікроциркулятор-
ного русла (ГМЦР) язика за ЕСЦД (Rezki et al., 2016).  

Мета дослідження – вивчити особливості структури слизової 
оболонки спинки язика щурів та її гемомікроциркуляторного рус-
ла в нормі та закономірностей їх змін за цукрового діабету І типу.  
 
Матеріал і методи досліджень  
 

Спостереження проводилися на 45 дорослих білих щурах 
лінії Вістар, масою 150–200 г. Язик відпрепаровували від ниж-

ньої щелепи та фіксували в 10% нейтральному формаліні, зне-
воднювали в серіях етанолу та ацетону зростаючої концентра-
ції. Після цього висушували методом переходу критичної точ-
ки. Зразки напилювали вуглецем (під кутом 90º), відтіняли 
алюмінієм (під кутом 15º) і створювали електропровідний шар 
срібла (15 нм). Зразки переглядали в сканувальному електрон-
ному мікроскопі JEOL-25A-T3225 (Японія) з прискорювальною 
напругою 20 кВ. Тварин утримували за умов віварію згідно з 
нормативними документами. ЕСЦД моделювали за методикою 
Abdel-Reheim et al. (2014). Тварин дослідної групи (40 щурів) 
виводили з експерименту через 2, 4, 6 і 8 тижнів від початку 
моделювання ЕСЦД із дотриманням загальноприйнятих правил. 
Контрольну групу (КГ) складали п’ять інтактних тварин. Ткани-
ни язика після фіксації у 12% нейтральному формаліні занурю-
вали у парафін. Зрізи товщиною 15–20 мкм забарвлювали гема-
токсиліном і еозином, фукселін-пікрофуксином і за Романов-
ським – Гімза.  

Розмір, висота та щільність розташування сосочків язика, 
товщину епітеліального шару та діаметр судин гемомікроцир-
куляторного русла (ГМЦР) СОЯ визначали за допомогою 
комп’ютерної програми Biovision 4.01.  

Для трансмісійної електронної мікроскопії матеріал фіксу-
вали у 2,4% глютаральдегіді, дофіксовували в 1,0% розчині 
ОsO4, зневоднювали в серії спиртів і ацетонів, поміщали в 
суміш епоксидних смол Епон-812-Аралдит. Напівтонкі зрізи 
забарвлювали метиленовим синім, ультратонкі – контрастува-
ли за Рейнольдс за загальноприйнятою методикою та перегля-
дали в електронному мікроскопі ПЕМ-125К Сумського ПО 
«Електрон» (Україна).  

Комп’ютерне опрацювання даних проводили за допомо-
гою статистичного пакета Statistica 6 (StatSoft Inc., USA). Вико-
ристовували непараметричні методи дослідження (критерій 
Уїлкоксона, Манна – Уїтні). Вибіркові параметри, наведені 
далі в таблицях і тексті, мають такі позначення: х – вибіркове 
середнє, SE – стандартна помилка середнього. Статистичні 
відмінності вважали достовірними, коли отриманий рівень від-
мінності для тестової статистики був меншим P = 0,05.  
 
Результати  
 

Язик щурів має 1,5–2,0 см у довжину та близько 7–10 мм в 
ширину в ділянці кореня. На дорзальній поверхні язика спосте-
рігали глибоку серединну борозну, довжиною 3–4 мм. У сли-
зовій оболонці спинки язика розрізняють чотири види сосоч-
ків: нитко-, листко-, грибо- та валикоподібні.  

Методом сканувальної електронної мікроскопії вперше ди-
ференційовано п’ять різновидів ниткоподібних сосочків. Справ-
жні ниткоподібні сосочки на верхівці язика мають неправильну 
циліндричну або сплощену форму та вигинаються у напрямку 
до кореня язика (рис. 1а). Основа сосочків має 20–30 мкм ши-
рину за висоти 60–75 мкм. Щільність розташування колива-
ється від 80 до 110 сосочків на 1 мм2 площі поверхні язика. 
Другий різновид – сплощені сосочки, які розташовуються по 
серединній лінії тіла язика (рис. 1б). Основа таких сосочків має 
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40–50 мкм ширину, тоді як їх довжина складає 90–120 мкм. 
Їх поверхня часто покрита кератиновими лусочками. Щіль-
ність розташування сплощених сосочків вища на тілі, ніж на 
верхівці язика: 290–320 на 1 мм2. По краях тіла язика спосте-
рігаються тонші конічні сосочки (рис. 2а), яких у цій частині 
значно більше, ніж в інших відділах. Це третій різновид нит-
коподібних сосочків язика. Ширина цих сосочків поблизу їх 
основи складає 20 мкм, тоді як довжина дорівнює 130–140 мкм. 
Щільність конічних сосочків на краях язика складає 330–340 на 
1 мм2. На валикоподібних підвищеннях дорзальної поверхні 
язика по обидва боки серединної лінії розташовуються великі 
конічні сосочки, часто відомі як «гігантські» (рис. 2б). Їх верхів-
ки направлені вертикально у фронтальній площині.  

Найбільші конічні сосочки містяться в середній частині 
тіла язика, тоді як на його краях вони поступово зменшуються 

у розмірі. Основа найбільших конічних сосочків становить 
180–200 мкм в ширині, а довжина – 100–135 мкм. В окремих 
ділянках на дорзальній поверхні задньої частини тіла язика 
зустрічаються розщеплені на верхівці ниткоподібні сосочки 
(рис. 3), тому їх ще можна назвати «щіткоподібними». Ширина 
основи цих сосочків складає 40–50 мкм, тоді як довжина – 
близько 60 мкм, а їх щільність розташування – 120 на 1 мм2. 
Другий вид сосочків слизової оболонки язика – грибоподібні, які 
рівномірно розподіляються між ниткоподібними (рис. 4а). Щіль-
ність грибоподібних сосочків складає 3–5 на 1 мм2. Кожен із них – 
округла структура діаметром 98–124 мкм. На плоскій поверхні 
кожного сосочка розташована єдина пора смакової цибулини. 
Слід наголосити, що смакові пори ми виявляли також в основі 
цих сосочків (рис. 4б). Розподіл грибоподібних сосочків у тілі 
язика нерівномірний.  

 

а  б  

Рис. 1. Структура ниткоподібних (а) і сплощених (б) ниткоподібних сосочків язика щура в нормі  

а  б  

Рис. 2. Структура тонких (а) і гігантських (б) конічних сосочків язика щура в нормі  



 

Regul. Mech. Biosyst., 8(1) 61

 

Рис. 3. Тривимірна  структура розщеплених  
на верхівці ниткоподібних сосочків язика щура  

в нормі (показано стрілкою)  

а   

б  

Рис. 4. Тривимірна структура грибоподібного сосочка язика  
у щура в нормі (а) і смакова пора (показана стрілкою)  
в його основі (б): сканувальна електронна мікроскопія, 

збільшення а – х300, б – х1200  

Листкоподібні сосочки (4–5) розташовуються по краях зад-
ньої частини тіла язика (рис. 5). Ширина кожного становить 
300 мкм. По серединній лінії язика на межі тіла та кореня язика 
розташовується єдиний валикоподібний сосочок (рис. 6). Він 
має циліндричну форму та оточений валиком. Їх розділяє чітка 
безперервна циркулярна борозна. Спереду від нього розташо-
вані ниткоподібні, а позаду – сплощений відділ слизової оболон-
ки кореня язика. Діаметр валикоподібних сосочків коливається в 
широкому діапазоні – 240–720 мкм.  

Вивчення гістологічних зрізів показало, що епітелій слизо-
вої оболонки спинки язика має чотири шари: базальний, остис-
тий, зернистий і роговий. На гістологічних препаратах у різних 

напрямках перерізу язика виявляються окремі види сосочків, 
побудовані за загальним планом: зовні розташована епітелі-
альна вистилка, що лежить на базальній мембрані. Вона має 
вигляд безперервної рівномірно забарвленої лінії. Під нею 
розташований власний сполучнотканинний шар слизової 
оболонки. Цей шар віддає 5–20 тонших сполучнотканинних 
сосочків, які вдаються в епітелій і містять значну кількість 
кровоносних судин. Сполучнотканинні сосочки проникають в 
епітеліальний шар на глибину 68,9 ± 6,7 мкм. У товщі сполу-
чнотканинного сосочка та власної пластинки під сосочками у 
пухкій сполучній тканині міститься щільна мікрогемосудинна 
сітка – джерело кровопостачання СОЯ. Дані морфометричного 
дослідження СОЯ інтактних тварин і в різні терміни від почат-
ку моделювання ЕСЦД наведено в таблиці 1. На гістологічних 
препаратах власної пластинки СОЯ інтактних щурів у кожно-
му полі зору визначаються 1,3 ± 0,23 тканинних базофілів, 0,9 ± 
0,15 лімфоцитів, 1,1 ± 0,31 макрофагів і 0,4 ± 0,18 плазма-
тичних клітин (табл. 2).  

 

Рис. 5. Структура листкоподібних сосочків язика щура в нормі 

 

Рис. 6. Структура валикоподібних сосочків язика щура  
в нормі: стрілкою показана пора смакової цибулини  

Гемомікроциркуляторне русло (ГМЦР) СОЯ (табл. 3) 
представлено артеріолами (d = 14,8 ± 1,12), прекапілярами (d = 
9,6 ± 0,82), капілярами (d = 5,9 ± 0,53), посткапілярами (d = 
11,3 ± 0,81) і венулами (d = 17,3 ± 1,25).  

Через два тижні після початку моделювання ЕСЦД визна-
чається досить строката будова епітеліальних сосочків язика. 
Висота більшості з них зменшується на 10,8% (P < 0,05), в 
інших – незначно збільшується (на 3,6%) за рахунок нашару-
вання зроговілих мас (рис. 7). У цілому, порівняно з показни-
ками тварин КГ, абсолютна величина всіх сосочків зменшуєть-
ся. При цьому кількість клітин у базальному шарі зменшується 
на 6,3%, в остистому – на 8,8%, у зернистому шарі – на 8,0% (P < 
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0,05). Кількість клітин у роговому шарі СОЯ, навпаки, збіль-
шується на 12,5% (табл. 1). Результати дослідження ГМЦР СОЯ 
показали, що середній діаметр мікросудин приносної ланки 
зменшується на 5,3%, обмінної – на 8,4%, тоді як просвіт об’єм-
ної ланки вірогідно (P < 0,05) збільшується на 10,9% (табл. 3). 
У цей термін порівняно з групою інтактних тварин на 20,6% (P < 
0,05) збільшується кількість відкритих артеріоло-венулярних 
анастомозів (АВА). Незважаючи на явища повнокрів’я в цей 
термін дослідження, кількість клітин лейкоцитарного ряду 
відповідає значенням групи інтактних тварин (табл. 2).  

Через чотири тижні від початку моделювання ЕСЦД збері-
гається тенденція до зменшення висоти сосочків СОЯ, середні 
значення вірогідно відрізняються від показників у контрольній 

і попередній експериментальній групі (табл. 1). Кількість шарів 
клітин базального шару порівняно з інтактними тваринами змен-
шується на 18,8% і на 13,3% з попереднім терміном спосте-
реження (P < 0,05). В остистому шарі кількість клітин зменшу-
ється відповідно на 14,7% і 6,5%, а в зернистому – на 12,0% і 
4,3% (P < 0,05). У роговому шарі кількість клітин збільшується 
відповідно на 43,8% і 27,8%. Це добре корелює зі зменшенням 
кровопостачання СОЯ, на що вказують результати дослідження 
мікрогемосудин (табл. 3). Середній діаметр просвіту гемока-
пілярів зменшується на 8,1%, а венул, навпаки, збільшується на 
16,2% (P < 0,05). Таке незначне збільшення об’ємної ланки 
ГМЦР свідчить про зменшення, порівняно з попереднім термі-
ном експерименту, кількості АВА.  

Таблиця 1  
Морфометричні показники (х ± SE) слизової оболонки спинки язика щурів у нормі та у різні терміни після початку моделювання ЕСЦД  

Кількість шарів клітин в епітелії  
Термін 

Висота епітеліальних 
сосочків, мкм базальних шипуватих зернистих рогових 

Контрольна група 562,0 ± 40,2 1,62 ± 0,48 3,41 ± 0,63 2,52 ± 0,26 3,22 ± 0,52 
2 тижні 501,0 ± 34,1 1,51 ± 0,33 3,17 ± 0,53 2,36 ± 0,26 3,61 ± 0,43 
4 тижні   439,3 ± 30,9*     1,30 ± 0,22**   2,93 ± 0,27*   2,23 ± 0,27*   4,62 ± 0,42* 
6 тижнів     333,1 ± 25,9**   1,22 ± 0,26*   2,51 ± 0,23*   2,11 ± 0,21*   4,84 ± 0,32* 
8 тижнів     226,7 ± 20,3**   1,21 ± 0,23*     2,25 ± 0,23**   2,02 ± 0,24*   4,71 ± 0,33* 

Примітки: * – P < 0,05 порівняно з контрольною групою тварин, ** – P < 0,05 порівняно з попереднім терміном спостереження; n = 45.  

Таблиця 2  
Склад лейкоцитів (х ± SE) у слизовій оболонці спинки язика щурів у нормі та у різні терміни після початку моделювання ЕСЦД  

Термін Тканинні базофіли Лімфоцити Макрофаги Плазмоцити 
Контрольна група 1,31 ± 0,23 0,91 ± 0,15 1,11 ± 0,31 0,42 ± 0,18 
2 тижні 1,32 ± 0,18 1,03 ± 0,21 1,12 ± 0,16 0,41 ± 0,21 
4 тижні 1,62 ± 0,14 1,25 ± 0,19   1,44 ± 0,16* 0,51 ± 0,03 
6 тижнів   2,24 ± 0,16* 1,72 ± 0,04   2,62 ± 0,02*   1,34 ± 0,02* 
8 тижнів   1,22 ± 0,02* 0,64 ± 0,01     0,31 ± 0,01**     0,21 ± 0,01** 

Примітки: див. табл. 1.  

Таблиця 3  
Морфометричні показники (х ± SE) елементів гемомікроциркуляторного русла в нормі та у різні терміни після початку моделювання ЕСЦД  

Середній діаметр, мкм 
Термін 

артеріола прекапіляр капіляр посткапіляр венула 
Контрольна група 14,80 ± 1,12 9,64 ± 0,82 5,91 ± 0,53 11,33 ± 0,81 17,31 ± 1,25 
2 тижні   14,02 ± 0,88* 9,11 ± 0,63   5,46 ± 0,38* 14,51 ± 0,97   19,22 ± 1,44* 
4 тижні     13,64 ± 0,76** 8,62 ± 0,52     5,11 ± 0,33** 11,35 ± 0,81     20,17 ± 1,51** 
6 тижнів 12,46 ± 0,62 8,04 ± 0,48     4,93 ± 0,23** 11,31 ± 0,81   14,12 ± 1,14* 
8 тижнів 11,23 ± 0,54 7,82 ± 0,44 4,02 ± 0,16 11,37 ± 0,81     13,71 ± 1,63** 

Примітки: див. табл. 1.  

Проте з’являються морфологічні ознаки набряку сполучної 
тканини, який проявляється лише в глибоких шарах власної 
пластинки СОЯ. При цьому в її товщі виявляється підвищена 
кількість клітин лейкоцитарного ряду: на 23,1% збільшується 
число тканинних базофілів, на 33,3% – лімфоцитів. Приблизно 
однаковою мірою (в середньому на 26,1%) збільшується кіль-
кість макрофагів і плазмоцитів (P < 0,05).  

Через шість тижнів після початку моделювання ЕСЦД ви-
сота сосочків зменшується на 59,3% (табл. 1). У цей термін 
порівняно з групою інтактних тварин кількість клітинних (ба-
зального, остистого та зернистого) шарів епітеліальної плас-
тинки СОЯ зменшується відповідно на 25,0%, 26,4% і 16,0% 
(P < 0,05). При цьому на 50,0% збільшується товщина рогового 
шару, що проявляється накопиченням значних мас зроговілого 
епітелію на вершинах сосочків.  

У цей термін середній діаметр артеріол і прекапілярів змен-
шується на 16,4%, гемокапілярів – на 16,9% (P < 0,05). Якщо 
діаметр просвіту венул у перші чотири тижні досліду збільшу-
ється, то починаючи з шостого тижня після початку моделю-
вання ЕСЦД він зменшується на 18,5% (табл. 3). При цьому 
просвіт судин об’ємної ланки ГМЦР стає нерівномірним: в 
одних ділянках однієї і тієї самої судини просвіт залишається 
дещо розширеним, в інших – виявляється запустіння, іноді до 
повного зникнення просвіту.  

 

Рис. 7. Відклади кератинових мас на ниткоподібних сосочках 
слизової оболонки язика через два тижні  

після початку моделювання експериментального 
стрептозотоцинового цукрового діабету  

Через вісім тижнів після початку моделювання ЕСЦД всі 
вивчені показники епітеліальної пластинки СОЯ значно відріз-
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няються від значень групи інтактних тварин (табл. 1). Більше 
ніж удвічі зменшується висота епітеліальних сосочків (P < 0,05). 
При цьому знижується мітотична активність базальних клітин, 
тому базальний шар СОЯ, особливо на верхівках сполучнотка-
нинних сосочків, різко витончений. Це підтверджується дани-
ми морфометричного аналізу (табл. 1). На 35,3% зменшується 
товщина шару остистих клітин. У зернистому шарі кількість 
клітин зменшується на 20,0%, а кількість клітин рогового 
шару, навпаки, збільшується в 1,5 раза (P < 0,05).  

У цей термін визначаються морфологічні ознаки набряку 
сполучної тканини власної пластинки СОЯ, що проявляється 
зменшенням оптичної щільності сполучнотканинних сосочків 
на гістологічних препаратах. Однак сканувальною електрон-
ною мікроскопією визначається істотне зменшення висоти 
епітеліальних сосочків СОЯ, а більшість із них повністю 
окутані роговими масами (рис. 8), що свідчить про глибоке 
порушення трофіки СОЯ у цей термін дослідження.  

 

Рис. 8. Будова сосочків слизової оболонки язика щура через 
вісім тижнів після початку моделювання експериментального 

стрептозотоцинового цукрового діабету  

У цей термін кількість усіх вивчених імунокомпетентних 
клітин вірогідно (P < 0,05) зменшується, особливо макрофагів і 
плазмоцитів (табл. 2). На нашу думку, це пов’язано зі склеро-
тичними змінами стінки судин артеріальної ланки ГМЦР і зву-
женням їх просвіту, що підтверджується морфометричними 
показниками (див. табл. 3). У базальному та, найбільше, в ос-
тистому шарах майже зникають лімфоцити: їх кількість стано-
вить тільки 33,3% від початкових значень (табл. 2).  
 
Обговорення  
 

Результати нашого дослідження розкривають нові дані про 
топографію, розподіл та тривимірну мікроскопічну структуру 
сосочків дорзальної поверхні СОЯ у щурів. Загальні морфо-
логічні особливості язика щурів показують значну подібність 
до структури язика інших представників класу гризунів, до-
сліджених і описаних у ранніх публікаціях (Emura et al., 1999, 
2000, 2001; Iwasakі, 2002). Проте результати нашого дослід-
ження роблять можливим виділити деякі особливості триви-
мірної мікроскопічної структури сосочків язика щурів. Для 
язика щурів характерні риси – наявність чіткої серединної бо-
розни, яка ділить язик на дві половини, і значне звуження тіла 
язика, яке розташоване за його верхівкою. Серединна борозна 
на верхівці язика – характерна риса, описана у багатьох гри-
зунів, хоча її довжина та ширина мають значну варіабельність 
(Iwasaki, 2002; Kilinc et al., 2010). При цьому Jackowiak et al. 
(2005, 2014) повідомляє про відсутність такої борозни в мор-
ських свинок. Ширина тіла язика у гризунів звичайно однакова 
або незначно відрізняється, що не можна стверджувати відно-
сно інших частин язика. Морфологія задньої частини тіла 
язика у щурів визначається наявністю високого валико-

подібного підвищення, що характерно для інших гризунів, а 
також для жуйних тварин, мавп і японських макак (Iwasaki, 
2002; Emura et al., 2001, 2002; Goodarzi et al., 2015).  

Результати мікроскопічних спостережень сосочків язика у 
щурів показали, що ниткоподібні сосочки найчисленніші серед 
усіх сосочків язика. Зображення у сканувальному електронно-
му мікроскопі свідчать, що тривимірна структура, метричний 
розподіл та зміна щільності їх розташування вздовж язика 
дають можливість розділити ниткоподібні сосочки на окремі 
морфологічні підтипи. Це широко розповсюджені сосочки, які 
покривають усю поверхню язика за винятком його кореня. 
Вони разом із піднебінням залучаються до проштовхування їжі 
у правильному фізіологічному напрямку (Iwasaki, 2002; Koba-
yashi et al., 2006; Masuko et al., 2007; Kulawik et al., 2015).  

Miyawaki et al. (2010) i Abumandour (2014) ниткоподібні 
сосочки поділяють на власне ниткоподібні та конусоподібні. 
Ми також спостерігали конусоподібні сосочки на СОЯ щурів. 
Однак Torpak еt al. (2016) вказує, що такі сосочки характерні 
для щурів у віці до одного місяця. Тому в дорослих щурів біль-
шість авторів схильні розглядати їх як елементи реактивної 
перебудови, що виникає внаслідок атрофії ниткоподібних 
сосочків, ніж як окремий тип мікрорельєфу СОЯ (Goodarzi et 
al., 2015; Сan et al., 2016). Треба звернути увагу також на те, що 
конусоподібні сосочки ніколи не розташовуються дифузно, 
вони згруповані, як правило, на тих ділянках СОЯ, на яких 
звичайно локалізовані ниткоподібні сосочки. Відомо, що 
топографія сосочків язика має чітку функціональну залежність 
(Reginato et al., 2014), тому ми схильні вважати, що конусо-
подібні сосочки – окремий тип сосочків СОЯ в нормі. Тим 
більше, власна пластинка СОЯ з пухкої сполучної тканини на 
межі з епітелієм формує сосочки однакової величини та фор-
ми, незалежно від ниткоподібного чи конусоподібного типу 
епітеліальних сосочків, які спостерігаються на поверхні СОЯ. 

Характерна риса язика щурів – звичайно сплощена група 
ниткоподібних сосочків по серединній лінії тіла язика. Їх по-
верхня частково вкрита лусочками внаслідок процесів керати-
нізації поверхневих клітин покривного епітелію слизової обо-
лонки язика.  

Ще одна особливість – розподіл гігантських конічних і 
щіткоподібних сосочків на поверхні валикоподібних потов-
щень тіла язика. Ці результати показують різноманіття нитко-
подібних сосочків у зв’язку з процесом кератинізації та 
узгоджуються зі спостереженнями, проведеними на інших 
гризунах (Doran, 1995; Emura et al., 1999, 2000; Toprak et al., 
2016). Результати досліджень про такий розподіл сосочків 
язика близькі до даних авторів, які проводили їх вивчення в 
інших тварин (Benetti et al., 2009; Can et al., 2016). У миші, опо-
сума, кроля та морської свинки поверхня валикоподібних по-
товщень тіла язика вкрита конічними сосочками (Okada et al., 
2005; Kilinc et al., 2010; Kulawik et al., 2015). Присутність 
щіткоподібних сосочків також знайдена у летючих білок, кро-
ля та кота (Ojima et al., 2000; Emura et al., 2002; Nonaka et al., 2008).  

Ми вважаємо, що утворення морфологічних різновидів 
ниткоподібних сосочків пов’язане з особливостями розвитку 
язика як органа початкового відділу травного тракту, який пер-
шим контактує з різними фізико-хімічними подразниками та 
відіграє важливу роль у формуванні специфічних умовно-реф-
лекторних взаємозв’язків з іншими органами в цілому організ-
мі (Iwasaki, 2002; Toprak et al., 2016). У зв’язку з цим окремо 
хочемо звернути увагу на процеси розвитку та диференціації 
сосочків СОЯ у гризунів протягом усього онтогенезу. Так,  
El-Bakry (2009) і Wołczuk (2014) у новонароджених щурів виділя-
ють тільки три види сосочків язика (грибо-, нитко- та конусо-
подібні), які мають специфічну топографію. Перші два види 
локалізуються тільки на кінчику язика, а третій – на передній 
частині тіла язика. При цьому саме ниткоподібні сосочки на 
перших етапах постнатального онтогенезу дуже дрібні і не ма-
ють типової структури. У подальшому їх трансформація набуває 
найрізноманітніших форм: вони змінюються з низьких призма-
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тичних до коротких, а потім високих, конусоподібних чи «дуго-
подібних», а в окремих випадках – до невизначеної циліндрич-
ної форми. На нашу думку, саме такі зміни у формі нитко-
подібних сосочків на різних етапах онтогенезу – причина вияв-
лення різних підвидів цих сосочків. Подібні, але менш виражені 
конформаційні зміни стосуються також грибо- та конусоподіб-
них сосочків. Беручи до уваги праці Iwasaki (2002) і Toprak et al. 
(2016), що стосуються досліджень нерівномірного розвитку ме-
хано- та хеморецепторного апарату язика, можна їх екстраполю-
вати на дані, отримані нами як закономірне співдружнє станов-
лення різних морфологічних утворень, об’єднаних спільною фун-
кцією. У даному випадку, для забезпечення оптимальних умов фор-
мування та просування харчового клубка у ротовій порожнині.  

Наші дані показали, що у щурів існують три види смако-
вих сосочків, які диференціюються на основі виявлення смако-
вих пор. Це численні грибоподібні сосочки у передній частині 
язика, два валики з листкоподібними сосочками, які роз-
ташовуються симетрично на краях задньої частини тіла язика, 
та один валикоподібний сосочок поблизу кореня язика. Такий 
тип смакових сосочків спостерігається також у мишей, летю-
чої полівки та монгольської піщанки (Emura, 2002; Iwasaki, 
2002). Грибоподібні сосочки у щурів розташовані на верхівці 
та тілі язика. Акумуляція грибоподібних сосочків на верхівці 
язика виявляється в японської макаки та нутрії (Emura et al., 
2001, 2002; Goodarzi et al., 2015; Toprak, 2016). Порівняння 
щільності розташування грибоподібних сосочків на верхівці 
язика у щурів із результатами, одержаними Okada et al. (2005) 
у різних підвидів піщанок, вказує на їх значну схожість. В ін-
ших гризунів розподіл грибоподібних сосочків змінюється. Як по-
відомляють El-Bakry (2009) і Goodarzi et al. (2015), у морської 
свинки та летючої білки грибоподібні сосочки локалізуються 
на верхівці язика, а також на бічних краях тіла язика. Ці сосоч-
ки у представників роду сірих полівок рівномірно розпо-
діляються на тілі та корені язика. У щурів, як і в інших гризу-
нів, грибоподібні сосочки мають по одній смаковій порі на їх 
«шапці» (Kilinc et al., 2010). Інший вид смакових сосочків у 
щурів, як і у полівок і мишей, представлений єдиним валико-
подібним сосочком, розташованим по серединній лінії язика. 
Число валикоподібних сосочків, знайдених на корені язика, 
досить варіабельне у різних гризунів. Як повідомляється в 
окремих статтях (Emura et al., 1999; 2001), у нутрії є два овальні 
валикоподібні сосочки на корені язика, тоді як у летючої білки їх 
три. У морської свинки валикоподібні сосочки відсутні, на їх 
місці розташовані грибоподібні сосочки (Iwasaki, 2002).  

Третій вид смакових сосочків язика щурів – листкоподібні 
сосочки, розташовані уздовж латерального краю тіла язика. 
Вони складаються у вигляді 4–5 валиків, відокремлених глибо-
кими жолобками. Як розташування, так і структура цих сосочків 
щурів подібні до таких у сірих полівок, нутрії та мишей. Число 
валиків у деяких різновидів гризунів може бути ще більшим. Як 
повідомляє Emura et al. (2001), у летючої білки кожен листко-
подібний сосочок складається більше ніж із 34 валиків.  

Про затримання десквамації рогового шару з поверхні епі-
телію в різні терміни від початку моделювання ЕСЦД свідчать 
морфометричні дані про зменшення клітин глибше розташова-
них шарів та збільшення поверхневих клітин. Цей процес 
особливо активізується за ішемії та є проявом тканинної гіпо-
ксії (O’Reilly and Long, 2008).  

Підтвердження цього – результати дослідження ГМЦР 
СОЯ, які вказують на зменшення середнього діаметра мікро-
судин приносної та обмінної ланки, тоді як просвіт об’ємної 
ланки вірогідно (P < 0,05) збільшується, чим визначаються 
явища повнокрів’я. Такий процес можливий за умов відкриття 
артеріоло-венулярних анастомозів, кількість яких збільшується 
пропорційно до терміну експерименту та вказує на підвище-
ний скид артеріальної крові у венозне русло поза капілярами, 
що посилює явища ішемії та гіпоксії СОЯ.  

Установлені нами зміни просвіту венозної ланки ГМЦР із 
розширеного на звужений стан у термін 6 тижнів із початку 

моделювання ЕСЦД супроводжуються нерівномірністю про-
світу судин об’ємної ланки ГМЦР із ділянками запустіння та 
повного зникнення просвіту. Такі явища, на думку окремих до-
слідників (Uemura et al., 2009), обов’язково супроводжуються 
підвищенням проникності судинної стінки, що пояснює ге-
матогенне походження імунокомпетентних клітин, які у підви-
щеній кількості виявляються в СОЯ. Таке явище – стартовий 
механізм для розвитку асептичного запалення в СОЯ.  

Для встановлення характеристик, які забезпечують захис-
ну функцію слизової оболонки порожнини рота у складі епіте-
ліальної пластинки, прийнято досліджувати кількість клітин 
Лангерганса, макрофагів, лімфоцитів та інших клітин лейкоци-
тарного ряду (O’Reilly and Long, 2008). Про їх походження в 
СОЯ донині в літературі немає спільної думки. Одні автори 
вважають їх винятково власною топографічною особливістю 
СОЯ (Iwasaki, 2002; Mistretta and Liu, 2006). Інші дослідники 
вказують на їх гематогенне походження (Doran, 1995; Scardina 
and Messina, 2006). Треті дотримуються комплексної теорії 
морфологічного забезпечення місцевої резистентності СОЯ 
(O’Reilly and Long, 2008; Meo, 2009).  

Ми встановили, що у власній пластинці СОЯ інтактних щу-
рів система імунного захисту представлена макрофагами, тканин-
ними базофілами, лімфоцитами та плазматичними клітинами.  
 
Висновки  
 

Виявлено п’ять підтипів ниткоподібних сосочків язика у 
щурів (справжні ниткоподібні, сплощені, конусоподібні, вели-
кі конічні («гігантські») та розщеплені на верхівці («щіткопо-
дібні»), кожен з яких має власні характеристики.  

За експериментального стрептозотоцинового цукрового 
діабету виникають зміни в усіх структурних компонентах 
слизової оболонки дорзальної поверхні язика. Реакція епітелі-
альної пластинки проявляється зниженням проліферативних 
процесів у глибоких шарах епітелію, підвищенням зроговіння 
поверхневого шару та затриманням зроговілих мас на поверхні 
епітеліальних сосочків.  

У ранні терміни у власній пластинці слизової оболонки 
дорзальної поверхні язика спостерігаються реактивні зміни, що 
проявляються збільшенням кількості клітин лейкоцитарного 
ряду та набряком міжклітинної речовини. В мікрогемосудинах 
виявляється різке звуження артеріальної ланки ГМЦР протягом 
усього терміну спостереження. В ранні терміни дослідження (до 
двох тижнів) відбувається розширення ємнісної ланки ГМЦР, 
яке у подальшому (на четвертий – восьмий тижні) змінюється 
зменшенням і запустіванням просвіту більшості венул СОЯ.  

У пізні терміни (шостий – восьмий тижні після початку 
моделювання експериментального стрептозотоцинового цук-
рового діабету) зменшується кількість імунокомпетентних клі-
тин – морфологічного субстрату порушення місцевої резис-
тентності СОЯ.  
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Many aquatic environmental problems have arisen in consequence of contamination of water by toxic metals and 
organic pollutants in the present age of technology. Metals play vital roles in enzyme activities and other metabolic 
events due to their bioaccumulative and nonbiodegradable properties among aquatic pollutants. The aim of this study 
was to evaluate the inhibitory effects of some metal ions (Ag+, Cu2+, Co2+, Ni2+, Pb2+ and Zn2+) on Capoeta trutta gill 
and liver glutathione reductase (EC: 1.8.1.7; GR). For this purpose, initially, GR was purified from C. trutta gill and 
liver. Purification procedure consisted of three steps; preparation of hemolysate, ammonium sulphate precipitation and 
2’, 5’-ADP Sepharose 4B affinity chromatography. Using this procedure, C. turtta gill GR, having the specific activity 
of 19.111 EU/mg proteins, was purified with a yield of 38.8% and 910.05-fold; C. trutta liver GR, having the specific 
activity of 16.167 EU/mg proteins, was purified with a yield of 21.1% and 734.86-fold. The purity of the enzymes was 
checked on sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and each purified enzyme 
showed a single band on the gel. In addition, inhibitory effects of some metal ions (Ag+, Cu2+, Co2+, Ni2+, Pb2+ and Zn2+) 
on GR from gill and liver were investigated in vitro. Ki constants and IC50 values for metal ions which showed 
inhibition effects were determined by Lineweaver-Burk graps and plotting activity % vs. [I]. In conclusion, IC50 values 
for fish gill GR were 0.000625, 0.153, 0.220, 0.247 and 0.216 mM and Ki constants for fish gill GR were 0.00045 ± 
0.00008, 0.128 ± 0.036, 0.182 ± 0.138, 0.482 ± 0.219 and 0.112 ± 0.047 mM for Ag+, Cu2+, Co2+, Ni2+, Pb2+ and Zn2+, 
respectively. IC50 values for fish liver GR were 0.000437, 0.217, 0.185, 0.355 and 0.349 mM and Ki constants for fish 
liver GR were 0.00025 ± 0.00013, 0.532 ± 0.146, 0.123 ± 0.066, 0.093 ± 0.020 and 0.151 ± 0.084 mM for Ag+, Cu2+, 
Co2+, Ni2+, Pb2+ and Zn2+, respectively. In vitro inhibition rank order was determined as Ag+ > Co2+ > Zn2+ > Ni2+ > Pb2+ 
for fish gill GR; Ag+ > Cu2+ > Co2+ > Pb2+ > Ni2+ for fish liver GR. From these results, we showed that Ag+ metal ion is 
the most potent inhibitor of GR enzyme on gill and liver tissues.  

Keywords: Capoeta trutta; glutathione reductase; liver; gill; metal toxicity  

Introduction 
 

Glutathione reductase (Glutathione: NADP+ oxidoreductase, 
E.C.1.8.1.7; GR), a key enzyme in glutathione metabolism, is a member 
of the pyridine-nucleotide disulfide oxidoreductase family of 
flavoenzymes (Kondo et al., 1980). This flavin enzyme is essential for 
reduction of glutathione disulfide (GSSG) to the reduced form (GSH), 
necessary for protection of cells against oxidative stress as an 
antioxidant (Cooper and Kristal, 1997). GSH has an important role in 
the synthesis and degradation of proteins, regulation of enzymes, 
formation of the deoxyribonucleotid precursors of DNA, and protection 
of cells against free radicals and reactive oxygen species such as H2O2, 
O2

• and •OH (Gul et al., 2000; Isık et al., 2015). Decreased GSH levels 
have been reported in several diseases, such as acquired immune 
deficiency syndrome (AIDS) (Akerlund et al., 1997), adult respiratory 
distress syndrome (Pacht et al., 1991), Parkinson’s disease (Jenner and 
Olanow, 1998), and diabetes (Yoshida et al., 1995). In addition, recent 
results suggest that GSH is essential for cell proliferation (Poot et al., 
1995), and plays a role in the regulation of apoptosis (Van den 
Dobbelsteen et al., 1996).  

Metals are natural trace components of the aquatic environment, 
but their levels have increased due to industrial, agricultural and mi-
ning activities. All metals are potentially harmful to aquatic organisms 
at a certain level of exposure and absorption (Kalay and Canli, 2000). 
This situation may be hazardous for living systems, especially aquatic 
living systems, including specific enzymes. It is well-known that 
enzymes catalyze almost all chemical reactions in the metabolisms of 
living systems. These chemical substances, including pollutants, pes-
ticides, drugs and metal ions, influence metabolisms at low concen-
trations by decreasing or increasing enzyme activities (Ekinci et al., 
2007). Fish are widely used to evaluate the health of aquatic ecosys-
tems because pollutants build up in the food chain. Because of this, in 
recent years numerous metal toxicity studies have been performed on 
fish by many scientists worldwide (Kalyoncu et al., 2011; Yi and 
Zhang, 2012; Yousafzai et al., 2012; Squadrona et al., 2013). There is 
no report available on the purification of GR enzyme from the gills 
and liver of C. trutta. Therefore, the aim of this study was to purify 
GR enzyme, the metabolic importance of which has long been 
acknowledged, from the gills and liver of C. trutta and to examine the 
in vitro effects of certain metals upon enzyme activity.  
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Materials and methods  
 

Chemicals. NADPH, GSSG, protein assay reagents and chemi-
cals for electrophoresis were obtained from Sigma Aldrich Chem. 
Comp. 2′,5′-ADP Sepharose-4B was obtained from Pharmacia. 
AgNO3, CuSO4·5H2O, Co(NO3)2·6H2O, NiCl2·6H2O, Pb(NO3)2, 
ZnCl2 and all other chemicals used were analytical grade and 
obtained from either Sigma-Aldrich or Merck.  

Preparation of the hemolysate. Fish samples (n = 10; 190 ± 
20 g) were caught from Murat River (Bingöl, Turkey). The fish 
were decapitated and their gills and livers were extracted. 8 g gill 
and liver samples were washed three times with 0.9% sodium 
chloride solution. Then, using a scalpel, the gill and liver samples 
were cut into small pieces. These pieces were homogenized with 
the aid of liquid nitrogen and suspended in a 50 mM KH2PO4 
(pH 7.4) buffer that includes 1 mM PMSF, 1 mM EDTA and 1 mM 
DTT. The suspension was primarily centrifuged at 13.500 rpm for 
2 h, and the precipitate was thrown away. Supernatant was used in 
further studies (Le Trang et al., 1983).  

Enzyme assay. GR activity was measured spectrophotometri-
cally at 25 °C by the modified method of Carlberg and Mannervik 
(Carlberg and Mannervik, 1975). The assay system contained 50 mM 
Tris-HCl buffer pH 8.0, containing 1 mM EDTA, 1 mM GSSG and 
0.1 mM NADPH. One enzyme unit was defined as the amount that 
oxidizes 1 μmol NADPH per min under the assay conditions.  

Ammonium sulfate fractionation and dialysis. The hemoly-
sate was subjected to precipitation with ammonium sulfate (liver: 
between 30% and 70%; gill: between 20% and 70%). Enzyme 
activity was determined both in the supernatant and in the precipi-
tate for each respective precipitation. The precipitate was dissolved 
in phosphate buffer (50 mM, pH 7.0). The resultant solution was 
clear, and contained partially purified enzyme. This solution was 
dialyzed at 4 °C in 1 mM EDTA + 10 mM K-phosphate buffer 
(pH 7.5) for 2 h with two changes of buffer (Akkemik et al., 2011). 
Partially purified enzyme solution was kept at 4 °C.  

2′, 5′-ADP sepharose 4B affinity chromatography. 2 g of dry 
2′,5′-ADP Sepharose 4B was used for a column (1×10 cm) of 10 mL 
bed volume. The gel was washed with 300 mL of distilled water to 
remove foreign bodies and air, suspended in 0.1 M K-acetate + 0.1 M 
K-phosphate buffer (pH 6.0), and packed in the column. After settling 
of the gel, the column was equilibrated with 50 mM K-phosphate 
buffer including 1 mM EDTA pH 6.0 with a peristaltic pump. 
The flow rates for washing and to equilibration were adjusted 
20 mL/h. The previously obtained dialyzed sample was loaded onto 
the 2′,5′-ADP Sepharose 4B affinity column and the column was 
washed with 25 mL of 0.1 M K-acetate + 0.1 M K-phosphate, pH 6.0 
and 25 mL of 0.1 M K-acetate + 0.1 M K-phosphate, pH 7.85. 
Washing was continued with 50 mM K-phosphate buffer including 1 
mM EDTA, pH 7.5, until the final difference in the absorbance 
reached 0.05 at 280 nm. The enzyme was eluted with a gradient 
mixture of 0 to 0.5 mM GSH + 1 mM NADPH in 50 mM K-phos-
phate, containing 1 mM EDTA (pH 7.5). Active fractions were col-
lected and dialyzed with equilibration buffer. All procedures were 
performed at 4 °C (Le Trang et al., 1983).  

Protein determination. Protein concentration was determined 
at 595 nm according to the method of Bradford (Bradford, 1976), 
using bovine serum albumin as a standard.  

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE). To determine the enzyme’s purity, SDS-PAGE was 
performed according to Laemmli’s method (Laemmli, 1970). The acryl-
amide concentration of the stacking and separating gels was 3% and 
8%, respectively, and 1% SDS was also added to the gel solution. The 
gel was stained for 2 h in 0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250 
containing 50% methanol, 10% acetic acid and 40% distilled water. 
Then the gel was washed with many changes of the same solvent 
without dye. The cleared protein bands were photographed (Fig. 1).  

In vitro effects of metal ions. In order to determine the effects 
of the metal ions on fish liver and gill GR, different concentrations 
of metal ions were added to the reaction medium. The enzyme 

activity was measured and an experiment in the absence of inhibitor 
was used as control (100% activity). The IC50 values were obtained 
from activity (%) vs. metal ion concentration plots. In order to 
determine Ki constants in the media with inhibitor, the substrate 
(GSSG) concentrations were 0.3, 0.8, 1.4, 2.0 and 3.0 mM. Inhibitor 
solutions (metal salts) were added to the reaction medium, resulting in 
3 different fixed concentrations of inhibitors in 1 mL of total reaction 
volume. Lineweaver–Burk graphs were drawn by using 1/V vs. 1/[S] 
values and Ki constant were calculated from these graphs. Regression 
analysis graphs were drawn for IC50 using inhibition % values by a 
statistical package (SPSS-for Windows; version 17.0) on a computer 
(Student t-test; n = 3).  
 
Results  
 

In this study, C. trutta gill and liver GR enzyme were first isola-
ted. Purification procedure was carried out by the preparation of 
hemolysate, ammonium sulfate precipitation and 2’,5’-ADP Sepha-
rose 4B affinity chromatography. As a result of the three consecutive 
steps, C. trutta gill GR, having the specific activity of 19.111 EU/mg 
proteins, was purified with a yield of 38.8% and 910.05-fold 
(Table 1); C. trutta liver GR, having the specific activity of 
16.167 EU/mg proteins, was purified with a yield of 21.07% and 
734.86-fold (Table 2). Purity of the enzyme was determined by SDS-
PAGE and showed a single band on the gel (Fig. 1). Fig. 1 exhibits 
the results of SDS-PAGE which was performed for determination of 
the purity and molecular weight of the enzyme. Rf values were 
calculated for both standard proteins and GR; Rf-Log MW graph was 
obtained according to Laemmli’s (Laemmli, 1970) procedure, and the 
molecular mass of C. trutta gill and liver GR was nearly 50 and 55 kDa.  

 

Fig. 1. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of purified GR: 
Lane 1: C. trutta gill GR; Lane 2: C. trutta liver GR;  

Lane 3: standard proteins  

In this study we investigated the in vitro effects of Ag+, Cu2+, 
Co2+, Ni2+, Pb2+ and Zn2+ on fish gill and liver GR activity. 
As shown in Table 3, IC50 values for fish gill GR were 0.000625, 
0.153, 0.220, 0.247 and 0.216 mM and Ki constants for fish gill GR 
were 0.00045 ± 0.00008, 0.128 ± 0.036, 0.182 ± 0.138, 0.482 ± 
0.219 and 0.112 ± 0.047 mM for Ag+, Co2+, Ni2+, Pb2+ and Zn2+, 
respectively (Fig. 2). As shown in Table 4, IC50 values for fish liver 
GR were 0.000437, 0.217, 0.185, 0.355 and 0.349 mM and Ki 
constants for fish liver GR were 0.00025 ± 0.00013, 0.532 ± 0.146, 
0.123 ± 0.066, 0.093 ± 0.020 and 0.151 ± 0.084 mM for Ag+, Co2+, 
Cu2+, Ni2+ and Pb2+, respectively (Fig. 3). It is clear that Ag+ is the 
most potent inhibitor for C. trutta gill and liver GR enzymes.  
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Fig. 2. Activity%-[Metal] regression analysis graphs for C. trutta gill GR in the presence of three different metal concentrations  
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Fig. 3. Activity%-[Metal] regression analysis graphs for C. trutta liver GR in the presence of three different metal concentrations 
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Table 1 
Purification scheme of GR from C. trutta gill  

Purification step 
Activity, 
U/mL 

Protein, 
mg/mL 

Total 
volume, ml 

Total 
activity, U 

Total 
protein, mg 

Specific 
activity, U/mg 

Purification 
factor 

Yield, % 

Hemolysate 0.197 9.250 27.0 5.319 249.750   0.021     1.00 100.00 
Ammonium sulfate precipitation (20–70%) 0.329 5.730   6.5 2.139   37.245   0.057     2.73   40.21 
2’, 5’-ADP Sepharose 4B affinity chromatography 0.516 0.027   4.0 2.064     0.108 19.111 910.05   38.80 

Table 2 
Purification scheme of GR from C. trutta liver 

Purification step 
Activity, 
U/mL 

Protein, 
mg/mL 

Total 
volume, ml 

Total  
activity, U 

Total  
protein, mg

Specific 
activity, U/mg 

Purification 
factor 

Yield, % 

Hemolysate 0.317 14.250 30.5 9.669 434.630   0.022      1.00 100.00 
Ammonium sulfate precipitation (30–70%) 0.423   9.730   8.5 3.595   82.705   0.043      1.95   37.18 
2’, 5’-ADP Sepharose 4B affinity chromatography 0.679   0.042   3.0 2.037     0.126 16.167 734.86   21.07 

 

Table 3 
Ki and IC50 values obtained from regression analysis graphs  
for fish gill GR in the presence of different metal ion concentrations  

Metal ions IC50, mM Ki, mM Inhibition type 
Ag+ 0.000625 0.00045 ± 0.00008 non-competitive 
Co2+ 0.153 0.128 ± 0.036 competitive 
Ni2+ 0.220 0.182 ± 0.138 non-competitive 
Pb2+ 0.247 0.482 ± 0.219 non-competitive 
Zn2+ 0.216 0.112 ± 0.047 competitive 

 

Table 4 
Ki and IC50 values obtained from regression analysis graphs for fish 
liver GR in the presence of different metal ion concentrations  

Metal ions IC50, mM Ki, mM Inhibition type 
Ag+ 0.000437 0.00025 ± 0.00013 competitive 
Co2+ 0.217 0.532 ± 0.146 competitive 
Cu2+ 0.185 0.123 ± 0.066 competitive 
Ni2+ 0.355 0.093 ± 0.020 competitive 
Pb2+ 0.349 0.151 ± 0.084 non-competitive 

 

 
Discussion  
 

In the developing world, heavy metal pollution is a significant 
environmental problem. Almost all living things are affected nega-
tively by toxic substances, including heavy metals (Raspanti et al., 
2009). In general, heavy metals produce their toxicity by forming 
complexes with organic compounds. For example metal complexes 
of sulfur, oxygen and nitrogen are the most common groups. If the 
metals are bound to these groups, they may become inactive 
enzyme forms because, metals bond with SH groups of the cysteine 
residues and thus, mercaptans are formed. Enzymes are the bio-ca-
talysts in nature which regulate the rate and direction of biochemi-
cal reactions. Inhibition of enzyme activities by toxic compounds 
such as metal, drugs, pesticides and gases may cause a hazardous 
situation for living organisms. Therefore, the number of toxicology 
studies on the effects of metals on enzyme activities have increased 
in recent years (Alim et al., 2014). Fish as the most important 
aquatic food source are indicator organisms for heavy metal pollu-
tion of their environment and as such they are a potential risk for 
human consumption (Farkas et al., 2001).  

For this reason, we investigated the effects of Ag+, Cu2+, Co2+, 
Ni2+, Pb2+ and Zn2+ on gill and liver GR enzyme activity of the fish 
species C. trutta. GR was purified from C. trutta gill and liver by 
using preparation of hemolysate, ammonium sulfate precipitation 
and 2’,5’-ADP Sepharose 4B affinity chromatography. GR has 
been purified from many different sources (Calberg and Mannervik, 
1981; Le Trang et al., 1983; Akkemik et al., 2011; Taser and Ciftci, 
2012; Yadav et al., 2013) using various purification procedures. 
All reported purification procedures involve several chromatogra-
phic steps, such as, DEAE-Sephadex, Sephadex G-100, hydroxy-
apatite (Calberg and Mannervik, 1981), 2’,5’-ADP Sepharose 4B 
(Madamanchi et al., 1992), Sephadex G-75, CM-Cellulose, Sepha-
cryl S-200 (Calberg et al., 1981), Reactive Red-120-Agarose, 

Sephacryl S-300 (Garcia-Alfonso et al., 1993), fast protein liquid 
chromatography (FPLC)-anion Exchange and FPLC-hydrophobic 
interaction chromatography (Madamanchi et al., 1992).  

Figure 1 exhibits the results of SDS-PAGE which was perfor-
med for determination of the purity and molecular weight of the 
enzyme. The molecular mass of C. trutta gill and liver GR was ne-
arly 50 and 55 kDa. GRs of different origins have similar molecular 
masses as follows; rat liver GR is 60 kDa (Calberg and Mannervik, 
1975), bovine brain GR is 55 kDa (Gutterer et al., 1999), turtle liver 
GR is 55 kDa (Willmore and Storey, 2007), rainbow trout liver GR 
is 53 kDa (Tekman et al., 2008), turkey liver GR is 65 kDa (Taser 
and Ciftci, 2012).  

Recently, many studies have been conducted on the relation-
ship between metals and toxicity. Fresh water and marine fish are 
affected by metal contamination. It is reported that metal toxicity 
causes irregular metallothionein protein synthesis, renal damage 
and disruption of bone structure in humans and wildlife (Sato and 
Kondoh, 2002; Lavery et al., 2009). Due to the fact that metals 
cause leakage of phosphates, calcium, glycogen and proteins (prote-
inuria) from the kidney, renal damage can be fatal in mammals 
(Lavery et al., 2009). Indeed, some metals are known to be extre-
mely toxic to mammals, fish, and other fauna and flora. For in-
stance, mercury is a toxic element which causes environmental 
problems. Some metals can be found in the form of the free metal 
ion such as Cd2+ (Hisar et al., 2009). Due to the important above-
mentioned approaches in this subject, in the present study we 
investigated the in vitro effects of Ag+, Cu2+, Co2+, Ni2+, Pb2+ and 
Zn2+ on fish gill and liver GR activity. Ki and IC50 parameters of 
these metals were determined (Table 3 and 4).  

Metals ions inhibited enzyme activity at low concentrations. 
Ki constants and IC50 values are the most suitable parameters for 
seeing inhibitory effects. As shown in Table 3, IC50 values for fish 
gill GR were 0.000625, 0.153, 0.220, 0.247 and 0.216 mM and Ki 
constants for fish gill GR were 0.00045 ± 0.00008, 0.128 ± 0.036, 
0.182 ± 0.138, 0.482 ± 0.219 and 0.112 ± 0.047 mM for Ag+, Co2+, 
Ni2+, Pb2+ and Zn2+, respectively (Fig. 2). As shown in Table 4, IC50 
values for fish liver GR were 0.000437, 0.217, 0.185, 0.355 and 
0.349 mM and Ki constants for fish liver GR were 0.00025 ± 
0.00013, 0.532 ± 0.146, 0.123 ± 0.066, 0.093 ± 0.020 and 0.151 ± 
0.084 mM for Ag+, Co2+, Cu2+, Ni2+ and Pb2+, respectively (Fig. 3). 
It is clear that Ag+ is the most potent inhibitor for C. trutta gill and 
liver GR enzymes.  

Our results agree well with other reports in the literature. For 
example, Alim et al. (2014) examined the effects of some metal ions 
(Ag+, Cu2+, Pb2+, Zn2+, Cd2+ and Co2+) on the carbonic anhydrase 
activity of Tuna gill. Their results showed that all metal ions inhibited 
the enzyme and that Ag+ is the most potent inhibitor of carbonic 
anhydrase enzyme. In another study, Kaya et al. (2013) examined the 
effects of Ag+, Ni2+, Cd2+ and Cu2+ on the carbonic anhydrase of 
gilthead sea bream liver. Their result showed that Ag+ had the highest 
inhibition rate. The inhibition order of the metals was Ag+ > Ni2+ > Cd2+ > 
Cu2+. These results confirm our present study. Additionally, in a differ-
rent study Soyut et al. (2008) investigated the effects of Ag+, Cu2+, Zn2+, 
Cd2+ and Co2+ on the carbonic anhydrase activity of rainbow trout brain 
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in vitro. They found that in vitro inhibition rank order was determined 
as Co2+ > Zn2+ > Cu2+ > Cd2+ >Ag+. In another study, Akkemik et al. 
(2012) investigated the effects of Ag+, Cu2+, Zn2+, Fe2+, Mg2+, Ni2+, 
Mn2+ and Hg2+ on turkey liver glutathione S-transferase activity. In vitro 
studies showed that the enzyme activity was inhibited by Ag+, Cu2+ and 
Hg2+. They found that in vitro inhibition rank order was determined as 
Cu2+ > Hg2+ > Ag+.  
 
Conclusion  
 

Today, metal pollution levels are increasing in the aquatic envi-
ronment. This is a highly significant risk factor for all living orga-
nisms including fish and humans. Fish in fresh water and the sea 
have been consumed by man as an important food source until now 
and will continue to be consumed in the future. Fish provide one of 
the most valuable food sources in terms of protein and omega-3 
fatty acid for humans. In this study, we purified GR from C. trutta 
gill and liver for the first time. In addition, inhibitory effects of 
some metal ions (Ag+, Cu2+, Co2+, Ni2+, Pb2+ and Zn2+) on enzyme 
activity were reported. The most effective metal ion is Ag+. Ag+ 
inhibits the enzyme at very low doses. GR enzyme assay may be 
considered as a biomarker for the identification of pollution in 
aquatic environments.  
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We investigated the effect of gibberellin and the antigibberellic agent chlormequat-chloride on gas exchange and 
use of reserve substances in pumpkin seedlings during germination in the light and in the dark. We established that an 
artificial strengthening or growth inhibition of pumpkin seedlings in conditions of skotomorphogenesis caused an 
increase in of respiration intensity. Gibberellin treatment increased the proportion of assimilation processes in carbon 
dioxide gas exchange of seedlings, and growth inhibition by retardant caused an increase in respiratory costs when the 
nutrition type switches in the light from heterotrophic to autotrophic. The formation by seedlings of the demand for 
reserve assimilates from cotyledons was largely determined by change of activity of subapical meristems, which is 
manifested in the acceleration of seed germination, enhancing of histogenesis for the actions of gibberellin and in the 
weakening of these processes under the influence of retardants. Reserve substances used both oil and nitrogen-
containing compounds. The content of protein nitrogen in pumpkin cotyledons decreased more in the light than in the 
dark, moreover growth inhibition by the retardant slowed down and growth increase by gibberellin accelerated this 
process both in conditions of photomorphogenesis and skotomorphogenesis.  

Keywords: Cucurbita pepo L.; source-sink system; retardants; hormonal regulation; seed germination  

Introduction  
 

In modern plant physiology the regulation of "source-sink" 
relations is seen as the highest level in the hierarchy of processes for 
the operation of a plant as a whole system. Regulation of these rela-
tions, as a system of redistribution of assimilates between organs 
and tissues of plants during ontogenesis, may be carried out at all 
levels of organization of a plant organism with the participation of 
different regulatory mechanisms (Ljung et al., 2015; Savage et al., 
2015; Sugiura et al., 2015; Bonelli et al., 2016). The term 
assimilates means the different compounds of carbon assimilated by 
the plant during photosynthesis, especially transport and reserve 
form of carbohydrates, which are the basis of energy and metabolic 
processes and the "building material" in the growth and develop-
ment processes (Kiriziy et al., 2014). The issue of recycling and 
redistribution of substances of other origin (lipids and nitrogen-
containing compounds), that are temporarily deposited in reserve 
organs on germination of seeds and formation of seedling tissues 
under conditions of the varying tension of "source-sink" relations 
and of the effect of light and darkness to these processes have been 
much less studied.  

The basic law of "donor – acceptor" relations (the concept of 
"source-sink") as a system of redistribution of assimilates between 
organs and tissues of plants during ontogenesis has been studied 
mainly in the analysis of the ratio of growth and photosynthesis 
intensity where the growth acts as the main acceptor, and photosyn-
thesis as a donor of assimilates (Rogach and Rogach, 2015; Yu et 
al., 2015; Kuryata et al., 2016; Rogach et al., 2016). However, the 

role of interim deposition of plastic materials, features of utilization 
of reserve compounds of different chemical nature in the heterotro-
phic growth perіod (germination), the initial stages of the photosyn-
thetic apparatus formation and switching connections in the 
"source-sink" system have been insufficiently studied (Kuryata and 
Kiriziy, 2008). For the study of the features of assimilate redistribu-
tion in plants, a treatment of organs by exogenous hormones is 
widely applied, which allows one to simulate varying degrees of 
tension in the "source-sink" system. However, the drawback of this 
approach is obvious, because the treatment of a plant by any phyto-
hormone leads to changes in synthesis and metabolism of all the 
others, which can cause changes in morphological and physiologi-
cal programmes. In this connection, research on such a plan should 
be supplemented with a reverse approach – the treatment of plants 
by inhibitors of action of a separate phytohormone followed by 
comparison of the effect of action of the hormone and its inhibitors.  

Light as one of the main environmental factors not only pro-
vides autotrophic nutrition but also activates the photomorphogene-
sis programme through the photoreceptor system (Kutschera and 
Briggs, 2013; Wu, 2014; De Wit and Pierik, 2016; VanHook, 
2016). It provides the deetiolation, the differentiation of chloro-
plasts, the formation of leaf plates and as a result – the transition to 
autotrophic nutrition.  

Іt is known that the development of plants in the light (photo-
morphogenesis) and in the dark (skotomorphogenesis) is character-
rized by differences in the rate of growth of various organs, which 
means that under these conditions a different request is formed for 
deposited assimilates and changes the intensity of their outflows 
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from storage organs, so varying degrees of a tension of "source-
sink" system in plants are created. On the other hand, we know that 
phytohormones are included into the system of photic signal trans-
duction (Hornitschek et al., 2012; Humplík et al., 2015). In parti-
cular, the action of light changes metabolism and sensitivity to 
gibberellins in plants (Golovatskaya and Karnachuk, 2007; Zhang 
et al., 2014). It is known that the speed of stem growth depends on 
the meristematic activity of the subapical zone, which is largely 
controlled by gibberellins (Minguet et al., 2014; Hedden and 
Thomas, 2016).  

Modern plant physiology has the means of "exclusion" of 
gibberellin from this process, in particular by treatment with retar-
dants – the gibberelliс antagonists that either block the synthesis of 
this group of phytohormones or block the formation of the 
hormone-receptor complex, which is the functioning of the synthe-
sized gibberellin (Kuryata, 2009; Sang-Kuk and Hak-Yoon, 2014). 
Thus, although retardants lead to significant morphological changes 
in the ontogeny of plants (Ramburan and Greenfield, 2007; Kumar 
et al., 2012; Matysiak and Kaczmarek, 2013; Wang et al., 2016), 
features of their impact on skoto- and photomorphogenesis in plants 
remain almost unexplored. Thus, an important aspect of theoretical 
study of the functioning of the system "assimilates depot – growth" 
is the comparison of the effects of gibberellin and various groups of 
retardants in the light and in the dark as factors that act in opposite 
ways on the growth processes, and therefore on the attractive 
potential of acceptor.  

Changes in the nature of the "source-sink" relations during the 
transition from the heterotrophic to autotrophic nutrition phase of a 
plant are best studied using the cotyledon leaves of plants, because 
the source (cotyledon) and sink (cotyledon leaf) are represented by 
one organ and separated only in time. It should be noted that the 
ratio of photosynthesis and respiration under the influence of gibbe-
rellin and retardants during germination have been insufficiently 
studied. It is also known that the different types of reserve 
substances act as a buffer between the photosynthesis as a "source" 
of assimilates and growth of a structural substance of the vegetative, 
storing and reproductive organs as a "sink" of assimilates, which 
determines some independence of growth processes from the 
photosynthesis, particularly during germination (Kuryata and 
Kiriziy, 2008). At the same time, the effect of light and gibberellins 
on the specifics of recycling of plastic substances which are 
deposited in cotyledons, remains practically unexplored.  

In this connection, the aim of our study was to investigate ana-
tomical and histological changes of seedlings, features of gas 
exchange and use of reserve compounds in pumpkin cotyledons 
during exit from dormancy in conditions of photo- and skotomor-
phogenesis influenced by gibberellin and the antigiberrelic agent 
chlormequat-chloride.  
 
Materials and methods  
 

Pumpkin seeds of the variety Mozoliyivskyy 15 in different 
variants of the experiment were soaked in solutions of preparations – 
gibberellic acid (GA3, 150 mg/l) and chlormequat-chloride (0.25% 
aquatic solution) during the day and then were planted in a cuvette 
filled with wet sand. The control option was germinated in distilled 
water. The seeds were germinated in diffused light and in the dark 
at room temperature. Biological replication was fivefold.  

On the 12th day of germination after straightening of the hypo-
cotyl loop, greening and disclosure of cotyledonary leaves, we de-
termined the utilization coefficient of reserve substances in seeds as 
the ratio of total dry weight of hypocotyls and roots to the dry matter 
weight of the whole plant. Analytical replication was fivefold.  

For anatomical studies, the pumpkin seedlings were fixed in a 
mixture of equal parts of ethanol, glycerine and water with addition 
of 1% of formalin. The anatomical structure of the pumpkin 
hypocotyls was explored in cross sections of their middle part. 
The linear dimensions of the cells was measured under a micro-
scope by using the eyepiece micrometer МОV-1-15. Analytical 

replication of anatomical research was twentyfold. The intensity of 
carbon dioxide gas exchange in the pumpkin seedlings was measu-
red by using an infrared optical-acoustic gas analyzer HYAM-5M. 
For this purpose, the cuvette with seedlings was placed in a sealed 
desiccator which was purged with air at a speed of 2 l/min. 
In determining the darkness respiration the desiccator was covered 
with black cloth, and for measuring the intensity of photosynthesis 
in seedlings which were grown in the light the desiccator was 
lightened an incandescent lamp CG-2000 through a water filter. 
Radiant flux density was 200 w/m2, the chamber temperature 
25 °C. Analytical replication was fivefold.  

The dry milled material of cotyledonary leaves and dry seeds 
were extracted in the Soxhlet apparatus to determine the oil content. 
The residue after extraction was analyzed for the content of total, 
protein and non-protein nitrogen by the Kjeldahl method (Bala et 
al., 2013). Analytical replication was fivefold.  

The research results were processed statistically using the pro-
gramme Statistica 6.0 (StatSoft Inc., USA). The tables and illustra-
tions contain the arithmetic mean values and their standard errors.  
 
Results  
 

It is known that light controls not only the process of photo-
synthesis (the donor function), but also the morphophysiological 
parameters of plants with a definite hierarchical structure of acceptors 
(Franklin, 2016). Light changes the realization of plants’ development 
programmes, which can be traced in changes in the speed and 
duration of plants’ growth both on the level of the plant as a whole 
and and on the level of their separate parts (root, epycotyl, hypocotyl, 
leaf). These changes are realized through the restructuring of the 
hormonal complex. Phytohormones are included in the light signal 
transduction because many of the development reactions of plants 
which are controlled by light also react to the action on plants by 
hormones (Golovatskaya and Karnachuk, 2007). Results of genetic 
analysis of mutations of gibberellins and phytochromes indicate an 
interaction between these signaling systems under certain physio-
logical conditions.  

Our results show that plants that grew in the dark developed on 
the skotomorphogenesis model. They are characterized by longer 
hypocotyls, the presence of a hypocotyl loop and the yellow colour of 
the cotyledonary leaves. In the light, plants developed on the photo-
morphogenesis model: the hypocotyls were shorter, the hypocotyl 
loop straightened, the cotyledonary leaves grew and acquired an 
intense green colour (Figure 1).  

We have previously found that the growth of pumpkin seedlings 
was suppressed in the light, but the treatment of seedlings by gibbe-
rellic acid eliminated the effect caused by light. The growth inhibitory 
effect of light intensified in conditions of reduction of gibberellin syn-
thesis under the action of the retardant, this indicates that gibberellins 
are the active modifiers of the photoreceptor system in plants (Kurya-
ta and Kiriziy, 2008). Similar conclusions have been made by other 
authors studying the interaction of light at different wavelengths and 
phytohormones in the processes of skoto- and photomorphogenesis of 
bean plants (Golovatskaya and Karnachuk, 2007).  

An important role in forming a "request" for assimilates is played 
by the processes of organ- and histogenesis because differentiation of 
various tissues of the developing organ requires the different costs of 
reserve metabolites. Analysis of the the anatomical structure of pump-
kin seedlings shows that in both conditions of skoto- and photomor-
phogenesis the number of fibrovascular bundles in seedlings is almost 
unchanged. However, all the anatomical elements of structure diffe-
red in their larger dimensions with seedlings developed in the dark 
(Table 1). This applies to linear dimensions of epidermal cells, collen-
chyma (in a cross section), the diameter and length of parenchyma 
cells. Thus, in conditions of skotomorphogenesis the increasing of 
growth intensity accompanied by formation of larger anatomical 
elements of the primary structure and the use of gibberellin increased 
plant growth in the dark and eliminated the growth inhibiting effect of 
light in conditions of photomorphogenesis.  
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Our results indicate the significant effect of the gibberellin and 
retardant on germination and intensity of use of reserve compounds 
in the pumpkin seeds’ cotyledons. Determination of the utilization 
coefficient of reserve substances of seeds (the ratio of the total dry 
weight of hypocotyls and root to dry weight of the whole plant) in 
seedlings that grew in the light showed that at the moment of full 
disclosure of cotyledonary leaves (the 12th day of germination) the 
greatest value of this indicator was influenced by GA3 – 22.2%, and 
the action of the chlormequat-chloride decreased it to 13.9% 
compared to the control, where it was 18.3%. In seedlings that grew 
in the dark, use of the reserve substances proceeded more rapidly. 
Thus, application of chlormequat-chloride caused a decrease in the 
utilization coefficient of reserve substances in seeds compared to 
the control and gibberellin. Similar results for use of the reserve 
compounds of cotelydons during germination of bean seeds in the 
light and in the dark have also been obtained by other authors 
(Golovatskaya and Karnachuk, 2007). Іt is common knowledge that 

one of the most important functions of gibberellins in the stimulation of 
the seed germination process in cereals is the ability to stimulate an 
allocation the α-amylase from the germ to the endosperm, which leads 
to splitting of starch grains. It should be noted that the features of regu-
lation by retardants and gibberellins of germination of seeds containing 
as the main reserve substance not starch but other compounds (lipids, 
proteins and other polysaccharides) have been poorly studied.  

The results indicate that application of gibberellin and chlorme-
quat-chloride greatly influenced the character of use of the cotyle-
don’s reserve substances. Germination characterized by intensive use 
of oil as the main reserve substance, and the light and used prepara-
tions influenced this process. In dry seeds the oil content was 52.7 ± 
0.28%. On the 12th day of germination the largest reserve of oil re-
mained in the cotyledonary leaves of the photomorphic plants under 
the action of chlormequat-chloride, which is clearly correlated with 
the least intense pace of seedling growth in this variant both in the 
light and in the dark (Table 2).  

 

Table 1  
Effect of gibberellin and retardants on the anatomical structure of pumpkin hypocotyls, variety Mozoliyivskyy 15,  
in conditions of skoto- and photomorphogenesis (n = 20)  

Light Dark 
Index 

GA3 control 
chlormequat-

chloride 
GA3 control 

chlormequat-
chloride 

Length of the epidermal cells, μm  17.3 ± 1.2* 10.2 ± 0.4 11.7 ± 0.8   19.6 ± 1.6*    15.7 ± 0.4   12.6 ± 1.1* 
Width of the epidermal cells, μm  11.6 ± 1.1*   8.4 ± 0.9   7.8 ± 0.9   9.6 ± 0.7      9.5 ± 1.2   8.9 ± 0.9 
Diameter of the parenchyma cells, μm  64.7 ± 1.6* 54.5 ± 1.3   45.5 ± 1.5*   84.0 ± 1.8*    75.9 ± 2.1   58.4 ± 1.8* 
Height of the parenchyma cells, μm  430.5 ± 26.7* 262.9 ± 13.4   186.9 ± 14.1* 543.4 ± 22.6    484.8 ± 21.4   182.4 ± 13.3* 
Volume of the parenchyma cells, 
thousands μm3 

1414.7 ± 74.1* 594.6 ± 32.3   265.8 ± 24.7* 3 009.9 ± 64.8* 2 198.2 ± 49.7   363.8 ± 24.9* 

Length of the collenchyma cells, μm  29.7 ± 1.1* 24.2 ± 1.2 26.4 ± 0.9   29.0 ± 0.8*     25.9 ± 0.8   22.1 ± 1.0* 
Width of the collenchyma cells, μm  18.3 ± 0.8* 15.0 ± 0.8 13.4 ± 0.8   24.3 ± 0.5*     21.3 ± 0.6 22.4 ± 0.5 
Number of the fibrovascular bundles 10.5 ± 0.2 10.8 ± 0.4 11.3 ± 0.6 10.7 ± 0.4       9.5 ± 0.5 10.4 ± 0.7 

Notes: the 12h day of germination; GA3 – 150 mg/l; chlormequat-chloride – 0.25%; * – significant difference at P < 0.05.  
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We have previously found that in conditions of skoto- and 
photomorphogenesis there are certain changes in the HFA ratio in the 
oil of cotyledonary leaves (Kutyata and Kiriziy, 2008). In particular, 
in the light in all variants of the experiment the content of stearic acid 
increased as compared to the oil of dry seeds l, and in the dark such an 
increase was noted only in the variant with GA3, in the control and in 
the variant with retardants the content of this acid did not differ from 
the oil of dry seeds. In conditions of skotomorphogenesis the content 
of the unsaturated HFA (oleic and linoleic) increased especially signi-
ficantly. However, the increased growth of seedlings under the influ-
ence of gibberellin (GA3) was not accompanied by a more intensive 
use of oil, its content in this variant was higher than in the control. 
In our view, this indicates that under the action of phytohormones 
increased growth is determined not only by fast utilization of lipids, 
but also by possible intensified hydrolysis of other reserve substances 
of cotyledons – the nitrogen-containing compounds.  

Table 2  
The oil content in germinating pumpkin seeds cotyledons, variety 
Mozoliyivskyy 15, under the influence of gibberellin  
and chlormequat-chloride in conditions of photo- and 
skotomorphogenesis (% per weight of dry matter, n = 5)  

Variant of experiment Photomorphogenesis Skotomorphogenesis 
Control 8.8 ± 0.2 7.6 ± 0.1 
GA3 12.2 ± 0.3* 11.6 ± 0.2* 
Chlormequat-chloride 22.4 ± 0.3* 15.5 ± 0.4* 

Notes: the 12h day of germination; GA3 – 150 mg/l; chlormequat-chloride – 
0.25%; * – significant difference at P < 0.05.  

The integrity of a plant organism is based on interaction of the 
organs and active exchange of organic and mineral substances between 
them. However, the nature of income and redistribution of nitrogen-
containing compounds between plant organs with changes in the 
source-sink relations during heterotrophic development in general and 
under the influence of gibberellin and retardants in particular remains 
largely unexplored. Since retardants are the modifiers of hormonal and 
inhibitory balance in plants, here the question arises of changes in the 
income and redistribution between organs of plant nitrogen compounds 
under the influence of this group of preparations. In our opinion, for the 
better understanding of the nature of changes in source-sink relations 
under the influence of retardants, it was expedient to analyze the 
dynamics of content of different forms of nitrogen and their proportion 
in different stages of growth and development with an artificial change 
of the acceptor activity for the actions of gibberellin and its antagonist 
(Table 3). The use of cotyledonary leaves as a research model to study 
the question of utilization of reserve nitrogenous compounds allows one 
to analyze the translocation of only reserve forms of nitrogenous 
compounds and exclude the "new" nitrogen, which comes from the root 
system by mineral nutrition.  

The analysis of our data indicates that under conditions of 
photo- and skotomorphogenesis there was a significant outflow of 
nitrogen from cotyledons to seedlings, and the content of total and 
protein nitrogen in defatted material of cotyledonary leaves was 
significantly different, in particular it was lower during the develop-
ment of seedlings in the light (Table 3). In our view, this indicates a 
more intensive use of cotyledon protein for growth processes during 
formation of seedling structures in conditions of photomorphogenesis. 

The different rates of growth processes under action of gibberellin 
and retardant were accompanied by a different intensity of outflow of 
nitrogen-containing compounds from the cotyledons. In particular, in 
the light the least protein nitrogen remained in the variant of gibbe-
rellin, and the mostly – in the variant with the use of its antagonist 
chlormequat-chloride. Upon germination in the dark for actions of the 
retardant the protein nitrogen was used less intensively. In the control 
variant and in the variant with application of gibberellin the intensity 
of use of protein nitrogen was the same, but the decrease of total 
nitrogen in cotyledons influenced by the phytohormone occurred 
more intensively at the expense of the non-protein fraction.  

Table 3  
The content of different forms of nitrogen in germinating pumpkin 
seeds cotyledons, variety Mozoliyivskyy 15, under the influence  
of gibberellin and chlormequat-chloride in conditions of photo-  
and skotomorphogenesis (% per weight of dry matter, n = 5)  

Variant of experiment 
Total  

nitrogen 
Protein  
nitrogen 

Non-protein  
nitrogen 

Dry seeds 11.08 ± 0.02 10.40 ± 0.01 0.68 ± 0.01 
Photomorphogenesis 

Control 6.05 ± 0.01   4.04 ± 0.01 2.01 ± 0.04 
GA3   5.99 ± 0.02*     3.68 ± 0.01*    2.31 ± 0.03* 
Chlormequat-chloride   7.13 ± 0.02*     4.94 ± 0.04*    2.19 ± 0.02* 

Skotomorphogenesis 
Control 6.91 ± 0.01  4.75 ± 0.01  2.16 ± 0.05 
GA3   6.73 ± 0.03*  4.76 ± 0.01    1.97 ± 0.02* 
Chlormequat-chloride   7.16 ± 0.01*    5.09 ± 0.02* 2.07 ± 0.01 

Notes: see Table 2.  

The results obtained also show that the use of gibberellin and the 
antigiberrelic agent chlormequat-chloride under conditions of photo- 
and skotomorphogenesis influenced significantly the gas exchange of 
seedlings (Table 4). At present, respiration is seen as a powerful meta-
bolic acceptor of carbon, and the total respiratory costs may reach 
60% of the carbon assimilated in photosynthesis (Kuryata, 2009). 
The ratio of respiration/photosynthesis largely characterizes the 
tension of source-sink relations in plants, but the scale of respiratory 
costs compared with the true photosynthesis during the transition to 
other levels of source-sink relations has not been completely clarified.  

Under conditions of skotomorphogenesis, the control variant was 
marked by the lowest intensity of dark respiration, and under the action 
of gibberellin and its antagonist chlormequat-chloride the intensity of 
respiration increased. In the seedlings that grew in the light, the highest 
intensity of respiration was observed in the variant with chlormequat-
chloride, and the lowest – in the variant with gibberellin. Generally, in 
all variants of the experiment the dark respiration intensity was lower in 
seedlings which passed on the light from heterotrophic to autotrophic 
nutrition than in seedlings, grown in the dark (Table 4). Thus, a 
modification of regulatory relations in the source-sink system "depot of 
assimilates – growth" in the early development of seedlings by using 
exogenous gibberellin and retardant chlormequat-chloride leads to 
changes in morphogenesis and growth rate, which affects the intensity 
of reserve compounds’ use, respiration and photosynthesis during the 
transition to autotrophic nutrition. In the dark and using gibberellin the 
request for reserve substance increases, while in the light and with 
treatment by retardants the acceptor activity of seedlings decreases.  

Table 4 
Intensity of gas exchange of pumpkin seedling , variety Mozoliyivskyy 15,  
under the influence of gibberellin (GA3, 150 mg/l) and chlormequat-chloride (0.25% solution)  
under photo- and skotomorphogenesis (mg CO2/g of dry matter • h, the 12h day of germination, n = 5)  

Photomorphogenesis Skotomorphogenesis 

Variant of experiment utilization coefficient 
of reserve substances 

of seeds, % 

intensity of 
respiration (R) 

apparent 
photosynthesis 

true photosynthesis 
(Рg) 

R/Рg 
utilization coefficient  
of reserve substances  

of seeds, % 

intensity of 
respiration (R) 

Control 18.30 ± 0.64 1.70 ± 0.07 0.95 ± 0.02 2.65 ± 0.09 0.59 35.9 ± 0.85 2.03 ± 0.08 
GA3   22.20 ± 0.35*   1.14 ± 0.03*   0.81 ± 0.03*   1.95 ± 0.06* 0.64   38.4 ± 0.32*   3.00 ± 0.12* 
Chlormequat-chloride   13.87 ± 0.56*   2.57 ± 0.08*   0.32 ± 0.01* 2.89 ± 0.09 0.89   22.9 ± 0.18*   2.94 ± 0.10* 

Note: * – significant difference at P < 0.05.  
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Discussion 
 

It is known that there is a close relationship between the changes 
in growth characteristics with the action of retardants and the activity 
of gibberellins. In particular, under the influence of paclobutrazol, 
chlormequat-chloride and dekstrel a significant decrease was noted in 
the activity of free gibberellins in raspberry shoots in conditions of 
growing and field experiments, while the introduction of exogenous 
gibberellic acid raised significantly their activity in the tissues of the 
stem (Kuryata, 2009). Our results indicate that gibberellin increased 
and chlormequat-chloride decreased the linear dimensions and volu-
me of cells of the main parenchyma, but the use of preparations had 
no effect on the number of fibrovascular bundles in the stem. Thus, 
gibberellins and the absence of light increase growth processes, and 
therefore attractive activity in seedlings at the heterotrophic nutrition 
stage. The use of retardants and the effect of light in this period acts in 
the opposite way – reduces the intensity of the growth process and 
therefore the attractive activity of seedlings. Consequently, the forma-
tion by seedlings of "a request" for the reserve assimilates from 
cotyledons is largely determined by changes in subapical meristem 
activity, which is manifested in the acceleration of seed germination, 
amplification of histogenesis for the action of gibberellin and weake-
ning of these processes under the influence of the retardant.  

Since the growth amplified and the activity of seedlings’ 
meristems intensified under GA3 compared with the action of 
retardants, it is important to analyze the features of redistribution of 
reserve substances in the acceptor zone (seedling) in the variants of 
the experiment in connection with formation of a different request 
for reserve metabolites. The results obtained for determining the 
content of different forms of nitrogen and oil in the cotyledons 
indicate that gibberellins are an important link of the unique 
regulatory mechanism of mobilization of reserve substances in 
germinating seeds, regardless of their chemical nature. The level of 
utilization of nitrogenous compounds from cotyledons was higher 
with the action of gibberellin. Previously, it was also found that the 
process of pumpkin seed germination was accompanied not only by 
use of typical reserve substances of oil crops – reserve oil and nitro-
gen-containing compounds, but also by a significant restructuring 
of polysaccharide complex of cell walls. The pentosans of cell walls 
use as a reserve substance and there is a change of conformation 
and a partial increase in the molecular weight of pectins. These 
processes were amplified in conditions of skotomorphogenesis as a 
result of intensive growth of seedlings in the absence of autotrophic 
nutrition and, consequently, a deeper utilization of the reserves of 
the donor plastic substances – the cotyledons (Poprotska, 2014). 

Intensity of plant respiration is closely related to the growth 
processes, usually intensity of respiration is amplified with intensifi-
cation of growth. The application of retardants allows one to 
explain clearly the significance of respiration components with the 
artificial change of donor and acceptor (source and sink) activity 
because it is possible to simulate this type of disbalance of the 
donor and acceptor activity in which a request to assimilates of the 
main acceptor (developing seedlings) is reduced due to inhibition its 
meristem activity. It must be emphasized that depending on the 
methodological approaches and the degree of research detail both 
the separate plant structures (organs, tissues, cells and organelles) 
and the processes (photosynthesis, respiration, storing, transporta-
tion) can act as a donor and as an acceptor. In this, the application 
of "donor and acceptor" concepts to particular organs or processes 
is not absolute and depends on the development phase of the sepa-
rate organ or the whole plant (Kiriziy et al., 2014).  

The results obtained permit one to draw the conclusion that gib-
berellin and its antagonists have opposite effects on respiratory com-
ponents: stimulation of growth under the action of GA3 is accom-
panied by increased growth respiration, and support of cell homeo-
stasis under the action of the growth inhibiting preparation chlor-
mequat-chloride provided by increase of maintenance respiration 
(Kuryata, 2009). In our view, the decrease in the intensity of true 
photosynthesis per unit weight of dry matter influenced by GA3 com-

pared to control can be explained by the lower proportion of the 
cotyledons’ weight compared to the whole plant in this version. At the 
same time, the respiratory costs (R/Pg) greatly increased in the variant 
using chlormequat-chloride. We have previously been suggested that 
respiration plays the role of "safety valve" by removing the excess of 
assimilates in the form of CO2 (Kuryata and Kiriziy, 2008). Thus the 
donor function of cotyledonary leaves of photomorphic plants is 
limited by the increase of respiratory costs, therefore it decreases the 
proportion of assimilates that are directed to the needs of organo-
genesis. The combined use of light, gibberellin and retardants for 
artificial regulation of tension of source-sink relations in plants can be 
an effective methodological approach to study of the role of 
phytohormones and to clarify the features of use of plant reserve 
compounds in experimental researches of the germination processes. 
 
Conclusions  
 

In conditions of skotomorphogenesis of pumpkin seedlings an 
inhibition or intensification of growth caused increase in respiration 
intensity. When nutrition type in the light was switched from hete-
rotrophic to autotrophic, gibberellin treatment increased the propor-
tion of assimilation processes in carbon dioxide gas exchange of 
pumpkin seedlings and growth inhibition by the retardant caused an 
increase in respiratory costs. The formation of a "request" to the re-
serve assimilates from cotyledons by seedlings is largely determi-
ned by changes in activity of subapical meristems, which are mani-
fested in acceleration of seed germination, enhancement of histoge-
nesis for the actions of gibberellin and the weakening of these 
processes under the influence of retardants. Both oil and nitrogen-
containing compounds were used as reserve substances. The con-
tent of protein nitrogen in pumpkin cotyledons decreased more in 
the light than in the dark, and growth inhibition by the retardant 
slowed down and increasing by gibberellin accelerated this process 
both in conditions of photo- and skotomorphogenesis.  
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The article deals with the calculation and comparison indications of the condition of the prooxidant-antioxidant system 
(PAS) of strains of Basidiomycetes under periodic surface cultivation on a glucose-peptone medium. The research material 
consisted of the mycelium and culture filtrate (CF) from 57 strains, 52 of them belonging to 7 species of the order 
Agaricales and 5 belonging to 5 species of the order Polyporales. The intensity of the processes of lipid peroxidation 
was determined by a modified spectrophotometric method for contents of active products to thiobarbituric acid. Total 
antioxidant activity (АОА) of the mycological material was evaluated by intensity of inhibition from accumulated 
products of lipid peroxide oxidation (LPO) in a model reaction of oxidation by Twin-80 oxygen of the air. From the 
data obtained, indicators of prooxidant activity (POA), indicators of reserve of substrate peroxidation (SPO) and the 
balance coefficient of the prooxidant-antioxidant system (CbPАS) were calculated. It was established that strains of 
Basidiomycetes are characterized by significant predominance of prooxidant activity characteristic of PAS in the culture 
filtrate in comparison with the mycelium indicator. The highest values of POA in the Culture Filtrate were observed on 
the 12-th day of cultivation for the strain Р-089 genus Pleurotus and strain Gl-2 genus Ganoderma, and for the 
mycelium on the 9-th day of cultivation for the strains Р-сіtr, Р-089, Р-er and Р-082 of the genus Pleurotus. There is a 
direct dependence between the indicators of POA in the CF and mycelium for each strain, this dependence and level of 
indication do not reflect their systematic placement. We distinguished a more significant prevalence of indicators of 
reserve of substrates peroxidation of mycelium for most strains, than for such indicators with CF The highest value of 
reserve SPO of mycelium was recorded for strains Р-447, Р-998, Р-039, Р-94, Р-2175, Р-сіtr, Р-er, D-140 of the genus 
Pleurotus and strains F-107, F-610 of the genus Flammulina. For the majority of the strains there was a clear prevalence 
of the values of the balance coefficients for PAS of mycelium over those of CF. Maximum values of the balance 
coefficient PAS of mycelium on the 9-th day were recorded for strains Т-10 (F. fomentarius) and D-140, Р-035, Р-01, 
Р-105 (P. ostreatus) and on the 12-th day for strains Sc-10 (S. commune), Р-kl, Р-14 (P. ostreatus), Р-er (P. eryngii) і 
960 (A. cylindracea). The abovementioned strains are distinguished by the with high level of AOA in the mycelium on 
certain days of cultivation and can be recommended as producers of antioxidants of fungal origin.  

Keywords: prooxidant activity; antioxidant activity; mushrooms; surface cultivation; glucose-peptone medium  

Стан прооксидантно-антиоксидантної системи  
деяких штамів базидіомікотових грибів  

О. В. Федотов  

Донецький національний медичний університет, Краматорськ, Україна  

Робота присвячена розрахунку та порівнянню показників стану прооксидантно-антиоксидантної системи (ПАС) штамів 
базидіомікотових грибів за їх поверхневого періодичного культивування на глюкозо-пептонному середовищі. Матеріал дослідження – 
міцелій та культуральний фільтрат (КФ) 57 штамів: 52 із них належать до 7 видів порядку Agaricales та 5 – до 5 видів порядку Polyporales. 
Інтенсивність процесів ліпідної пероксидації визначали модифікованим спектрофотометричним методом за вмістом продуктів ПОЛ, 
активних до тіобарбітурової кислоти. Загальну антиоксидантну активність (АОА) мікологічного матеріалу оцінювали за інтенсивністю 
гальмування накопичення продуктів ПОЛ у модельній реакції окиснення Твін-80 киснем повітря. За отриманими даними розраховували 
показник прооксидантної активності (ПОА), показник резерву субстратів перекисного окиснення (СПО) та коефіцієнт рівноваги проокси-
дантно-антиоксидантної системи (КРПАС). Для штамів базидіомікотових грибів характерне переважання активності прооксидантної 
складової ПАС у культуральному фільтраті порівняно з цим показником міцелію. Найвищі значення ПОА КФ відмічаються на 12-ту добу 
культивування штаму Р-089 роду Pleurotus і штаму Gl-2 роду Ganoderma, а міцелію – на 9-ту добу культивування штамів Р-сіtr, Р-089, Р-er 
та Р-082 роду Pleurotus. Зареєстровано пряму залежність між показниками ПОА КФ і міцелію кожного штаму, ця залежність та рівень 
показника не відображають їх систематичного положення. Виявлено суттєву перевагу показників резерву субстратів перекисного 
окиснення міцелію більшості штамів над таким показником КФ. Найвищі значення резерву СПО міцелію зафіксовані для штамів Р-447,  
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Р-998, Р-039, Р-94, Р-2175, Р-сіtr, Р-er, D-140 роду Pleurotus та штамів F-107, F-610 роду Flammulina. Для переважної більшості штамів 
характерне переважання значень коефіцієнтів рівноваги ПАС міцелію над такими КФ. Максимальні значення коефіцієнтів рівноваги ПАС 
9-добового міцелію зафіксовані для штамів Т-10 (F. fomentarius) і D-140, Р-035, Р-01, Р-105 (P. ostreatus) та 12-добового – штамів Sc-10 
(S. commune), Р-кл, Р-14 (P. ostreatus), Р-er (P. eryngii) і 960 (A. cylindracea). Названі штами вирізняються високим рівнем АОА міцелію на 
встановлену добу культивування та можуть бути рекомендовані як продуценти антиоксидантів грибного походження.  

Ключові слова: прооксидантна активність; антиоксидантна активність; поверхневе культивування; глюкозо-пептонне середовище  

Вступ  
 

Прооксидантно-антиоксидантна система (ПАС) живого 
організму включає два взаємопротилежні процеси: генерацію 
активних форм кисню (АФК), що ініціюють вільнорадикальне 
перекисне окиснення (ВРПО) та сповільнення чи припинення 
процесу окиснення комплексом речовин антиоксидантного за-
хисту (АОЗ) (Halliwell, 2006; Winquist, 2008; Egorova et al., 
2015). Увага до зміни показників ПАС пояснюється їх вирі-
шальним значенням у функціонуванні організму на клітин-
ному та організменому рівнях. У численних дослідженнях, які 
проводяться в галузі вільнорадикальної біології, показано, що 
розвиток дисбалансу ПАС супроводжується порушенням 
функціонування систем організму (Droge, 2002; Fruehauf et al., 
2007). Зміщення рівноваги ПАС зумовлює зниження його резис-
тентності до несприятливих екзогенних і ендогенних факторів і 
є однією із ключових ланок розвитку патогенетичних явищ (Syr-
chin et al., 2015; Fedotov, 2016). Окисний стрес, що супроводжу-
ється переважанням прооксидантного процесу над антиокси-
дантним, характеризується посиленням неконтрольованих реак-
цій вільнорадикального окиснення (ВРО), у тому числі перекис-
ного окиснення ліпідів (ПОЛ) з одночасним виснаженням анти-
оксидантної системи (АОС) (Fruehauf et al., 2007). Кореляція 
окисного стресу та розвитку патогенетичних явищ можлива по-
силенням біосинтезу власних чи внесенням додаткових про- та 
антиоксидантів (Cherubini et al., 2008; Syrchin et al., 2015).  

Тривале використання синтетичних лікарських препаратів, у 
тому числі антиоксидантів обмежене через їх потенційну токсич-
ну дію. Це підвищує актуальність пошуку високопродуктивних 
природних продуцентів біологічно активних речовин (БАР) 
(Halliwell, 2006; Pham-Huy et al., 2008; Wasser, 2011). Одні з пер-
спективних організмів-продуцентів БАР профілактично-лікуваль-
ної дії – базидіомікотові гриби (Asatiani et al., 2010; Wasser, 2010, 
2011; Syrchin et al., 2015). Ці організми як у природних умовах, так 
і за їх штучного вирощування здатні до синтезу та накопичення 
повноцінного протеїну та численних БАР. Приміром, їх складні 
ензимні комплекси прооксидантно-антиоксидантної системи заді-
яні у біотрансформації складних та хімічно стійких біополімерів, 
що має промислове (Chang, 2001; Winquist, 2008; Kapich, 2010) та 
екологічне значення (Eriksson et al., 1990; Fedotov, 2007; Chayka et 
al., 2014). Як наслідок, інтенсивно розробляються способи культи-
вування їстівних та лікарських видів базидіомікотових та виділен-
ня їх метаболітів (Voloshko et al., 2011; Fedotov et al., 2012; Bisko et 
al., 2016). Це поліцукри та ензими, поліфеноли та терпени, 
полікетиди та стероїди, вітаміни та вітаміноподібні речовини 
тощо (Wasser, 2011; Voloshko et al., 2011; Velygodska et al., 2016). 
Їх терапевтична дія, у першу чергу, зумовлена антиоксидантною 
активністю – здатністю до поглинання (scavenging) вільних 
радикалів, модуляції активності ензимів шляхом хелатування 
металів та пригнічення процесу окиснення ліпідів (Asatiani et al., 
2010; Kapich, 2011; Syrchin et al., 2015). Дослідження показали, що 
грибні метаболіти, у тому числі антиоксиданти, мають високий 
рівень біодоступності, здатні швидко метаболізуватися в 
організмі. Вживання грибів та інших продуктів із високою 
концентрацією антиоксидантів зумовлює появу у плазмі крові 
біоактивних метаболітів, що, у свою чергу, підвищує її анти-
оксидантну активність (Cherubini et al., 2008; Bitto et al., 2010; 
Syrchin et al., 2015).  

Мета цього дослідження – встановити та порівняти показ-
ників прооксидантно-антиоксидантної системи у динаміці рос-
ту штамів базидіомікотових грибів за їх поверхневого періо-
дичного культивування на глюкозо-пептонному середовищі.  

Матеріал і методи досліджень  
 

Об’єкти дослідження – 57 штамів 12 видів грибів відділу 
Basidiomycota (Fedotov et al., 2012). Серед них до порядку 
Agaricales належать штами 167, 218, 960 Agrocybe cylindracea 
(DC.) Gillet., штам Fh-08 Fistulina hepatica Schff. ex Fr., штами 
F-03, F-06, F-073, F-1, F-10, F-102, F-104, F-107, F-112, F-2,  
F-202, F-204, F-vv, F-610 Flammulina velutipes (Curt.: Fr.) Sing., 
штам Р-сіtr Pleurotus citrinopileatus Singer., штам P-er Pleurotus 
eryngii (DC.: Fr.) Quél., штами D-140, Hk-35, P-004, P-01, P-035, 
P-039, P-081, P-082, P-083, P-087, P-088, P-089, P-105, P-107,  
P-12к, P-191, P-192, P-203, P-206, P-208, P-209, P-210, P-6v,  
P-кл, Р-14, Р-4к, Р-91, Р-94, Р-998, P-447, P-2175 Pleurotus 
ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm. та штам Sc-10 Sсhizophyllum com-
mune Fr.: Fr.. До порядку Polyporales належать штам Dq-08 Dae-
dalea quercina Fr., штам T-10 Fomes fomentarius (L. ex Fr.) Gill., 
штам Gl-2 Ganoderma lucidum (Curt.: Fr.) P. Karst., штам Il-4k Irpex 
lacteus Fr. та штам Ls-08 Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill. 
Систематичне положення видів досліджуваних штамів з’ясоване 
згідно із сучасними літературними джерелами (Kirk, 2008).  

Із метою встановлення показників стану прооксидантно-
антиоксидантної системи дослідні штами культивували періо-
дично поверхнево за 27,5 ± 0,02 °С протягом 12 діб у колбах 
Ерленмеєра ємністю 250 мл, що містили 50 мл живильного 
середовища. Використовували стандартне глюкозо-пептонне 
середовище (ГПС, рН 6,5 ± 0,2): глюкоза – 10,0 г/дм3, пептон – 
3,0 г/дм3, КН2РО4 – 0,6 г/дм3, К2НРО4 – 0,4 г/дм3, MgSO4 • 
7H2O – 0,5 г/дм3, CaCl2 – 0,05 г/дм3, ZnSO4 • 7H2O – 0,001 г/дм3. 
Інокулюмом (0,5 ± 0,01 г/дм3) слугували 10-добові міцеліальні 
культури штамів на сусло-агарі (СА). Режим ферментації зу-
мовлений економічною та технологічною недоцільністю дов-
гострокового культивування та тривалістю фази експоненці-
ального росту штамів (Wasser, 2011; Fedotov, 2012).  

Досліджували міцелій і культуральний фільтрат (КФ), які 
готували таким чином. Після закінчення терміну культивуван-
ня штамів міцелій відділяли від культуральної рідини за 
температури 5 ± 1 °С шляхом фільтрування. Отриманий міце-
лій промивали дистильованою водою, підсушували на фільт-
рувальному папері та гомогенізували шляхом розтирання в 
охолодженій до 1 ± 0,5 °С фарфоровій ступці. Міцеліальний 
гомогенат (МГ) використовували для приготування водної 
витяжки та разом із КФ – для визначення показників ПАС. 
Рештки міцелію переносили у відкалібровані бюкси, зважува-
ли та висушували за +104 ± 2 °С до постійної маси. Далі роз-
раховували вологість і абсолютно суху біомасу (АСБ) міцелію 
(Dudka et al., 2003; Voloshko et al., 2011; Chayka et al., 2014).  

Із метою встановлення рівня самочинної інтенсивності (Ас) 
процесів ПОЛ, до 1,5 мл водної витяжки міцелію або 0,5 мл 
КФ (контроль – дистильована вода) додавали розчини три-
хлороцтової кислоти (ТХО) та тіобарбітурової кислоти (ТБК) 
до кінцевих концентрацій у реакційній суміші 0,61 та 
0,37 моль/дм3, відповідно. Суміш кип’ятили на водяній бані 
протягом 15 хв, після чого швидко охолоджували до + 20 °С. 
Отриманий розчин центрифугували 15 хв за 1 700 g. Із метою 
визначення рівня індукованої (Аі) інтенсивності процесів ПОЛ 
до вказаних об’ємів водної витяжки міцелію або КФ (контроль – 
дистильована вода) додавали 1•10–3 моль/дм3 розчин сірчано-
кислого заліза і 1•10–2 моль/дм3 аскорбінової кислоти. Суміш 
витримували за +40 °C на водяній бані протягом 90 хв. Далі на 
спектрофотометрі за довжини хвилі 532 і 590 нм вимірювали 
екстинкцію супернатантів дослідних проб проти контрольних. 
Самочинну та індуковану інтенсивність ПОЛ міцелію чи КФ 
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розраховували за формулою (Chayka et al., 2014; Fedotov, 2016):  
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де Е532 і Е590 – показники екстинкції, V – об’єм реакційної 
суміші (мл), K – коефіцієнт перерахунку на АСБ міцелію, 106 – 
фактор розмірностей, 1,56 • 105 – молярний коефіцієнт екстин-
кції, Р – наважка сирого міцелію (г) або об’єм КФ (мл). Кіль-
кість у мікологічному матеріалі продуктів ПОЛ, активних до 
ТБК (ТБК-АП) виражали у нмоль/г АСБ або нмоль/мл КФ.  

За отриманими значеннями Ас і Аі розраховували показник 
прооксидантної активності (ПОА – характеризує активність 
прооксидантної складової прооксидантно-антиоксидантної си-
стеми) та показник резерву субстратів перекисного окиснення 
(СПО, який вказує на можливість індукції ПОЛ за дії факторів 
середовища) за формулами (Chayka et al., 2014; Fedotov, 2016):  

і

с

А

А
ПОА  ,    %100




і

сі

А

АА
СПО . 

На останньому етапі розраховували коефіцієнт рівноваги 
прооксидантно-антиоксидантної системи (КРПАС) за форму-
лою (Chayka et al., 2014; Fedotov, 2016):  

ПОА
АОА

К РПАС  . 

Культивування штамів проводили у триразовій повторності. 
Статистичну обробку експериментальних даних проводили з ви-
користанням пакета програм для проведення статистичної об-
робки результатів біологічних експериментів. Різницю між да-
ними вважали достовірною за P < 0,05 (Prisedskiy, 1999).  
 
Результати  
 

Прооксидантна активність. Показники прооксидантної 
активності міцелію (рис. 1) та культурального фільтрату (рис. 2) 
досліджених штамів мають індивідуальні значення та характе-
ризуються такими ознаками.  

ПОА міцелію переважної більшості штамів на 9-ту та 12-ту 
добу культивування перебуває в межах від 0,15 (штам F-610, 9 
ДК) до 0,51 (штам Dq-08, 12 ДК). Виняток – штами Р-сіtr,  
Р-089, Р-er та Р-082 роду Pleurotus, активність прооксидантної 
складової ПАС міцелію на 9-ту добу культивування яких має 
найвищі значення 0,96 ± 0,21, 0,71 ± 0,14, 0,61 ± 0,16 та 0,58 ± 
0,23, відповідно. Цікаво відмітити в цій групі штам Р-447, 
ПОА міцелію якого на 12-ту добу перевищує цей показник на 
9-ту добу культивування та дорівнює 0,55 ± 0,19.  

Активність прооксидантної складової прооксидантно-
антиоксидантної системи в культуральному фільтраті вища за 
цей показник у міцелії. За найвищими значеннями на 12-ту 
добу культивування виділяються штами Р-089 (0,99 ± 0,17) 
роду Pleurotus і Gl-2 (0,97 ± 0,14) роду Ganoderma. Далі, в 
порядку зменшення ПОА КФ ідуть штами F-107, P-035, 960. 
Найнижчі значення ПОА КФ зафіксовані на 12-ту добу куль-
тивування штаму F-104 (0,26 ± 0,19) роду Flammulina.  

Узагальнюючи отримані експериментальні дані, треба від-
мітити, що для всіх досліджених штамів базидіоміцетів харак-
терне значне переважання активності прооксидантної складо-
вої ПАС у культуральному фільтраті порівняно з цим показ-
ником міцелію. Найвищі значення ПОА КФ відмічаються на 
12-ту добу культивування штаму Р-089 роду Pleurotus і штаму 
Gl-2 роду Ganoderma, а міцелію – на 9-ту добу культивування 
штамів Р-сіtr, Р-089, Р-er та Р-082 роду Pleurotus. Зареєстрова-
но пряму залежність між показниками ПОА і КФ міцелію кож-
ного штаму, ця залежність та рівень показника не відобража-
ють їх систематичного положення.  

Резерв субстратів перекисного окиснення. На наступному 
етапі розраховували резерв субстратів перекисного окиснення 
(СПО), до яких переважно входять ліпідні сполуки, зокрема 
поліненасичені жирні кислоти. Його рівень вказує на можли-
вість індукції процесу ПОЛ за дії різних факторів. За рівнем 
СПО міцелію (рис. 3) досліджені штами умовно поділяються 
на три групи. До першої належать п’ять штамів (Р-087, Р-082, 
Р-081, Р-12k, Р-192) роду Pleurotus із низькими значеннями 
резерву СПО. Тобто для міцелію цих штамів характерна висо-
ка інтенсивність процесів ПОЛ із залученням більшості до-
ступних субстратів. До другої групи можна віднести чотири 
штами (F-112, F-2, F-204, F-vv) роду Flammulina та три штами 
Р-01, Р-105, Р-107 роду Pleurotus із помірними значеннями 
показника резерву СПО. Міцелій цих штамів вирізняється 
помірною інтенсивністю процесів ПОЛ у застосованих 
умовах культивування. Переважна більшість (45 штамів) 
складає третю групу та характеризується високими значен-
нями показника резерву СПО. Для міцелію цих штамів 
характерна низька інтенсивність процесів ПОЛ із залученням 
незначної кількості доступних субстратів та, ймовірно, 
високим вмістом АО. Найвищі значення резерву СПО 
міцелію зафіксовані у восьми штамів (Р-447, Р-998, Р-039,  
Р-94, Р-2175, Р-сіtr, Р-er, D-140) роду Pleurotus та двох 
штамів (F-107, F-610) роду Flammulina.  

 
Рис. 1. Прооксидантна активність міцелію штамів на 9-ту (9 ДК) та 12-ту (12 ДК) добу культивування (n = 3)  
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Рис. 2. Прооксидантна активність культурального фільтрату штамів на 9-ту (9 ДК) та 12-ту (12 ДК) добу культивування (n = 3) 

 
Рис. 3. Показник резерву субстратів перекисного окиснення міцелію штамів на 9-ту (9 ДК) та 12-ту (12 ДК) добу культивування (n = 3) 

Резерв субстратів перекисного окиснення КФ (рис. 4) знач-
но нижчий за цей показник міцелію. Отримані результати 
СПО культурального фільтрату можна поділити на дві групи. 
До першої, зі значеннями показника резерву СПО до 50%, 
належать 46 штамів. Найнижчі показники СПО зафіксовано 
для КФ штамів F-112, Р-087, Р-082 та Р-081. У другу, полі-
морфну, групу можемо віднести 11 штамів із високими 
значеннями показника резерву СПО (F-104, F-204, P-208,  
P-206, P-2175, P-203, F-610, P-998, F-202, F-vv, Hk-35). Для КФ 
цих штамів властива низька інтенсивність процесів ПОЛ і 
порівняно висока антиоксидантна активність (АОА).  

Підсумовуючи отримані на цьому етапі дані, зазначимо ви-
явлену для переважної більшості штамів суттєву перевагу по-
казників резерву субстратів перекисного окиснення міцелію 
над таким показником КФ. Найвищі значення резерву СПО 
міцелію зафіксовані для 8 штамів (Р-447, Р-998, Р-039, Р-94,  
Р-2175, Р-сіtr, Р-er, D-140) роду Pleurotus та двох штамів  
(F-107, F-610) Flammulina. Названі штами перспективні для 
застосування в індикації певних біотехнологічних процесів чи 
екологічному тестуванні.  

Коефіцієнт рівноваги прооксидантно-антиоксидантної 
системи. Цей показник відображає співвідношення значень 
активності антиоксидантної та прооксидантної систем. За пе-
реважання останньої (під час посилення неконтрольованих 
реакцій вільнорадикального окиснення) значення КРПАС ма-
ють тенденцію до зниження. У разі зростання активності за-
хисних систем (у тому числі антиоксидантної) показники 
КРПАС зростають до порівняно високих значень.  

Зіставлення коефіцієнтів рівноваги ПАС міцелію та КФ 
досліджених штамів базидіоміцетів на 9-ту добу культивуван-
ня (рис. 5) дозволяє поділити їх на три групи. До першої вхо-
дять п’ять штамів (F-202, F-204, P-083, P-12k, P-206) з однако-
вими в межах штаму значеннями КРПАС міцелію та КФ. 
До другої – п’ять штамів роду Pleurotus (Р-081, Р-082, Р-087,  
Р-203, Р-209) із вірогідно вищими значеннями КРПАС КФ. 
Найбільша, третя група, об’єднує 47 штамів із вірогідно вищи-
ми значеннями КРПАС 9-добового міцелію. Максимальні зна-
чення коефіцієнтів рівноваги ПАС міцелію в цій групі 
зафіксовані для п’яти штамів: Т-10 (F. fomentarius) та D-140,  
Р-035, Р-01 та Р-105 (P. ostreatus). Ці штами вирізняються ви-
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соким рівнем АОА міцелію на 9-ту добу культивування та можуть 
бути рекомендовані як продуценти антиокисних речовин.  

Подовження терміну культивування до 12 діб (рис. 6) під-
тверджує виявлену для переважної більшості штамів тенденцію 
до переважання значень коефіцієнтів рівноваги ПАС міцелію над 
такими КФ. Із цієї групи, що складається з 54 штамів, треба від-
значити п’ять: Sc-10 (S. commune), Р-кл, Р-14 (P. ostreatus), Р-er 
(P. eryngii) та 960 (A. cylindracea). Названі штами вирізняються 
найвищими серед зафіксованих значеннями коефіцієнтів рівно-
ваги ПАС 12-добового міцелію. Вони доповнюють групу штамів 
із високим рівнем АОА міцелію на 9-ту добу культивування, а 
також можуть бути рекомендовані як продуценти антиокисних 
речовин. Треба зауважити, що групи з однаковими та переважаю-

чими у КФ значеннями КРПАС на 12-ту добу культивування 
зменшились до одного штаму F-102 та двох F-1, F-104 (F. velu-
tipes), відповідно. Узагальнюючи результати розрахунків цього 
етапу досліджень, зазначимо, що для переважної більшості шта-
мів характерне переважання коефіцієнтів рівноваги ПАС міцелію 
над такими КФ. Максимальні коефіцієнти рівноваги ПАС 9-добо-
вого міцелію зафіксовані для штамів Т-10 (F. fomentarius) і D-140, 
Р-035, Р-01, Р-105 (P. ostreatus), 12-добового – для штамів Sc-10 
(S. commune), Р-кл, Р-14 (P. ostreatus), Р-er (P. eryngii) і 960 
(A. cylindracea). Названі штами вирізняються високими значен-
нями КРПАС і рівнем АОА міцелію на встановлену добу культи-
вування та можуть бути рекомендовані як продуценти анти-
окисних речовин.  

 
Рис. 4. Показник резерву субстратів перекисного окиснення КФ штамів на 9-ту (9 ДК) та 12-ту (12 ДК) добу культивування (n = 3)  

 
Рис. 5. Коефіцієнт рівноваги прооксидантно-антиоксидантної системи міцелію та КФ штамів на 9-ту добу культивування (n = 3)  

Обговорення 
 

У попередніх дослідженнях (Voloshko et al., 2011; Velygod-
ska et al., 2016) установлено динаміку зростання, загальної 
антиоксидантної активності, рівня самочинної та індукованої 
інтенсивності процесів перекисного окиснення ліпідів 57 штамів 
базидіомікотових грибів за їх поверхневого періодичного куль-

тивування на глюкозо-пептонному середовищі (Fedotov, 2016). 
Отримані дані лягли в основу розрахунку та порівняння показ-
ників стану прооксидантно-антиоксидантної системи в динаміці 
росту цих штамів, дозволили виявити певні закономірності реє-
строваних показників і з’ясувати перспективи використання 
досліджених культур. Значне переважання активності проокси-
дантної складової ПАС у культуральному фільтраті порівняно з 
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цим показником міцелію на 12-ту добу культивування штаму  
Р-089 роду Pleurotus і штаму Gl-2 роду Ganoderma, а міцелію – 
на 9-ту добу культивування штамів Р-сіtr, Р-089, Р-er та Р-082 

роду Pleurotus може бути використане під час оцінювання при-
датності складу живильних середовищ, розроблення способів 
деструкції хімічно стійких сполук, моніторингу довкілля.  

 

 
Рис. 6. Коефіцієнт рівноваги прооксидантно-антиоксидантної системи міцелію і КФ штамів на 12-ту добу культивування  

Перспективні для застосування в індикації певних біотехно-
логічних процесів чи екологічному тестуванні штами Р-447,  
Р-998, Р-039, Р-94, Р-2175, Р-сіtr, Р-er, D-140 роду Pleurotus та 
штами F-107, F-610 роду Flammulina, для яких зафіксовані 
найвищі значення резерву субстратів перекисного окиснення мі-
целію. На біосинтетичні перспективи використання поодиноких 
штамів (Gl-2, Р-er, Р-039, F-610) вказують результати окремих 
скринінгових досліджень (Voloshko et al., 2011; Chayka et al., 
2014; Velygodska et al., 2016).  
 
Висновки  
 

Для штамів властиве переважання активності проокси-
дантної складової ПАС у культуральному фільтраті порівняно 
з цим показником міцелію. Найвищі значення прооксидантної 
активності КФ відмічено на 12-ту добу культивування штаму 
Р-089 роду Pleurotus і штаму Gl-2 роду Ganoderma, а міцелію – 
на 9-ту добу культивування штамів Р-сіtr, Р-089, Р-er та Р-082 
роду Pleurotus. Наявна пряма залежність між показниками 
ПОА КФ і міцелію кожного штаму. Ця залежність та рівень 
показника не відображають їх систематичного положення.  

Виявлено суттєву перевагу показників резерву субстратів 
перекисного окиснення міцелію більшості штамів над таким 
показником КФ. Найвищі значення резерву СПО міцелію за-
фіксовані для штамів Р-447, Р-998, Р-039, Р-94, Р-2175, Р-сіtr,  
Р-er, D-140 роду Pleurotus та штамів F-107, F-610 роду Flammulina.  

Для переважної більшості штамів характерне переважання 
коефіцієнтів рівноваги ПАС міцелію над такими КФ. Макси-
мальні значення коефіцієнтів рівноваги ПАС 9-добового міце-
лію зафіксовано для штамів Т-10 (F. fomentarius) і D-140,  
Р-035, Р-01, Р-105 (P. ostreatus), а 12-добового – для штамів  
Sc-10 (S. commune), Р-кл, Р-14 (P. ostreatus), Р-er (P. eryngii) і 960 
(A. cylindracea). Названі штами вирізняються високим рівнем 
АОА міцелію на певну добу культивування та можуть бути реко-
мендовані як продуценти антиоксидантів грибного походження.  
 
Подяки  
 

Висловлюємо щиру подяку науковим співробітникам від-
ділу мікології Інституту ботаніки ім. М. Г. Холодного НАН 
України за співпрацю, надані матеріали Колекції культур 

шапинкових грибів (ІВК), що має статус Національного над-
бання України.  
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The objective of this study is to evaluate the mutual influence of pain syndrome and borderline psychiatric 
disorders depending on its intensity and tolerability in patients with coxarthrosis who need endoprosthetics. 76 patients 
with coxarthrosis aged from 25 to 68 who were hospitalized in the Department of Endoprosthetics at Mechnikov 
Regional Clinical Hospital in Dnipro City in the period from November 2015 to September 2016 were observed. 
For diagnosis of psychopathological disorders, and for evaluation of the effectiveness of therapeutic interventions, the 
following methods were used in our research: clinical and psychopathological (technique SCL-90-R), Tаylor anxiety 
scale, study of the type of attitude to the disease (LOBI), Dembo-Rubinstein self-esteem scale, Leonhard-Schmieschek 
questionnaire for assessment of accentuation of personality traits, the Luscher 8-colour test and the Toronto alexithymia 
scale (TAS). Severity of pain syndrome was assessed using a visual analogue scale of pain (VAS). Forms of borderline 
mental disorders were diagnosed in 51 patients with coxarthrosis, such as depressive disorder (F 32) – 19 (24.8%), 
neurasthenia (F 48) – 12 (16.2), anxiety and phobic disorders (F 40–41) – 14 (18.1%), and personality disorders (F 60.5, 
F 60.6, F 60.7) – 6 (7.6%). In 25 (33.3%) patients clinically-defined forms of mental disorders were identified. Leading 
syndromes in these disorders were depression – 19 (24.8%) patients, anxiety and phobic – 15 (20.0%), asthenic – 10 
(12.4%), hypochondriacal – 7 (9.5%) patients. According to the results of the correlation analysis, a close correlation 
between the severity of pain syndrome and borderline mental disorders (r = 0.779) was established for patients in the 
preoperative stage. The average level of pain syndrome on the VAS scale in patients with borderline mental disorders 
was twice as high as in patients without these disorders (63.4 vs. 32.4 points), but it does not depend on the main 
psychopathological syndrome. The average level of pain on the VAS scale in patients with borderline mental disorders 
at the preoperative stage was twice as high as in patients without these disorders (63.4 vs 32.4 points), and after surgical 
intervention the level decreased only by 5.9 points or 9.3%. In patients with coxarthrosis with detected borderline 
mental disorders (51 people) the therapy had a complex character and was conducted both at the hospital stage for one 
month, and in the outpatient stage as "maintenance" therapy for 3 months or more. Therapy of the neurotic state with 
decompensation lasted on average 6 months. Treatment included psycho-educational and therapeutic arrangements 
(conversations, lectures, autotraining) and psychopharmatherapy (tranquilizers, antidepressants, antipsychotics in small 
and medium therapeutic doses). The conducting of simultaneous corrective measures for identified borderline mental 
disorders in patients of the main groups contributed to a significant reduction in the severity of pain within the six-
month period of observation and moved them towards the level of the patients in the control group. Borderline mental 
disorders that take place in patients with chronic somatic diseases, which include, in particular, coxarthrosis, 
significantly amplify the severity of the condition, reduce the possibility of adaptation, and thus aggravate the course 
and the outcome of the main disease.  

Keywords: pain; nonpsychotic mental disorders; coxarthrosis; psychopathological disturbances  

Взаємовплив інтенсивності больового синдрому  
та граничних психічних розладів у хворих на коксартроз  

І. Д. Спіріна, Є. С. Феденко, С. В. Рокутов, В. Є. Казаков, А. В. Шорніков  

Державний заклад «Дніпропетровська медична академія» МОЗ України, Дніпро, Україна  

Оцінено взаємовплив больового синдрому та граничних психічних розладів залежно від його інтенсивності та переносимості у хворих 
на коксартроз, які потребують ендопротезування тазостегнового суглоба. Спостерігали 76 хворих на коксартроз віком 25–68 років, які 
перебували на стаціонарному лікуванні у відділенні ендопротезування обласної клінічної лікарні ім. І. І. Мечникова м. Дніпро у період із 
листопада 2015 по вересень 2016 року. Для діагностики психопатологічних розладів і оцінювання ефективності лікувальних заходів у 
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роботі застосовано такі методи: клініко-психопатологічний (методика SCL-90-R), шкала тривоги Тейлора, дослідження типу ставлення до 
хвороби (ЛОБІ), шкала самооцінки Дембо – Рубінштейн, опитувальник Леонгарда – Шмішека, 8-колірний тест Люшера, Торонтська 
алекситимічна шкала (TAS). Вираженість больового синдрому оцінювалась за допомогою візуально-аналогової шкали болю (ВАШ). 
Під час дослідження у 51 хворого на коксартроз діагностовано такі форми граничних психічних розладів як депресивний розлад (F 32) – 19 
(24,8%), неврастенія (F 48) – 12 (16,2%), тривожні та фобічні розлади (F 40–41) – 14 (18,1%), розлади особистості (F 60.5, F 60.6, F 60.7) – 6 
(7,6%). У 25 (33,3%) пацієнтів клінічно окреслених форм психічних розладів не виявлено. Провідні синдроми при цих розладах: 
депресивний – 19 хворих (24,8%), тривожно-фобічний – 15 (20,0%), астенічний – 10 (12,4%), іпохондричний – 7 пацієнтів (9,5%). За ре-
зультатами кореляційного аналізу встановлено тісну кореляцію вираженості больового синдрому з наявністю граничних психічних розладів 
(r = 0,779) на передопераційному етапі. Середній рівень больового синдрому за ВАШ у хворих із граничними психічними розладами вдвічі 
вищий, ніж у пацієнтів без цих порушень (63,4 проти 32,4 бала), але не залежав від провідного психопатологічного синдрому. Середній рівень 
інтенсивності болю за ВАШ у хворих із виявленими граничними психічними розладами на передопераційному етапі був удвічі вищий, ніж у 
пацієнтів без цих порушень (63,4 проти 32,4 бала), а після оперативного втручання показник зменшився лише на 5,9 бала, або 9,3%. Одночасне 
проведення корекційних заходів щодо виявлених граничних психічних розладів у хворих основної групи дозволило вже до шестимісячного 
строку спостереження суттєво зменшити вираженість больового синдрому та наблизити їх до рівнів пацієнтів контрольної групи. Граничні 
психічні порушення у хворих із тривалими соматичними захворюваннями, до яких, зокрема, належить коксартроз, суттєво посилюють 
тяжкість стану, знижують адаптаційні можливості, обтяжуючи перебіг і результат основного захворювання.  

Ключові слова: біль; психічні розлади; коксартроз; психопатологічні розлади  

Вступ  
 

Тазостегновий суглоб – найважливіший елемент опори та 
пересування людини у просторі, що має широкі функціональні 
можливості, випробовує значні статичні та динамічні наванта-
ження та забезпечує гармонійність рухів людини (Loskutov, 
2010). Дегенеративно-дистрофічні захворювання суглобів (ос-
теоартроз, артроз, остеоартрит) належать до найпоширеніших 
форм ураження опорно-рухового апарату у дорослого населення 
багатьох країн, включно з Україною (Loskutov, 2010; Nassonova 
et al., 2011; Zagorodniy, 2011; Ackerman et al., 2017). Остеоартроз 
посідає провідну позицію серед усіх ревматичних захворювань 
(60–70%), а його клінічні симптоми спостерігаються у 10–20% 
дорослого населення (Poulsen et al., 2012; Cho et al., 2015).  

Найбільш доказовими факторами ризику розвитку та про-
гресування остеоартрозу вважають вік, жіночу стать, надлиш-
кову масу тіла, обтяжену спадковість (Tukker et al., 2008; Law-
rence et al., 2008; Nassonova et al., 2011; Hardcastle et al., 2014; 
Kc et al., 2015). Серед хворих на остеоартроз у молодому віці 
переважають чоловіки, у похилому – жінки. Захворювання за-
звичай маніфестує в осіб віком понад 40 років та виявляється у 
30–40% осіб віком до 65 років і у 50–90% – понад 65 років 
(Makolkin et al., 2007; Sharma and Berenbaum, 2007). Останні 
роки характеризуються тенденцією до зростання захворюваності 
на остеоартроз як у результаті загального постаріння населення, 
так і за рахунок розвитку захворювання в осіб молодше 45 років.  

Значне поширення дегенеративно-дистрофічних захворю-
вань серед дорослого населення та їх прогресуючий перебіг 
спричинюють втрату працездатності, а також передчасну 
інвалідність, що перетворює медичну реабілітацію таких хво-
рих на важливу проблему охорони здоров’я (Loskutov, 2010). 
Соціальна значущість остеоартрозу зумовлена такими характе-
ристиками захворювання: хронічним прогресуючим перебі-
гом, рецидивуючим больовим синдромом, наростаючим обме-
женням рухової функції та свободи пересування, необхідністю 
проведення тривалого (нерідко довічного) високовартісного 
лікування (Loskutov, 2010; Nassonova et al., 2011; Mújica Mota, 
2013). Причому соціальні аспекти захворювання з розвитком 
цивілізації, урбанізації й технічним прогресом усе більше зрос-
тають, а групи ризику серед населення збільшуються, чому 
сприяє хронічний стрес, погіршення екології, аутоімунні реакції, 
гіподинамія тощо. За даними американських дослідників, очіку-
ється, що в наступні два десятиліття захворюваність на остео-
артроз збільшиться більше ніж удвічі (Lawrence et al., 2008). 
Прогнозоване до 2020 року збільшення тривалості життя насе-
лення Землі висуває остеоартроз на четверте місце серед провід-
них причин втрати працездатності населення (Zagorodniy, 2011).  

Коксартроз (КА) – хронічне прогресуюче захворювання 
тазостегнового суглоба – визнаний найважчою формою остео-
артрозу та серйозною медико-соціальною проблемою у зв’язку 
зі значним поширенням хвороби серед осіб працездатного 
віку, втратою професійних і соціальних навичок, значною 

інвалідизацією хворих, неминучим зниженням якості життя 
(Loskutov, 2010; Zagorodniy, 2011). За даними вітчизняної та 
зарубіжної літератури, КА посідає перше місце серед аналогіч-
них захворювань інших великих суглобів (Loskutov, 2010). 
На захворювання даної локалізації страждають 30–50% хворих 
остеоартрозом (Zagorodniy, 2011), 3–5% усього населення 
(Zagorodniy, 2011; Cho et al., 2015), а інвалідність становить 
7,0–37,6% кількості всіх інвалідів з ураженнями опорно-
рухової системи (Duffy et al., 2005). В Україні серед хворих, що 
вперше звернулись до медико-соцільної експертної комісії 
(МСЕК) для встановлення групи інвалідності у зв’язку з 
патологією опорно-рухового апарату, пацієнти з КА складають 
близько 35% (Chaban and Khaustova, 2010).  

Біль виступає першим і основним симптомом захворю-
вання, входить до діагностичних критеріїв остеоартрозу основ-
них локалізацій – кисті, тазостегнового та колінного суглобів 
(Chong et al., 2013; Rahman et al., 2016). Міжнародна асоціація з 
вивчення болю (IASP) визначає його як «неприємне сенсорне 
й емоційне переживання, пов’язане з істинним або потенцій-
ним пошкодженням тканини або описуване у термінах такого 
пошкодження» (Rebrov et al., 2011). Це свідчить, що відчуття 
болю може виникати навіть за відсутності будь-якого 
пошкодження, але описуватися пацієнтом як відчуття пошкод-
ження. Тобто біль завжди суб’єктивний, що вказує на важливу 
роль психічних чинників у формуванні та підтриманні болю. 
Саморегуляція болю та його вплив на організм багато в чому 
залежать від того, як саме люди справляються з болем, адапту-
ються до нього та мінімізують стрес, зумовлений болем, тобто 
від їх стратегій психофізіологічної адаптації (Bair et al., 2008; 
Munce and Stewart, 2007).  

Гострий і хронічний біль потрібно розглядати як найакту-
альнішу проблему охорони здоров’я. Гострий біль звичайно 
вказує на конкретну проблему чи загрозу для життя, у той час 
як хронічний біль є в усіх випадках патологічним станом, який 
викликає дезадаптацію та зниження якості життя пацієнта 
(Danilov et al., 2010). Загальновизнані факти, що виражені пси-
хопатологічні зміни часто супроводжують хронічний больовий 
синдром. Доведено також участь цих змін у патогенезі больо-
вого синдрому та їх негативний вплив на ефективність ліку-
вання (Chaban and Khaustova, 2010; Rebrov et al., 2011). Для 
хронічного болю характерні зміни симпатичної активності й 
розвиток стійких вегетативних симптомів, у тому числі зни-
ження апетиту, загальне нездужання, розлади сну, роздрато-
ваність, а його психологічні складові часто характеризуються 
депресією, страхом та іншими афективними розладами (Munce 
and Stewart, 2007; Rebrov et al., 2011).  

Найпоширенішими психічними розладами, що часто поєд-
нуються із соматичними хворобами, вважають тривогу та де-
пресію (Strine et al., 2008; Beltman et al., 2010; O’Connor et al., 
2015; Bokma et al., 2017). Зокрема, серед хворих на остеоартроз 
похилого віку (старше 60 років) поширеність депресивних 
синдромів дуже висока (82,4%) (Sale et al., 2008; Hawker et al., 
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2011; Matcham et al., 2014; Rodic et al., 2015). При цьому 
можливі як соматопсихічні, так і психосоматичні взаємовідно-
сини між цими захворюваннями. Маючи спільні ланки патоге-
незу на тлі зниженого індивідуального адаптаційного бар’єру 
до впливу різноманітних психогенних факторів, соматичне за-
хворювання може бути безпосередньою причиною тривожно-
депресивних розладів або прискорювати їх розвиток. Так само 
як і високий рівень тривожності та депресія супроводжуються 
вираженими порушеннями функції органів та систем організ-
му, негативно впливають на перебіг соматичної хвороби, пору-
шуючи суб’єктивне сприйняття хворим її динаміки та знижу-
ючи ефективність лікувально-реабілітаційних заходів (Riediger 
et al., 2010; Sharma et al., 2016).  

За даними численних досліджень, депресія поєднується із 
хронічним болем у 11–50% випадків і супроводжується поси-
ленням болю, зниженням якості життя, підвищенням інвалід-
ності та вартості лікування (Munce and Stewart, 2007; Bair et al., 
2008; Calvo-Lobo et al., 2017). При цьому як депресія, так і хро-
нічний біль у жінок спостерігаються частіше, ніж у чоловіків 
(Bair et al., 2008; Tonelli et al., 2011). Субклінічні прояви депре-
сії у хворих із хронічним болем зумовили відповідну термі-
нологію: «прихована», «маскована», «ларвована», «атипова», 
«алекситимічна» тощо. Деякі автори вважають, що в усіх ви-
падках хронічного больового синдрому має місце депресія. Во-
ни ґрунтуються на тому факті, що біль завжди супроводжу-
ється негативно-емоційними переживаннями та блокує можли-
вість людини одержувати радість і задоволення (Chaban and 
Khaustova, 2010). Найбільші суперечки викликає не сам факт 
співіснування хронічного болю з депресією, а причинно-на-
слідкові відносини між ними. Тривалий біль обмежує профе-
сійні й особистісні можливості людини, примушує її відмовля-
тися від звичних життєвих стереотипів, порушує її життєві 
плани тощо. У свою чергу, зниження якості життя сприяє фор-
муванню вторинної депресії. Встановлено, що у пацієнтів із 
хронічним болем і депресією біль має більшу інтенсивність і 
зберігається довше після операції з ендопротезування ураже-
ного суглоба. Такі хворі частіше використовують пасивні стра-
тегії подолання болю, мають низьку самооцінку та нижчу 
якість життя (Bair et al., 2008).  

Діагностика психопатологічних порушень у пацієнтів із 
соматичними захворюваннями, включно з тими, що супровод-
жуються хронічним больовим синдромом, у наш час базується 
на використанні біопсихосоціальної моделі. На відміну від біо-
медичної моделі, яка робить акцент тільки на захворюванні, 
біопсихосоціальна модель фокусується і на захворюванні, і на 
розладі, на комплексній взаємодії біологічних, психологічних і 
соціальних змінних (Chaban and Khaustova, 2010; Rebrov et al., 
2011). Біологічні чинники можуть ініціювати, підтримувати та 
модулювати фізичні порушення, тоді як психологічні змінні 
впливають на оцінку та сприйняття внутрішніх фізіологічних 
ознак, а соціальні чинники формують поведінкові реакції паці-
єнтів на переживання фізичних порушень. На різних стадіях 
прогресування захворювання або розладу відносна важливість 
фізичних, психологічних і соціальних чинників може зміщува-
тися. Проте жоден окремо взятий чинник не може вважатися 
винятковою причиною глибокої особистісної декомпенсації. 
Лише їх спільна дія зумовлює злам біологічної, індивідуально-
психологічної та соціальної ланок адаптації (Bair et al., 2008), 
що стає причиною психічного розладу.  

Мета дослідження – оцінка взаємовпливу больового син-
дрому та граничних психічних розладів залежно від його ін-
тенсивності та переносимості у хворих на коксартроз, які по-
требують ендопротезування тазостегнового суглоба.  
 
Матеріал і методи досліджень  
 

Ми спостерігали 76 хворих на коксартроз (КА) у віці 25–
68 років, які перебували на стаціонарному лікуванні у відді-
ленні ендопротезування обласної клінічної лікарні ім. І. І. Меч-

никова м. Дніпро у період із листопада 2015 по вересень 
2016 року. Серед обстежених 27 (36,2%) чоловіків і 49 (63,8%) 
жінок, середній вік – 51,3 року (табл. 1).  

Критерії включення пацієнтів у дослідження: хворі на КА 
віком від 18 років, яким проведено ендопротезування тазосте-
гнового суглоба, інформована згода на участь у дослідженні. 
Критерії виключення пацієнтів із дослідження: наявність пси-
хотичних психічних розладів, залежність від психоактивних 
речовин, онкологічні та дегенеративні захворювання.  

Усі пацієнти страждали на КА, що підтверджено відповід-
ними медичними документами. Всім хворим виконано опера-
тивне втручання – ендопротезування тазостегнового суглоба.  

Клініко-психопатологічний метод базувався на загально-
прийнятих підходах до психіатричного обстеження пацієнтів і 
включав складові частини дослідження: опитування, зовнішній 
огляд, спостереження за поведінкою, аналіз об’єктивних ознак 
розладів або особливостей психічного стану. Відомості, отри-
мані від пацієнта, об’єктивізувалися іншими даними, зокрема 
інформацією з медичної документації. Установлення діагнозу 
та верифікація клінічної форми психічного розладу проводи-
лись відповідно до критеріїв МКХ-10.  

Таблиця 1  
Демографічна характеристика пацієнтів із коксартрозом (n = 76)  

Кількість пацієнтів 
Показники 

абс. Р, % 
чоловіча 27 36,2 Стать 
жіноча 49 63,8 
до 40 9 11,4 
41–50 18 23,8 
51–60 30 39,1 

понад 60 19 25,7 
Вік, роки 

середній, M ± SE 51,3 ± 0,9 
 

Для діагностики психопатологічних розладів і оцінювання 
ефективності лікувальних заходів у дослідженні використано 
симптоматичний опитувальник Symptomatic Check List 90 
Revised (SCL-90-R), шкалу тривоги Тейлора, дослідження типу 
ставлення до хвороби (ЛОБІ), шкалу самооцінки Дембо – 
Рубінштейн, опитувальник Леонгарда – Шмішека для оціню-
вання особистісної акцентуації, 8-колірний тест Люшера, 
Торонтську алекситимічну шкалу (TAS). Вираженість больового 
синдрому оцінювали за допомогою візуально-аналогової шкали 
болю (ВАШ) (0 – біль відсутній, 100 балів – нестерпний біль). 
Наявність больового синдрому об’єктивізували соматовегета-
тивними проявами, такими як коливання артеріального тиску, 
прискорене серцебиття, підвищена пітливість.  
 
Результати  
 

За результатами клініко-психопатологічного дослідження 
та критеріями МКХ-10 у 51 (66,7%) хворого на КА діагносту-
вали такі форми граничних психічних розладів (ГПР): депре-
сивний розлад (F 32) – 19 (24,8%), неврастенія (F 48) – 12 
(16,2%), тривожні та фобічні розлади (F 40–41) – 14 (18,1%), 
розлади особистості (F 60.5, F 60.6, F 60.7) – 6 (7,6). У 25 
(33,3%) пацієнтів клінічно окреслених форм психічних розла-
дів не виявили. Провідні синдроми за цих розладів: депре-
сивний – 19 хворих (24,8%), тривожно-фобічний – 15 (20,0%), 
астенічний – 10 (12,4%), іпохондричний – 7 пацієнтів (9,5%). 
Провідною клінічною характеристикою у хворих на КА був 
біль, вираженість якого до оперативного втручання оцінювали 
в 53,0 ± 1,7 балів за візуально-аналоговою шкалою (ВАШ). 
Протягом дослідження не виявлено суттєвих зв’язків (P > 0,05) 
показника ВАШ як із соціально-демографічними характерис-
тиками (стать, вік, освіта, сімейний стан, соціальний статус), 
так і з основними клінічними характеристиками КА (трива-
лість захворювання, характер ураження суглоба тощо) в цілому. 
Деякі відмінності відмічені у віковій групі до 40 років (43,1 ± 
4,5 проти 54,3 ± 1,8 бала у решті груп; P < 0,05) (рис. 1а).  
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За результатами кореляційного аналізу встановили тісну 
кореляцію між вираженістю больового синдрому та наявністю 
ГПР (r = 0,779; P < 0,001) на передопераційному етапі. Серед-
ній рівень больового синдрому за шкалою ВАШ у хворих із 
ГПР удвічі вищий, ніж у пацієнтів без цих порушень (63,4 ± 
1,3 проти 32,4 ± 1,5 бала; P < 0,001), але він не залежить від 
провідного психопатологічного синдрому. Коливання серед-
нього балу болю склало від 62,0 ± 2,1 бала за депресивного 
синдрому до 65,3 ± 2,4 бала за тривожно-фобічного синдрому 
(P > 0,40 для всіх порівнянь між групами за критерієм Дункана) 
(рис. 1б). Розвиток захворювання може утворити порочне коло: 

негативні емоції, пов’язані з болем, збільшують ступінь мимо-
вільної м’язової напруги, що, у свою чергу, посилює больові 
відчуття. У результаті дослідження встановили, що больовий 
синдром суттєво посилювався (P < 0,001) за підвищеної 
тривожності (r = 0,471), вираженості депресивної симптоматики 
(r = 0,529), астенічних проявів (r = 0,652), наявності особистісної 
акцентуації (r = 0,611), переважання неврастенічного (r = 0,473), 
іпохондричного (r = 0,359) і тривожного (r = 0,348) типів став-
лення до хвороби, вираженості алекситимічного радикала (r = 
0,382), за зниженої самооцінки рівня здоров’я (r = –0,514) та 
соціального функціонування (r = –0,259; P < 0,01) (рис. 2).  

 

а б  

Рис. 1. Середній рівень проявів больового синдрому за ВАШ залежно від віку (а)  
та вираженості психопатологічної синдроматики (б): P – за критерієм Даннета (n = 76)  

 

Рис. 2. Кореляційний взаємозв’язок вираженості больового синдрому з окремими клінічними та психологічними чинниками  
у хворих на коксартроз: r – коефіцієнт кореляції Спірмена; * – P < 0,01, в інших випадках – P < 0,001  

Аналіз структури та генезису ГПР у хворих на КА свідчить 
про складність взаємодій соматичних, психогенних і конститу-
ційних особливостей хворих. Із цього приводу в кожному кон-
кретному випадку необхідно оцінювати питоме значення всіх 
факторів у структурі хвороби для адекватного застосування 
психофармакологічних та психотерапевтичних засобів ліку-
вання. До основних вимог до психофармакотерапії психосома-
тичних розладів належать: широкий спектр психотропної 
активності: ефективний вплив на тривожні, депресивні, іпо-
хондричні, астенічні та алгічні розлади; мінімальна негативна 
дія на соматичні функції; виражені соматотропні (терапевтич-
ний вплив на супутню соматичну патологію) та соматовегета-
тивні ефекти; мінімальна поведінкова токсичність (незначна 
вираженість або відсутність седативних ефектів – сонливості в 
денний час, порушення уваги тощо). Виходячи із принципів 
терапії ГПР, які застосовуються в сучасній психіатрії, ком-

плексна терапія невротичних розладів набуває великого зна-
чення при співвідношенні біологічних (лікарських) і соціотера-
певтичних (в основному психотерапевттичних) методів. Тому 
лікування включало психоосвітні та психотерапевтичні заходи 
(бесіда, лекція, аутотренінг), а також психофармакотерапію 
(транквілізатори, антидепресанти, нейролептики в малих і 
середніх терапевтичних дозах).  

У хворих на КА з виявленими граничними психічними 
розладами (51 особа) терапія мала комплексний характер і про-
водилась як на госпітальному етапі протягом одного місяця, так 
і на амбулаторному етапі у вигляді «підтримувальної» терапії 
упродовж трьох місяців та більше. Терапія невротичного стану з 
декомпенсацією триваліша, у середньому 6 місяців.  

Динаміку вираженості клініко-психопатологічної симпто-
матики у хворих на КА з виявленими ГПР за впливу комп-
лексної психотерапевтичної та психофармакологічної терапії 
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оцінювали за даними психіатричного обстеження з викорис-
танням стандартизованого опитувальника скарг і психопатоло-
гічних симптомів, а також вимірювання вираженості больово-
го синдрому за ВАШ і оцінювання рівня тривожності за осо-
бистісною шкалою проявів тривоги Тейлора. У найближчому 
періоді після оперативного втручання та призначення симп-
томатичної психофармакотерапії оцінювання динаміки про-
водили індивідуально з кожним пацієнтом протягом перших 
2–8 тижнів лікування. Дослідження у віддаленому періоді про-
водили через 3 і 6 місяців після початку терапії. Для порівнян-
ня аналогічні дослідження проводили серед хворих на КА без 
психічних порушень (контрольна група – 25 пацієнтів).  

Враховуючи провідну роль больового синдрому у хворих на 
КА в цілому і його тісний зв’язок із наявністю ГПР, простежили 
чітку динаміку цього показника, оціненого за ВАШ, у пацієнтів 
основної та контрольної груп. Середній рівень інтенсивності 
болю за ВАШ у хворих із ГПР на передопераційному етапі був 
удвічі вищий, ніж у пацієнтів без цих порушень (63,4 ± 1,3 проти 
32,4 ± 1,5 бала; P < 0,001), а після оперативного втручання 
показник зменшився лише на 5,9 бала, або 9,3%. У подальшому 
відмічено високі темпи редукції середнього показника інтенсив-
ності болю в обох групах (від 43,5% до 84,4%). Це закономірний 
результат проведеного оперативного втручання з ендопротезу-
вання тазостегнового суглоба й ортопедичних реабілітаційних 
заходів. Одночасне проведення корекційних заходів щодо вияв-
лених ГПР у хворих основної групи дозволило вже до шести-
місячного строку спостереження суттєво зменшити вираженість 
больового синдрому та наблизити їх до рівнів пацієнтів кон-
трольної групи. Зокрема, через три місяці після початку терапії 
інтенсивність болю у пацієнтів основної групи перевищувала 
таку в контролі в 1,7 раза (P < 0,001), через 6 місяців – в 1,2 раза 
(P > 0,10), через рік – в 1,1 раза (P > 0,60).  
 
Обговорення  
 

Коксартроз має провідні позиції серед інших остеоартро-
зів, оскільки вражає найбільший суглоб у людському тілі та 
призводить до грубої інвалідизації хворих. Пацієнти з коксар-
трозом чутливіші до переживання відчуття болю, вони частіше 
звертаються за допомогою до спеціалістів, відвідують ліку-
вальні установи, приймають більше лікарських засобів, зокре-
ма знеболювальних, і важко піддаються корекції. Питання 
розвитку ГПР у цих пацієнтів хвилює багатьох спеціалістів не 
лише в Україні, а і за кордоном. Тривожні та депресивні роз-
лади найчастіше супроводжують цю патологію та значною 
мірою впливають на перебіг основного захворювання та на 
якість життя пацієнтів. Останні дані закордонних досліджень 
підтверджують той факт, що тривога та депресія можуть зміню-
вати больовий поріг. У той же час хронічний біль сам по собі 
може викликати чи посилювати занепокоєння та депресію, роз-
вивається так зване порочне коло, яке може суттєво вплинути на 
перебіг хронічного захворювання (Axford et al., 2010). Виявле-
ний і досліджений нами стійкий взаємозв’язок больового синд-
рому із наявністю ГПР підтверджує отримані результати бага-
тьох вітчизняних і закордонних досліджень. Зокрема, у дослід-
женні Gerrits et al. (2014) вивчали вплив тривоги та депресії на 
симптоми остеоартрозу. Встановлено прямий вплив цих психо-
патологічних станів на больовий синдром, що був провідним 
проявом остеоартрозу. Дослідники повідомляють, що вираже-
ність тривоги та депресії взаємопов’язані з болем в ураженому 
суглобі, а також із його інтенсивністю. А больовий синдром, у 
свою чергу, посилював прояви депресивної та тривожної симп-
томатики. Все це значно погіршує якість життя пацієнтів та їх 
соціальну активність (Sale et al., 2008; Gerrits et al., 2014).  

Проведене дослідження виявило, що переважна більшість 
пацієнтів мала 41–60 років, тобто була в найбільш працездат-
ному віці. Цей факт відіграє значну роль у проведенні ліку-
вально-реабілітаційних заходів, тому що тривале та дороге лі-
кування впливає на соціальну активність цих хворих, знижує 

трудову активність, що підтверджує виявлення в них симпто-
мів ГПР порівняно з іншими віковими групами. Схожі резуль-
тати отримані також в іноземних дослідженнях. Наприклад, 
Gignac et al. (2013) повідомляє, що пацієнти середнього віку 
(50,8 року) з остеоартрозом частіше скаржилися на знижений 
настрій чи відчуття тривоги, на відміну від хворих похилого 
віку (середній вік склав 67,8 року), що страждали на остео-
артроз аналогічного ступеня тяжкості. Виявлена особливість 
описана авторами як переважне відчуття невдоволення та зни-
ження якості життя внаслідок тяжкого захворювання в осіб 
середнього віку (Gignac et al., 2013).  

Не викликає сумніву той факт, що у хворих з остеоартро-
зом, які потребують хірургічного лікування, частіше виявля-
ються симптоми ГПР. Обстежені нами хворі перебували у 
відділенні ендопротезування, їм усім призначене оперативне 
втручання для заміни тазостегнового суглоба. Досить висока 
частка виявлених психопатологічних розладів серед цього 
контингенту хворих підтверджує дезадаптивний вплив хірур-
гічного втручання. Kirkness et al. (2012) повідомляють, що ве-
ликий депресивний розлад дуже поширений у пацієнтів, яким 
заплановане тотальне ендопротезування суглоба.  

Що стосується лікувально-реабілітаційних заходів, доведе-
на необхідність комплексного та індивідуального підходу до 
лікування цього контингенту хворих з урахуванням соматич-
них, психогенних і конституційних особливостей. Проведене 
дослідження виявило деякі труднощі та недоліки в лікуваль-
них протоколах, що створює перепони для якісного та успіш-
ного видужання. Важливий саме комплексний підхід до ліку-
вання із залученням суміжних спеціалістів психіатричного 
профілю. Закордонні дослідники підтверджують факт, що 
лікарі загальносоматичного профілю частіше зосереджені ви-
нятково на фізичних аспектах остеоартрозу та не завжди вра-
ховують психічний стан хворого. Можлива причина – недо-
статність компетенцій у цій галузі та неможливість якісно до-
слідити психічні зміни при соматичному захворюванні (Turner 
and Kelly, 2000).  

Для лікування ГПР у досліджуваних нами пацієнтів ми 
застосували психоосвітні та психотерапевтичні заходи (бесіда, 
лекція, аутотренінг), а також психофармакотерапію (транквілі-
затори, антидепресанти, нейролептики в малих і середніх тера-
певтичних дозах). Комплексний підхід мав позитивні резуль-
тати відносно зниження проявів ГПР і, як наслідок, відмічене 
суттєве поліпшення переносимості больових відчуттів у цих 
хворих, що ще раз підтверджує досліджуваний взаємозв’язок. 
Як видно з багатьох закордонних досліджень, спеціалісти 
активно розробляють нові програми комплексного лікування. 
Доведено позитивний вплив на загальний стан хворого таких 
психотерапевтичних методик як терапія музикою та йога 
(Ottaviani et al., 2012; Middleton et al., 2013).  

Таким чином, проведений аналіз роботи із вивчення про-
блеми взаємовпливу психічної та фізичної складової за ос-
теоартрозу доводить актуальність вибраної тематики та окрес-
лює шляхи подальшого вдосконалення діагностичних та ко-
рекційних програм.  
 
Висновки  
 

Граничні психічні порушення, що мають місце у хворих із 
тривалими соматичними захворюваннями, до яких, зокрема, 
належить КА, суттєво посилюють тяжкість стану, знижують 
адаптаційні можливості, впливаючи тим самим на перебіг і 
результат основного захворювання.  

Переважання у пацієнтів із соматичними захворюваннями 
непсихотичних (граничних) форм психічних розладів значно 
ускладнює їх розпізнавання через неповну відповідність крите-
ріям діагностики розгорнутого психіатричного захворювання. 
Досить часто в клінічній картині захворювання соматичні 
скарги та функціональні симптоми у пацієнтів із психопатоло-
гічними порушеннями (депресією, тривогою) настільки прева-
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люють, що лікарі-інтерністи навіть не припускають наявності 
у хворого психічного розладу.  

Під час проведення курсів підвищення кваліфікації для лі-
карів загальносоматичного профілю необхідно робити акцент 
на вдосконаленні навичок своєчасно виявляти граничні психіч-
ні розлади, визначати їх тяжкість, а також направляти пацієнтів 
на консультацію до лікарів психотерапевтів та психіатрів.  

Важлива необхідність призначення адекватної терапії ви-
явлених психічних розладів у межах роботи з психічною сфе-
рою соматичного хворого, що дозволить знизити ризик реци-
диву або загострення його хронічного захворювання, а також 
істотно вплине на зменшення тяжкості перебігу соматичної 
хвороби, зокрема інтенсивності больового синдрому.  

Для виявлення психопатологічних порушень у соматичних 
хворих доцільно використовувати не тільки діагностичні кри-
терії МКХ-10, а й різні психометричні шкали та опитуваль-
ники для об’єктивізації клінічної симптоматики, дослідження 
вираженості проявів тривоги, депресії, невротичних розладів, 
особистісних характеристик пацієнтів, типів ставлення до хво-
роби тощо. Це дає можливість для глибшої диференційної 
діагностики психопатологічних станів, що перебігають зі схо-
жою клінічною симптоматикою, але мають важливі відміннос-
ті у психологічній картині порушень. Застосування особистіс-
них опитувальників дозволяє не тільки виявляти стрижньові 
структури пацієнта, що виконують ключову роль в його пси-
хічній дезадаптації, а і визначати мішені для психотерапев-
тичної роботи.  
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Meningococcal infection is caused by the bacterium Neisseria meningitidis (also termed meningococcus). Invasive 
meningococcal disease remains a rare infectious disease not only with high mortality but also with important morbidity 
and remains as a leading cause of sepsis and septic shock. The pathogenic mechanisms of microcirculatory disorders in 
meningococcal septic shock have been subject to controversy. This article presents the results of a study of 11 paediatric 
patients’ (4 boys and 7 girls) with meningococcal septic shock (Group I) who were hospitalized at the Regional 
Children's Infectious Hospital from 2009 to 2011. The average age of the patients was 37.4 ± 8.4 mo. Septic shock was 
diagnosed according to International Pediatric Sepsis Consensus Conference: definitions of criteria for sepsis and organ 
dysfunction in paediatrics. Heart rate, respiratory rate, systolic blood pressure, diastolic blood pressure, average blood 
pressure, SpO2 were monitored. The cardiac output, ejection fraction, fraction shortening, stroke volume were measured 
by ultrasound in M-mode by Teichholz method. Blood circulation in the a. mesenterica, a. hepatica, a. lienalis, a. renal 
sinister, v. porta, v. lienalis, v. renal sinister was determined by impulse Doppler’s wave. Acid-base and electrolytes 
level in serum, nitric oxide (NO), endothelin I, creatinine, C-reactivity protein and lactate blood level were measured. 
The control group consisted of 21 healthy children (9 boys and 12 girls), aged 37.5 ± 5.4 mo. in average (Group II). 
We used t-criteria (Student’s) and correlation with R-criteria (Spearmen) for statistical analysis. The data showed a 
statistically significant lower fraction of ejection, fraction of shortening, stroke volume in Group I. Moreover, our data 
showed a statistically high level of mesenterial and portal blood flow rate and high pulse index in v. renal sinister 
compared to healthy children. The blood level of NO was increased in Group I as well as in Group II. Direct 
correlations were determined between the level of NO and mesenteric, hepatic arterial and venous blood flow rate. 
Statistically significant inverse correlations between the level of NO and pulse resistive index in splanchnic vessels were 
discovered as well as inverse correlations between the NO level and the indicator of the severity of condition on PRISM 
scale (r = –0.952). At the same time, we have found no correlation between splanchnic circulation value and cardiac 
output. Based on the results of this study, we consider that NO has organ protective effects in children with 
meningococcal sepsis. Future research should aim to introduce new strategies of intensive care for patients with 
meningococcal septic shock with early use of inotrope and NO-donor therapy in fluid restriction combination.  

Keywords: meningococcal sepsis; сhildren; nitric oxide; portal circulation 

Introduction  
 

Meningococcal infection (MI) was first described by Vieus-
seux, Switzerland in 1805. Meningococcus (Neisseria meningitidis) 
was first identified in the cerebrospinal fluid of a patient with 
meningitis by Weichselbaum in 1887. According to WHO, MI has 
caused 171,000 deaths all over the world since the year 2000 
(Hamborsky, 2015).  

N. meningitidis leads to 500,000 cases of meningitis and septi-
cemia in the world annually. Recent foreign data indicate a 5–15% 
mortality rate of meningococcal diseases (Sadarangani et al., 2015). 
It remains highly distressing that MI can kill healthy people of any 
age within a few hours of the onset of the first symptoms.  

In 1919 W. W. Herrick pointed out, regarding meningococcal 
infection, "there is no other infection that kills so quickly" and this 
statement is still correct almost 100 years later. Meningococcal 
disease is the leading infectious factor in the death in children in the 
UK, despite the success of vaccination against meningococcus group 

C. High mortality is not the only problem posed by meningococcal 
infection – more than a third of surviving patients have one or more 
clinically significant physical, cognitive or functional defects.  

Overall, one in ten affected children can suffer such serious 
consequences as amputations and brain damage (Viner et al., 2012). 
Deaths and severe disability are usually associated with the fulminant 
course of meningococcal sepsis, the frequency of which is 10–20% 
and the mortality up to 80–100%. The leading factor of death and 
serious complications of the skin and soft tissue with MI is septic 
shock (Nadel, 2016). In pathogenesis of septic shock the main role is 
played by disorders of the microcirculation and tissue perfusion or 
microcirculatory distress, which are based on the damage to the endo-
thelium (De Backer et al., 2013; Ince et al., 2016). Long-term persis-
tence of these disorders despite intensive therapy is one of the leading 
factors in the formation of multiple organ failure syndrome and 
unfavourable outputs in septic shock (De Backer et al., 2013).  

It is known that two groups of mediators are involved in the 
regulation of vascular tone: vasoconstrictors (catecholamines, vaso-
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pressin, angiotensin II, endothelin, leukotrienes) and vasodilators 
(prostaglandins, serotonin, histamine, nitric oxide, atrial natriuretic 
peptide) (Boisrame-Helms et al., 2013). There is a hypothesis that 
explains the development of septic vasodilatation by an imbalance 
between vasodilators and vasoconstrictors in favour of vasodilators. 
However, vasodilatation affects not all vascular areas, but some 
vascular pools can be in a state of spasm, leading to a redistribution 
of blood flow through different parts of the microvasculature, as it 
is shown in patients with severe sepsis that the number of microvas-
culature vessels with normal blood circulation (<20 μm) is signifi-
cantly lower, compared to healthy volunteers (De Backer, 2014). 
Many studies have demonstrated that the slowdown of blood flow 
in micro vessels persists and causes a disturbance of oxygen con-
sumption by tissues after solution resuscitation (Corrêa et al., 2016). 
In the experimental models of septic shock the rapid reduction in 
microcirculatory blood flow was detected, the formation of vessels 
with the ability to block blood circulation, increase in blood flow 
heterogeneity and reduction of the density of capillaries. It is em-
phasized that these disorders can occur in the absence of intensive 
hemodynamic changes and arterial hypotension (De Backer, 2014). 
Due to redistribution of blood flow, microcirculatory disorders lead 
to the development of multiple organ failure in septic shock 
syndrome and have to be corrected immediately by intensive care 
(Lupp et al., 2013). Thus, according to published data, vasodilation 
and vasoconstriction simultaneously appear in septic shock and are 
both responsible for damage to vital organs. However, in common-
ly adopted intensive care the major aim is to remove arterial 
hypotension (predominantly vasodilation) by using sympathomime-
tic drugs, which cause more severe vasoconstriction and closing of 
the vicious circle of septic shock. Nitric oxide (NO) is considered as 
the main vasodilator. The lifetime of NO is about 6 sec. after which 
it turns into nitrates (NO2

–) and nitrite (NO3
–). In septic shock NO 

formation is stimulated by LPS and pro-inflammatory cytokines 
from L-arginine due to the action of enzyme isoforms of NO-
synthase. The formation of NO may also be as a result of restora-
tion from NO2

– and NO3
– by nitrate reductase systems (Zhao et al., 

2015). The effect of NO on the microorganism is realized through 
activation of soluble guanylate cyclase in the endothelium. Conse-
quently, synthesis of cyclic guanosine monophosphate increases, 
causing the relaxation of blood vessels and as a result – hypotension 
and increased capillary leakage (Zhao et al., 2015). Thus, an excess 
of NO in septic shock can reduce systemic and pulmonary vascular 
resistance, which in turn reduces the systemic and pulmonary blood 
pressure. Its abundance is also associated with the development of 
myocardial dysfunction and increased oxygen consumption. Howe-
ver, in septic shock vasodilatation and its effects are also likely to 
occur due to hypoxia and activation of potassium channels, lactic 
acidosis, and vasopressin deficiency.  

Thus, in recent years, the alternative concept of the role of  
L-arginine and NO in septic shock has been formulated. According 
to this concept, as the result of the activation of the second path 
using inducible nitric oxide synthase, hyperproduction of NO is 
compensatory in nature due to the inhibition of NO production by 
constitutive NO-synthase III type that provides a sufficient level of 
NO required for maintaining adequate organ perfusion.  

Thus, it has been suggested that, primarily affected by the pre-
valence of septic shock, vasoconstrictors improve organ perfusion 
due to the overproduction of NO (Duran-Bedolla et al., 2014). It is 
important to remember that if septic shock in adults is often accom-
panied by high cardiac output and low peripheral vascular resis-
tance (predominant occurrence of vasodilation), then septic shock 
in children often has the opposite hemodynamic profile – low cardi-
ac output and elevated or normal vascular resistance.  

That's why the leading symptom of septic shock in adults is 
blood pressure reduction and in children – microcirculatory disor-
ders (Dellinger et al., 2013). Therefore, it is logical to assume that a 
vasoconstrictor effect is dominant in children with septic shock. 
This assumption is more logical regarding meningococcal septic 
shock, thanks to expressive microcirculation disorders that cause 

necrosis of the skin and soft tissue more frequently than in any other 
diseases and the pathognomonic sign of meningococcemia-dissemi-
nated hemorrhagic rash with necrosis.  

However, according to the concept of blood flow heterogeneity 
in septic shock, a question arises: Is vasoconstriction present in all 
vascular pools in children with meningococcal septic shock? 
The greatest interest lies in the state of blood circulation in the 
organs of the splanchnic zone (intestines, liver), which is the largest 
vascular area and normally requires up to 25% of cardiac output 
and characterizes multiple aspects of homeostasis (Prin et al., 2015). 
There is an evident interest in the condition of the renal circulation, 
because damage and dysfunction of the kidneys and organs of the 
splanchnic zone are integral components of the multiple organ fai-
lure syndrome. Meanwhile, the data about microcirculatory changes 
in these organs during septic shock remain highly controversial 
(Gomez et al., 2014; Bernal, 2016). The next question concerns the 
relationship between the cardiac output and the state of regional 
circulation. Unfortunately, in the sources available to us, we have 
found only a few papers devoted to the analysis of the central he-
modynamic in children with meningococcal septic shock and were 
unable to locate even a single work on the state of the splanchnic 
organs and renal blood flow. Meanwhile, there are publications on 
the use of Doppler ultrasound for blood flow investigation of the 
afferent and efferent renal vessels and mentioning the high efficien-
cy of this method for the prediction of acute kidney injury (Schnell 
et al., 2012). Thus, there is significant difference in opinion on the 
state of splanchnic and renal perfusion in cases of MI, dependence 
of blood perfusion on the balance of nitric oxide and endothelin. 
These aspects have not been researched in children with meningo-
coccal septic shock, which is why the current investigation was 
carried out.  

The purpose of the study was to assess the state of splanchnic 
(top mesenteric, common hepatic, splenic artery, splenic and portal 
venous) blood flow and renal blood flow in children with meningo-
coccal septic shock and make a subsequent comparison of the obtai-
ned data with the serum concentration of nitric oxide and endothelin I. 
We also set the of goal of determining the relationship between the 
level of nitric oxide, endothelin and serum parameters of renal and 
splanchnic circulation, systemic inflammatory response and the 
severity of organ failure in children with meningococcal septic shock.  
 
Materials and methods  
 

The study involved 11 children (4 boys and 7 girls) aged from 
7 months to 9 years (34.9 ± 8.5 months on average), who were hos-
pitalized in the ICU of Regional Children’s Infectious Diseases 
Hospital (Kharkiv) in the years 2009–2011 and diagnosed with 
septic shock of meningococcal etiology (Group 1). Diagnosis of 
septic shock was established on the basis of criteria of the Interna-
tional Pediatric Sepsis Consensus Conference: definitions for sepsis 
and organ dysfunction in pediatrics (2005). The severity was evalu-
ated on the basis of Glasgow Meningococcal Septicaemia Progno-
stic Score (GMSPS) – 9, 0.0 ± 1.3 points on average; scale of septic 
multiple organ failure SOFA – 10.1 ± 1.2 points and PRISM GPA 
scale – 20.4 ± 3.2 points on average.  

Monitor observation of patients included the determination of the 
heart rate (HR), skin and rectal temperature gradient, electrocardio-
graphy, systolic (SBP), diastolic (DBP) and mean arterial pressure 
(MBP), central venous pressure (CVP), the frequency of respiratory 
movements (RR), pulse oximetry (SpO2) (monitors UM-300).  

Simultaneously with intensive care measures (providing venous 
access, sedation, oxygen or endotracheal intubation, blood analysis 
and antibiotics therapy) all children underwent additional examina-
tion – M-mode echocardioscopy and pulsed-wave Doppler scan of 
blood flow in the liver (AH), splenic (AL ) and upper mesenteric 
(AM) arteries, portal (VP) and splenic (VL) veins (ultrasound scan-
ner "Ultima PA"). HR, end-diastolic (LVEDD) and end-systolic 
(LVESD) size of the left ventricle was measured. According to the 
formula Teichholz et al. (1976), indices of left ventricular end-sys-
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tolic (LVESV) and end-diastolic volume (LVEDV), stroke volume 
(SV), stroke index (SI), ejection fraction (EF), contraction fraction 
(FS) were calculated. Cardiac output (HMV), cardiac index (CO) 
index and total peripheral vascular resistance (SVRI) were calcula-
ted by well-known formulae (Butterworth and Mackey, 2013). Also 
the diameter of blood vessels (D) of the portal vein, hepatic artery, 
splenic artery, upper mesenteric artery and splenic vein, the maxi-
mum (Vmax) and minimum (Vmin) blood flow speeds in these vessels 
were measured. According to the well-known formulae, the average 
blood flow velocity (Vmean), Pulse Code (RA), resistance index (IR), 
blood flow volume Q, the ratio of blood flow to the body weight Q/m 
and the indices of volumetric blood flow in the hepatic IBS AH and 
upper mesenteric artery IBS AM and their relationship to the CO 
(IBC/CO AH and IBC /CO AM) were calculated.  

Besides, we determined the hepatic vascular index (HVI), sple-
noportal index (LPI), Doppler portal index (DPI), common hepatic 
blood volume flow (CHBV), hepatic portal ratio (HPR). With all 
patients the pulsed-wave Doppler scan blood flow in the left renal 
artery (Aren S) and (Vren S) vein was performed and the average 
flow velocity (Vmean), pulsation index (PI) and resistance index (IR) 
were calculated based on the results of maximum (Vmax) and 
minimum (Vmin) flow rate. Parameters of acid-base status and gases 
of arterial and central venous blood were measured by analyzer 
AVL – 995 and Gastat – mini. The level of hemoglobin (Hb) was 
determined by the colorimetric method. The calculation of oxygen 
supply DO2, oxygen consumption VO2 and an index of tissue 
oxygen extraction was carried out by known formulae. The level of 
glucose was determined by analyzer "Exsan – G". C-reactive 
protein and endothelin І was measured by immuno-enzyme analysis 
(ELISA-test, USA), creatinine – by the method of Jaffe, content of 
blood lactate – enzymatic method with "Olvex diagnosticum" 
(Russia) by biochemical analyzer Stat Fax 1904+. The content of 
NO was assessed by serum final metabolites (nitrites/nitrates) by 
colorimetric method using the Griess reagent in the Central Re-
search Laboratory of Kharkov National Medical University.  

The control group (Group II) was formed of 21 practically 
healthy children (9 boys and 12 girls) (average age 37.5 ± 5.4 mo). 
The parameters of central hemodynamics indices, Doppler parame-
ters of blood circulation in the vessels of splanchnic zone, kidneys 
and NO metabolites content and serum endothelin І were establi-
shed in the control group. Statistical processing of the obtained data 
was carried out by means of Statistica 7.0 (StatSoft Inc., USA) 
applications.  

The test of normality was carried out according to the Kolmo-
gorov-Smirnov criterion. Output data were subordinated to a normal 
distribution, so the significance of differences between groups was 
determined by the t-test (Student's test) and correlations between the 
parameters – using the rank correlation coefficient R (Spearman).  
 
Results and discussion  
 

Patients of the study Group I and the control Group II were not sig-
nificantly different in age and anthropometric parameters and therefore 
can be comparable for further analysis of hemodynamic parameters and 
indicators of splanсhnological and renal blood flow (Table 1).  

Table 1  
General characteristics of Groups (Mean ± SE)  

Indices Group I, n = 11 Group II, n = 21 P 
Age, mo   34.9 ± 8.5 37.5 ± 5.4 0.761 
Height, cm 106.1 ± 4.6 99.0 ± 5.9 0.243 
Body weight, kg   14.9 ± 1.9 14.3 ± 2.3 0.782 
Body area, m2     0.66 ± 0.05   0.63 ± 0.06 0.603 

 

Children from Group I showed signs of systemic inflammatory 
response in the form of fever, tachypnea, tachycardia, leukocytosis 
(or leukopenia), increased levels of C-reactive protein (normally 
less than 6 mg/l), which gave rise to the diagnosis of meningococcal 
sepsis based on combination of abundant hemorrhagic rash and 
results of bacteriological examination (emphasis of meningococcal 

groups A, B or C in the blood or nasal-throat) (Table 2). Indicators of 
central hemodynamics in Group I were characterized by significantly 
increased heart rate and reduced rates of systolic, diastolic and com-
mon arterial pressure. These changes are typical of decompensated 
septic shock. Indicators of the diastolic-end and systolic- end dimen-
sions and volumes of the left ventricle in Group I and Group II did not 
differ significantly, but due to the decrease of EDLVD and increase of 
ESLVD, we investigated a decrease in the left ventricular systolic 
function, which includes ejection and contraction fractions. Stroke 
volume and left ventricular stroke indices were significantly lower in 
Group I compared to Group II. However, integrated cardiac output 
indices – the volume of blood and heart index were similar in both 
groups. Despite reduced SV and SI, significant differences between 
MHV and CO in both groups were absent due to tachycardia in 
Group I. The total peripheral vascular resistance was not significantly 
different between the groups (Table 3).  

Table 2  
Indicators of systemic inflammatory response  
and clinical signs of shock in Group I patients, n = 11 (Mean ± SE)  

Indices Group I 
HR, 1/min 163.3 ± 6.3 
RR, 1/min   65.2 ± 4.1 
The number of leukocytes, 109/l   14.9 ± 2.7 
Body temperature, ˚С   39.2 ± 0.3 
С-reactive protein, mg/l     98.2 ± 13.5 
Time of filling the capillaries, s     5.6 ± 0.4 
Bad peripheral pulse, % 100.0 

 

Table 3 
Indicators of central hemodynamics in patients (Mean ± SE) 

Indices Group I, n = 11 Group II, n = 21 P 
SBP, mm Hg. 79.8 ± 2.0 101.5 ± 1.0 1.0·10–7 
DBP, mm Hg. 43.4 ± 3.0   57.3 ± 1.4 0.001 
MBP, mm Hg. 55.5 ± 2.6   72.1 ± 1.1 2.0·10–6 
EDLVD, mm   28.9 ± 0.02     30.4 ± 0.07 0.540 
ESLVD, mm   21.9 ± 0.02     18.8 ± 0.07 0.137 
EDLVV, ml   35.5 ± 7.40     37.2 ± 2.79 0.830 
ESLVV, ml   18.5 ± 4.42     11.3 ± 1.03 0.118 
SV, ml/m2   17.0 ± 3.11      25.8 ± 1.89  0.025 
SІ, ml/min/m2   24.7 ± 2.97     43.7 ± 2.25 5.6·10–5  
HMV, l/min     2.7 ± 0.44        2.6 ± 0.16 0.775 
СO, l/min/m2     4.0 ± 0.42       4.4 ± 0.22 0.394 
EF, % 51.0 ± 3.0   70.0 ± 1.0 1.0·10–6 
FS, % 25.0 ± 1.0   38.0 ± 1.0 1.0·10–7 
SVRІ, dinscm-5m2  1150.2 ± 132.9 1371.8 ± 68.4 0.152 

 

Thus, the indicators for analysis of central hemodynamics in 
children with meningococcal septic shock give reasons to recognize 
a significant deterioration of left ventricular systolic function as the 
leading factor of hemodynamic disorders, which in time offsets a 
significant increase in the heart rate. Despite the rather high cardiac 
output at normal ISVR of patients in Group II there was significant 
hypotension. We can assume that the second important factor which 
causes hemodynamic instability in the examined patients was the 
relative angioparesis, which made it impossible to maintain normal 
blood pressure. Analysis of acid-base status in patients of Group I 
indicates that they suffered from decompensated metabolic acidosis 
with increased anion interval. The possible reason for this was 
hyperlactatemia. Moderate anemia, hypercalcemia and increased 
creatinine were also observed. Usually, hypercalcemia is an atypical 
phenomenon for septic shock, but in our opinion, it was caused by 
the introduction of calcium to patients in prehospital emergency 
care. The increased level of creatinine indicates acute kidney dama-
ge in patients of Group I. Transport and consumption of oxygen 
were characterized by the moderate decrease in oxygen delivery 
with saved oxygen consumption, which is typical for the subcom-
pensated state (Table 4).  

Analysis of the blood flow in arterial vessels in the splanchnic 
zone shows the differences between Group I and the control Group II. 
Blood flow in the hepatic artery in Group I was characterized by 
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significant growth of diastolic velocity Vmin accompanied by a sig-
nificant decrease of pulsating index and resistance index compared 
to Group II. These changes follow the development of angioparesis 
in the hepatic artery. However, the volume flow rates of Groups I 
and II were not significantly different. So angioparesis may be vie-
wed as compensatory within autoregulation of circulation in the 
internal organs to promote the required volume of blood circulation 
in the systemic arterial hypotension (Table 5).  

In a. mesenterica of Group I we observed an almost double growth 
of Vmax was observed up to 181.6 ± 26.4 sm/s, statistically unreliable 
tendency to increase the pulse index and resistance index with significant 
increase in the blood flow volume relating to body weight Q/m to 75.3 ± 
11.0 ml/min/m2 compared to 46.6 ± 4.5 ml/min/m2 in Group II. Such 
changes of mesenteric blood flow should be considered as arterial 
congestion or excessive arterial blood supply, which leads to partial 
compensation in the form of arterial spasm development as 
autoregulation mechanisms of organ blood flow. We can exclude 
postprandial increase in blood flow in a. mesenterica because of the 
critical condition of children on empty stomachs who were admitted to 
the intensive care.  

Table 4  
Indicators of acid-base, fluid and electrolyte balance,  
oxygen transport and oxygen consumption in Group I patients,  
n = 11, (Mean ± SE)  

Indices Group I, n = 11 
Hb, g/l 105.9 ± 4.7 
PaO2, mm Hg   124.4 ± 21.1 
SaO2,%   95.3 ± 1.6 
PCvO2, mm Hg   53.2 ± 5.4 
SvO2, %   76.2 ± 4.1 
PaCO2, mm Hg   30.1 ± 1.6 
pH     7.27 ± 0.06 
AB, mmol/l   15.5 ± 1.9 
BB, mmol/l   34.9 ± 3.3 
BE, mmol/l –11.6 ± 3.5 
A gap, mmol/l   34.9 ± 3.3 
Na+ , mmol/l 146.4 ± 3.6 
K+ , mmol/l     4.69 ± 0.76 
iCa++ , mmol/l     1.43 ± 0.34  
Cl– ,mmol/l 105.8 ± 2.4 
Venous blood Lactate, mmol/l     6.51 ± 2.17 
Creatinine, mkmol/l   187.3 ± 45.5 
DO2, l/min/m2   517.9 ± 44.0 
VO2, l/min/m2   124.7 ± 32.5 
ITEO2, %   21 ± 4 

 

Blood flow in a. lienalis in patients in Group I was not signifi-
cantly different in comparison with indicators of Group II (Table 5). 
Blood flow in v. portae in Group I was characterized by statistically 
significant increase of maximum, minimum and average linear blood 
flow compared with Group II. Increase of volumetric flow only had a 
statistically unreliable tendency. Indicators in the splenic vein flow 
had no significant differences between the study groups (Table 6).  

Thus, in our opinion, the changes in blood flow in the portal 
vein should be also considered as a compensatory reaction to 
increase the blood supply of the liver. Taking into account the 
background of septic shock, we can consider a growing need for 
oxygen because of indirect systemic inflammatory response among 
the reasons for increased blood flow of the liver. In compensatory 
reaction to the arterial hypotension, we can observe the activation of 
Kuepfer macrophages and synthesis of acute phase proteins.  

In analysis of the indices of blood flow in the hepatic artery, we 
haven’t found any significant differences between Groups I and II. 
However, the blood flow volume index and its relation to body 
weight in Group II in the upper mesenteric artery were significantly 
higher than in Group I. The presence of significant differences 
between the indicators HVI, DPI and HPR reflect the relatively 
higher proportion of blood supply to the liver with the portal system 
and relatively smaller one with the hepatic artery system together 
with a statistically unreliable tendency to increase the overall 
volume of hepatic blood flow (Table 7).  

Table 5 
State of blood flow in blood vessels (Mean ± SE)  

Indices Group I, n = 11 Group II, n = 21 P 
AH 

Vmax, cm/s     90.8 ± 18.1  63.7 ± 3.1 0.008 
Vmin, cm/s  27.1 ± 5.4  14.3 ± 1.1 0.678 
Vmean, cm/s  48.1 ± 9.0  28.0 ± 3.0 0.073 
PI     1.30 ± 0.11    1.61 ± 0.06 0.135 
IR     0.69 ± 0.03    0.78 ± 0.01 0.182 
D, cm    0.28 ± 0.03    0.32 ± 0.03 0.786 
Q, ml/min 249.8 ± 47.4 291.8 ± 44.1 0.212 
Q/m, ml/min/m2 20.5 ± 5.2  20.4 ± 1.4 0.030 

AМ 
Vmax, cm/s  181.6 ± 26.4 100.4 ± 4.6 0.064 
Vmin, cm/s 21.4 ± 2.1   25.8 ± 9.0 0.064 
Vmean, cm/s  74.8 ± 9.7   50.6 ± 7.2 0.057 
PI     2.08 ± 0.09    1.72 ± 0.19 0.817 
IR     0.87 ± 0.02    0.76 ± 0.07 0.807 
D, cm    0.41 ± 0.02    0.41 ± 0.01 0.241 
Q, ml/min 1075.4 ± 237.9    698.0 ± 149.1 0.315 
Q/m, ml/min/m2   75.3 ± 11.1 46.6 ± 4.5 0.378 

AL 
Vmax, cm/s    97.2 ± 15.1 67.3 ± 3.0 0.064 
Vmin, cm/s 26.2 ± 4.0 17.9 ± 1.3 0.064 
Vmean, cm/s 50.1 ± 7.5  31.2 ± 3.3 0.057 
PI    1.43 ± 0.06    1.45 ± 0.06 0.817 
IR    0.73 ± 0.02    0.73 ± 0.01 0.807 
D, cm   0.31 ± 0.02    0.34 ± 0.01 0.241 
Q, ml/min   467.0 ± 124.1  330.6 ± 38.7 0.315 
Q/m, ml/min/m2   34.1 ± 10.7 24.2 ± 2.3 0.378 

 

Table 6  
State of blood flow in the portal and splenic veins (Mean ± SE)  

Indices Group I, n = 11 Group II, n = 21 P 
VP 

Vmax, cm/s  29.1 ± 4.2 16.6 ± 0.7 0.010 
Vmin, cm/s 14.5 ± 1.3 11.2 ± 0.5 0.007 
Vmean, cm/s 17.0 ± 1.5 13.0 ± 0.6 0.007 
PI    0.45 ± 0.03   0.42 ± 0.02 0.122 
IR    0.34 ± 0.02   0.33 ± 0.01 0.129 
D, cm   0.56 ± 0.05   0.58 ± 0.02 0.356 
Q, ml/min 489.9 ± 95.0 328.0 ± 32.5 0.131 
Q/m, ml/min/m2 38.0 ± 9.5 24.5 ± 1.3 0.178 

VL 
Vmax, cm/s  20.6 ± 3.2 22.1 ± 1.2 0.667 
Vmin, cm/s 16.2 ± 3.0 16.2 ± 1.1 0.998 
Vmean, cm/s 17.7 ± 3.1 18.2 ± 1.1 0.881 
PI    0.31 ± 0.07   0.34 ± 0.04 0.672 
IR    0.24 ± 0.04   0.27 ± 0.03 0.534 
D, cm   0.56 ± 0.05   0.40 ± 0.02 0.947 
Q, ml/min 246.5 ± 57.8 237.1 ± 27.9 0.888 
Q/m, ml/min/m2 18.0 ± 4.6 17.5 ± 1.6 0.912 

 

Table 7  
Indices of portal blood flow in the hepatic  
and upper mesenteric arteries (Mean ± SE)  

Indices Group I, n = 11 Group II, n = 21 P 
ІBС АН 1795.9 ± 373.8 1202.8 ± 168.5 0.175 
ІВС АM   7324.3 ± 1423.6 2860.4 ± 568.7 0.011 
IBC/CI АH  47.8 ± 9.0 28.3 ± 5.0 0.083 
IBC/СI АM 194.7 ± 41.8   68.4 ± 16.6 0.013 
HVI, cm/s 16.7 ± 2.2   6.7 ± 0.3 0.001 
LPI, %   67.6 ± 21.2 78.0 ± 7.4 0.667 
DPI   0.35 ± 0.03   0.50 ± 0.05 0.012 
CHBV, ml/min   739.7 ± 136.4 563.4 ± 41.2 0.220 
HPR   0.56 ± 0.08   0.74 ± 0.09 0.025 

 

No significant differences in blood flow parameters between 
Groups I and II were found. Indicators of blood flow in the left 
renal vein showed no differences between Groups I and II , except 
that the pulse index (PI) in patients of Group I with meningococcal 
septic shock was significantly higher than in Group II. Thus, in 
patients with septic shock of meningococcal etiology a substantial 
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and clinically significant renal venous vasoconstriction was obser-
ved (Table 8).  

Table 8  
State of blood flow in the left renal artery and vein (Mean ± SE)  

Indices Group I, n = 11 Group II, n = 21 P 
Aren S 

Vmax, cm/s 55.1 ± 8.6 68.0 ± 3.7 0.182 
Vmin, cm/s 14.9 ± 2.8 16.8 ± 1.3 0.539 
Vmean, cm/s 28.3 ± 4.5 33.8 ± 1.7 0.257 
PI    1.46 ± 0.16   1.52 ± 0.08 0.762 
IR   0.72 ± 0.04   0.75 ± 0.02 0.546 

Vren S 
Vmax, cm/s 19.8 ± 3.0 17.2 ± 0.9 0.402 
Vmin, cm/s 9.9 ± 1.5 11.6 ± 0.5 0.276 
Vmean, cm/s 13.2 ± 1.8 13.5 ± 0.6 0.880 
PI    0.73 ± 0.15   0.41 ± 0.03 0.042 
IR   0.45 ± 0.07   0.32 ± 0.02 0.056 

 

Basically, the results of our data on the specificity of venous 
vasoconstriction, which is mostly characterized by a decrease in 

diastolic flow velocity and the development of acute kidney damage 
are similar to those of other researchers (Fig. 1). Correlation analysis 
of indicators of renal venous flow revealed the presence of significant 
connection between Vmin in the renal vein and creatinine (R = –0.840, 
P < 0.05). The Pulse Index of renal veins in Group II never exceeded 
the mark of 0.53 (Max = 0.53, Min = 0.22) (Fig. 2). To assess the 
impact of vasoactive mediators on blood flow distribution to different 
vascular zones, we explored the content of total serum metabolites of 
nitric oxide (NO2

– + NO3
–) and concentration of endothelin I in blood. 

It was found that children in Group I had a significant increase of 
nitric oxide metabolites in comparison to those in Group II. Despite a 
tendency to slight increase of endothelin I concentration in Group I, 
there were no significant difference between the groups (Table 9).  

Table 9 
Content of NO final metabolites and serum lactate (Mean ± SE)  

Indices Group I, n = 11 Group II, n = 21 P 
The total NO metabolites, mkmol/l 51.3 ± 8.3 29.3 ± 2.5 0.014 
Endothelin I, pmol/l   0.70 ± 0.35   0.24 ± 0.01 0.264 

 
 

 

Fig. 1. Renal blood flow in baby with septic shock  

 

Fig. 2. Renal blood flow in healthy child  

In order to determine the presence of relations between the 
states of regional blood flow , we conducted a correlation analysis 
of systemic inflammatory response, severity and studied vasoactive 
mediators. This analysis revealed strong positive relations between 
cumulative NO metabolites, speed of blood flow through the 
vessels in the splanchnic zone, diameter of vessels, pulse index and 
index of resistance. The direction of these connections testified the 
dependence of the vascular zone on NO, which has the ability of 
NO to cause vasodilation in liver and upper mesenteric artery, 

splenic and portal veins. The direct relation of NO with the number 
of polymorphic nuclear neutrophils and reverse assessment scale of 
PRISM may indicate the increased production of NO which has a 
positive impact on patients recovering from meningococcal septic 
shock. Unlike NO, the endothelin correlation with indicators of 
vascular tone is evidence of its vasoconstrictive effect. Besides, 
endothelin had a direct relation with C-reactive protein. Based on 
our obtained data, we set ourselves the question about the role of 
cardiac output in influence on the performance of regional circulation. 
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In order to answer this question, we conducted a correlation analysis 
between the cardiac output measure and those indicators that demon-
strated a close correlation with vasoactive mediators. In none of the 
cases did the SO have significant correlations with indicators of regio-
nal blood flow and systemic inflammatory response or severity of the 
examined patients’ status (Table 10). We haven’t found any signifi-
cant correlation between indicators of central hemodynamics and NO, 
which may probably refute the traditional view of the ability of NO to 
cause myocardial depression in sepsis (Table 11).  

Table 10  
Correlation between cardiac output, vasoactive mediators, 
indicators of organ blood flow, systemic inflammatory  
response and the severity of Group І  

Indices R P 
Vmin AH – CO –0.200 > 0.05 
Vmin AH - NO –0.710 < 0.05 
IR VP – CO –0.083 > 0.05 
IR VP – NO –0738 < 0.05 
PI VP – CO –0.083 > 0.05 
PI VP – NO –0.738 < 0.05 
D AM – CO   0.368 > 0.05 
D AM – NO   0.826 < 0.05 
Vmax VL – CO   0.000 > 0.05 
Vmax VL – NO   0.785 < 0.05 
Vmin VL – CO   0.000 > 0.05 
Vmin VL – NO   0.780 < 0.05 
Vmean VL – CO   0.000 > 0.05 
Vmean VL – NO   0.780 < 0.05 
PRISM – CO   0.118 > 0.05 
PRISM – NO –0.952 < 0.05 
Polymorphonuclear neutrophils – CO   0.358 > 0.05 
Polymorphonuclear neutrophils – NO   0.845 < 0.05 
IR VL – CO –0.283 > 0.05 
IR VL – endothelin І   0.730 < 0.05 
PI VL – CO –0.283 > 0.05 
PI VL – endothelin І   0.730 < 0.05 
D AL – CO   0.193 > 0.05 
D AL – endothelin І –0.672 < 0.05 
D VP – CO –0.122 > 0.05 
D VP – endothelin І –0.666 < 0.05 
IR VL – CO –0.283 > 0.05 
IR VL – endothelin І   0.732 < 0.05 
PI VL – CO – 0.283 > 0.05 
PI VL – endothelin І   0.732 < 0.05 
С-reactive protein – CO –0.383 > 0.05 
С-reactive protein – endotelin І   0.808 < 0.05 

 

Table 11 
Correlation between indicators of central hemodynamics  
and NO metabolites in the Group І  

Indices R P 
MAP – NO 0.443 > 0.05 
EDLVD – NO 0.060 > 0.05 
ESLVD – NO 0.059 > 0.05 
SV – NO 0.084 > 0.05 
CO – NO 0.071 > 0.05 
EF – NO 0.132 > 0.05 
SVRІ – NO 0.500 > 0.05 

 

Thus, our obtained data on the state of central hemodynamics 
of children with meningococcal septic shock in general are similar 
to the work of Have et al. (2000) – the only ultrasound research 
conducted on hemodynamics in meningococcus infected children, 
which also showed a significant reduction in left ventricular systolic 
function and its prognostic significance in poor output. However, 
our findings may create a discussion on important role of 
hypovolemia in the development of septic shock in children. 
Identifying the truth on this matter is extremely important, because 
the current existing recommendations on the management of septic 
shock (including meningococcal shock in children) give preference 
to aggressive infusion therapy as the first step in treatment (Brierley 
et al., 2009; Nadel, 2016). However, the results of our studies show 

the negative effects of aggressive infusion in patients with systolic 
heart failure! At the same time , we observe another approach to 
using infusion therapy in adults with septic shock, which includes 
minimization of the liquid volumes (Malbrain et al., 2014; Malbrain 
et al., 2015; Chen and Kollef, 2015). In a recent published study, the 
benefits of restrictive fluid therapy in comparison with standard 
infusion at septic shock in adults were presented (Hjortrup et al., 
2015). The study RENAL showed that negative daily water balance 
was associated with clinical improvement in these patients (Bellomo 
et al., 2012).  

The researched changes in the regional blood flow distribution 
in the splanchnic areas in patients with meningococcal septic shock 
indicate that the organs in splanchnic areas are not exposed to 
ischemia. On the contrary, in terms of early septic shock we found 
hyper perfusion on the basin of the upper mesenteric artery and 
increase (mainly due to portal) of total hepatic blood flow, which 
may well reflect increased oxygen need in the liver and intestine. 
The latter could be reached through the activation of immune cells 
(associated with intestine lymphoid tissue and liver Kuepfer 
macrophages) and their participation in the systemic inflammatory 
response. Also hemodynamic lesion of these organs may rather be 
due to the hyper perfusion than ischemia. The same applies to the 
kidneys. The role of direct prerenal ischemia in the development of 
acute kidney damage in sepsis is becoming more doubtful. Kidney 
damage and venous hypertension indicate intraorganic microcircu-
latory disorders, which were proven in the form of the pulse growth 
index of the main renal veins found in our study (Zarbok et al., 2014).  

The role of NO molecules in meningococcal septic shock 
should be revised. The image of "sinister monster" responsible for 
cardiac dysfunction and uncontrolled arterial hypotension in septic 
shock should be rejected, because NO played a leading role in 
maintaining microcirculation and perfusion in vital parts of the 
vascular system (Duran-Bedolla et al., 2014).This is proved by the 
leading foreign publications, as well as the results of correlation 
analysis in our study. Unlike the current Guidelines SSC (2016), the 
data we obtained can be a theoretical basis for the application of 
NO donor in complex intensive therapy of hemodynamic disorders 
associated with meningococcal septic shock with the aim of 
improving the outcomes.  
 
Conclusions  
 

Meningococcal septic shock in children is characterized by 
significant impairment of the central hemodynamics, which consists 
in lowering blood pressure, tachycardia, and suppression of left 
ventricular systolic function. The data we have obtained on the 
nature of hemodynamic disorders in children suffering from menin-
gococcal septic shock should be used to substantiate a more cau-
tious approach to infusion therapy and earlier use of drugs with po-
sitive inotropic effects.  

Given the significant increase of NO production, which correlates 
with splanchnic circulation indicators, we can assume that hyper-
production of NO and hyperperfusion in the splanchnic zones play a 
protective role against the development of organ failure, because they 
are associated with a lower score on the PRISM scale.  

The increased resistance index in the main renal veins in 
patients with meningococcal septic shock is closely correlated with 
the creatinine level, so it can be used as a non-invasive sign of acute 
kidney injury. In contrast to the recommendations of the Surviving 
Sepsis Campaign (2016) concerning the undesirable use of arginine 
to increase the level of NO in adults with septic shock, the use of 
arginine and other donors of NO in children with meningococcal 
septic shock should be the subject of further research.  
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The capacity of opportunistic bacteria for biofilm formation plays an important role in the development of chronic 
inflammatory processes, which are difficult to treat. To improve antimicrobial therapy methods, the influence of 
lactobacilli on the ultrastructure of biofilm-forming clinical strains of staphylococci when co-cultured was investigated. 
5 biofilm-forming clinical strains of S. aureus from the skin of acne vulgaris patients (n = 24) were isolated. Using 
transmission electron microscopy (TEM) the morphological changes of S. aureus cells in the mixed culture with 
standard strains of Lactobacillus plantarum 8P-A3 and clinical strains of L. fermentum (n = 4) were studied. It was 
found that in 48 hours after the inoculation on the medium of samples of mixed cultures of L. plantarum 8P-A3 and 
S. aureus growth of staphylococci was not revealed. Only in some cases of mixed cultures of L. fermentum and biofilm-
forming staphylococci was growth of S. aureus obtained. In electron diffraction patterns of control samples of 24-hour 
staphylococcal monocultures and 48-hour lactobacilli monocultures, natural development of the population at the 
cellular level was observed. Destructive changes under the influence of lactobacilli (probiotic and clinical strains) were 
detected in all ultrathin sections of the cells of biofilm-forming and planktonic staphylococci. Significant destructive 
changes in the cell wall of the staphylococci were observed: thickening, obtaining of irregular form, detachment of the 
cytoplasmic membrane, the complete destruction of the peptidoglycan layer and the emergence of "shadow cells". 
On all electron diffraction patterns fibrillar-threadlike structures of DNA could not be observed, but in some cases 
mesosome-like formations were poorly contrasted. It was established that the surface S-layer of lactobacilli was 
expressed on a significantly larger scale in the mixed culture with staphylococci. In mixed culture of clinical strains of 
lactobacilli with biofilm form of S. aureus, staphylococcal cells could be found in a dormant state. Thanks to an 
experimental model of biofilm in a mixed culture, the development of destructive changes of staphylococci under the 
influence of the lactobacilli both on the morphological and at the population levels has been assessed. The results 
obtained can be used in improving the schemes of complex antimicrobial therapy of pyoinflammatory processes with 
the use of biological preparations, which are composed of lactobacilli, including those in the form of local application.  

Keywords: biofilm; Lactobacillus; Staphylococcus aureus; transmission electron microscopy  

Introduction  
 

Staphylococci, as ubiquitous opportunistic microorganisms, colo-
nize the skin of the mucous membranes of many human body ecosys-
tems (nasopharynx and oropharynx, gastrointestinal tract, vagina) 
(Wertheim et al., 2005). The carriage of staphylococci in the human 
population is over 20% (Kluytmans et al., 1997; Dall'Antonia et al., 
2005). Staphylococcus aureus biofilm formation is a serious problem 
in nosocomial infections, and especially in the development of resis-
tance to the majority of existing antibiotics. It should be stated that the 
ability to colonize and form biofilms on medical implants, catheters, 
endotracheal tubes, leads to the emergence of serious catheter-venti-
lator-associated infectious complications, sepsis (Reid, 1999; Wein-
stein and Darouiche, 2001; Ghannoum and O'Toole, 2004; Pal et al., 
2007; Eftekhar and Mirmohamadi, 2009; Revdiwala et al., 2012, Nair 
et al., 2014). Furthermore, 60–65% of infections of the respiratory 
and urinary tract, osteomyelitis, endocarditis, cystic fibrosis, perio-
dontitis, sores, etc. are caused by biofilm forms of bacteria (Hall-
Stoodley and Stoodley, 2009; Wang et al., 2010). S. aureus is a major 
cause of development of persistent, chronic pyoinflammatory infecti-
ons (Otto, 2008; Hall-Stoodley and Stoodley, 2009; Gostev and Sido-

renko, 2010). Biofilm microbiota, being in a symbiotic relationship 
with the macroorganism, create a powerful biological barrier, which 
prevents colonization of the epithelium by pathogenic microorga-
nisms and ensures the preservation of its own microflora in natural 
human biotopes (Shyrobokov et al., 2009; He et al., 2011). It was 
found that human commensal microorganisms, being a part of the 
skin microbiocenoses, intestines, mucous, form complex interspecific 
communities (Hall-Stoodley and Stoodley, 2009; Harriott and No-
verr, 2009). These formations are social systems characterized by 
certain co-operation and functional specialization, controlled by the 
QS-system (quorum sensing). Global regulation ensures the forma-
tion of biofilm, as well as increased bacterial adhesion, the beginning 
of the synthesis of the factors associated with the antagonistic activity 
for representatives of indigenous microflora and the manifestation of 
the pathogenicity for opportunistic microflora (MacFarlane, 2008; 
Bondarenko, 2011).  

Lactobacilli are essential symbionts and members of various 
human body ecosystems. Anti-staphylococcal activity of lactobacilli 
strains is carried out by the production of nonspecific antimicrobial 
metabolites, such as organic acids including lactic, acetic, propionic 
and butyric, hydrogen peroxide, lysozyme and bacteriocin-like inhi-
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biting substances (BLIS), biosurfactants (glycolipids, rhamnolipids, 
lipopeptides, polysaccharide-protein complexes, phospholipids, fatty 
acids and neutral lipids) (Dworkin et al., 2006; Varma et al., 2010, 
2011; Dobson et al., 2012).  

The efficacy of probiotic preparations containing lactobacilli is 
largely due to the activity of various antimicrobial agents, including 
biosurfactants (Velraeds et al., 1996), which introduce a powerful 
intervention into biofilm communities by changing the surface pro-
perties of bacterial cells, reduce their adhesion (Ahimou et al., 
2000) and hinder the development of biofilms and intercellular inte-
raction (Rasmussen and Givskov, 2006; Valle et al., 2006).  

Consequently, the metabolites of lactobacilli are able to inhibit 
biofilm formation and cause ultrastructural changes in S. aureus and 
S. epidermіdis cells, which leads to their death (Varma et al., 2011).  

The aim of this study is to investigate the influence of lacto-
bacilli on the ultrastructure of biofilm-forming clinical strains of 
staphylococci when co-cultured.  
 
Materials and methods  
 

For the investigation, 5 biofilm-forming clinical strains, isolated 
from the skin of acne vulgaris patients (n = 24), were selected. Pri-
mary selection of the strains was carried out on the basis of changes 
in their culture properties, including expressed increase in colony 
viscosity. Thus the proportion of biofilm-forming forms was 
20.8%. The strains of Lactobacillus fermentum (n = 4) were isola-
ted from the mucosa of the upper respiratory tract of healthy 
patients. Isolation and identification of staphylococci were perfor-
med using standard nutrient medium in the laboratory of the micro-
biology department of Danylo Halytskyi Lviv National Medical 
University according to the conventional techniques (Birger, 1982; 
Vos et al., 2009).  

Staphylococcal biofilm formation was performed at the bottom of 
plastic cups (Ø 50 mm) using nutrient broth ("Farmactiv", Ukraine), bio-
film of lactobacilli – using MRS-broth (de Man, Rogosa, Sharpe, India). 
4 ml of broth and 10 µl of culture with turbidity 1,5 × 109 CFU/ml (cor-
responding to 5 McFarland units according to the standard) were 
added to each cup, in such a way that the suspension was uniformly 
distributed on the bottom of the cups. The cups with the staphylococci 
inoculations were placed in an incubator for 24 hours and the plates 

with the lactobacilli inoculations placed in an incubator for 48 hours, 
both at a temperature of 37 °C. After this exposure, the residual medi-
um was collected from the cups in order not to destroy the existing 
biofilm and was washed with distilled water three times.  

Similarly mixed cultures of Staphylococcus and Lactobacilli in 
MRS-broth were formed within 48 hours at 37 °C. For this 4 ml of 
the mentioned medium and 5 µl of lactobacilli and the staphylococ-
cal suspension with density 1,5 × 109 CFU/ml were added to the 
plastic cups. As a control, a live culture of Lactobacillus plantarum 
8P-A3, which is included in the composition of a probiotic prepara-
tion "Lactobacterin", which was obtained by cultivation in micro-
aerophilic conditions first in thioglycollate medium and then on 
MRS-agar, was used. The standard film-forming strain of S. aureus 
ATCC 25923 and not the film-forming strain of S. aureus ATCC 
12228, were used to determine a benchmark.  

To determine the number of viable cells both the staphylococci 
and lactobacilli in mixed cultures of biofilms, inoculations of 10 µl 
on the solid medium immediately after the inoculation and at 12, 
24, 48 hours were produced. In the case of a high density of the 
received culture it was diluted before the inoculation, which made it 
possible to set the number of germinated colonies.  

Preparation of samples for transmission electron microscopy 
(TEM) was performed by classical methods (Weekly, 1975; Gold-
stein et al., 1984). They were viewed in the transmission electron 
microscope PEM-100-01 at a voltage of 75 kV at magnifications 
from ×1,000 to ×30,000.  

Statistical analysis of experimental data was performed using 
Excel for PC. The significance of the difference between the two 
rates was assessed by Student's test. The difference was considered 
significant at P < 0.05.  
 
Results and discussions  
 

Comparison of capacities for isolation from mixed cultures in a 
nutrient medium and in conditions of the biofilm structure modeling 
was conducted. Controlling inoculation on the solid medium imme-
diately after the inoculation in all samples of mixed cultures has 
demonstrated the presence of staphylococci in an amount, close to 
the inoculated dose from (4.5 ± 0.02) to (4.8 ± 0.04) × 108 CFU/ml 
(Table).  

Table 
The dynamics of microorganisms growth after inoculation from biofilm  

The number of microorganisms, CFU/ml 
the growth after inoculation from structured biofilm  Bacterial strains associants inoculated 

dose 
0 h 

12 h 24 h 48 h 
L. рlantarum 8P-A3 and 
S. аureus АТСС 25923 

109 

(1:1) 
0* 

(4.7х ± 0.02) × 108 
(1.1 ± 0.09) × 104 

(1.2 ± 0.01) × 106 
3 × 107 

(1.35 ± 0.09) × 102 
(0.9 ± 0.08) × 1012* 

0* 
L. рlantarum 8P-A3 and 
S. аureus ATCC 12228 

109 

(1:1) 
0* 

(4.8х ± 0.02) × 108 
(1.3 ± 0.08) × 104 

(2.0 ± 0.02) × 106 
108 

75 ± 0.56 
(1.0 ± 0.1) × 1012 

0* 
L. fermentum, N = 4 
S. аureus (biofilm-forming form), N = 5 

109 

(1:1) 
0* 

(4.6х ± 0.02) × 108 
(1.5 ± 0.08) × 104 

(8.7 ± 0.07) × 106 
1.5 × 108 

(1.35 ± 0.09) × 102 
0.85 ± 0.09) × 1012* 
(1.8 ± 0.2) × 102* 

L. fermentum, N = 4 
S. аureus ATCC 12228 

109 

(1:1) 
0* 

(4.5х ± 0.02) × 108 
3 × 104 

(1.2 ± 0.04) × 106 
1.5 × 107 

(2.0 ± 0.10) × 103 
(1.0 ± 0.08) × 1012* 

0* 

Note: statistically significant difference compared to control strains * – P < 0.05.  

Growth of lactobacilli was absent. In isolation of cultures from 
structured biofilm samples association L. plantarum 8P-A3 as with 
the standard biofilm-forming strain of Staphylococcus and non-
biofilm form strain after 12 hours, the number of lactobacilli was 
1.1 ± 0.09 × 104 and 1.3 ± 0.08 × 104 CFU/ml, respectively, with an 
increase in the number of staphylococci to (1.2 ± 0.015) and (2.0 ± 
0.03) × 106 CFU/ml. After 24 hours, the number of viable staphylococci 
rapidly decreased to (2.3 ± 0.02) and (2.0 ± 0.04) × 103 CFU/ml, 
and lactobacilli – increased to 107–8 CFU/ml.  

The trend in the nature of isolation from biofilm structures of 
clinical isolates L. fermentum and S. aureus association was similar 
but more active isolation of both associant species was registered 
after 12 hours. After 24 hours the number of isolated L. fermentum 
was somewhat reduced in comparison with the activity of probiotic 

lactobacilli. Inhibition of Staphylococcus growth to (1.35 ± 0.09) × 102 
(biofilm form) was also observed and this inhibition was even more 
pronounced with the non-biofilm forming standard strain of staphy-
lococci – 75 ± 0.56 CFU/ml. In 48 hours after the inoculation on the 
medium lactobacilli, were isolated from all samples, and reached 
the quantitative level 1012. Isolation of staphylococcus was disconti-
nued, except for L. fermentum and S. aureus (biofilm form, the 
number (1.8 ± 0.2) × 102) and the growth of individual colonies of 
clinical isolates of staphylococci in the modeling of biofilm was 
registered (Р < 0.05). Thus, clinical strains of lactobacilli adapted to the 
conditions of the organism are actively reproduced in vitro, being 
sufficiently effective antagonists under the conditions of biofilm. Ho-
wever, quantitatively, lactic acid lactobacilli promote more rapid death 
of staphylococci in a mixed culture. The studies also show higher 



 

Regul. Mech. Biosyst., 8(1) 100 

potential of preservation of the viability of biofilm form bacteria in the 
bi-species biofilm. To assess the nature of the cell damage in the staphy-
lococci in the mixed culture with the lactobacilli, the ulrastructure of 
these species of bacteria was studied in biofilm modeling conditions. 
In analyzing electron diffraction patterns in control samples of 24-hour 

film-forming monocultures and planktonic Staphylococcus and 48-hour 
lactobacilli, natural development of the population at the cellular level 
was observed (Fig. 1a–c). Cells were visualized at different stages of 
morphogenesis: separation with forming cytoplasmic wall, at rest, as 
well as with complete and partial autolysis (Fig. 1b).  

 

    

Fig. 1. Microphotography (TEM) of staphylococci and lactobacilli monocultures: (a) planktonic form of S. aureus ATCC 12228,  
(b) biofilm form of S. aureus ATCC 25923 at different stages of cell development, (c) clinical strain of L. fermentum  

In most cells, a characteristic ultrastructural organization was 
observed: thick peptidoglycan layer, cytoplasmic membrane, nuc-
leoid located diffusely in the form of light fibrillar-threadlike DNA 
structures, mesosomes (vesicular and lamellar membrane structu-
res) in the place of septum formation. With almost all ultrathin sec-
tions of lactobacilli cells, the surface S-layer is visible. Only in the 
mixed culture of lactobacilli with staphylococci is it expressed on a 
significantly larger scale (Fig. 2c).  

Comparing the electron diffraction patterns of 48-hour staphy-
lococcal monocultures and cultures mixed with lactobacilli in the 
composition of biofilms, significant destructive changes in the ultra-
structure of staphylococcal cells were observed (Fig. 2). Destabili-
zation of the cell wall was manifested in its thickening, in the irre-
gular form acquired by the cocci, detachment of the cytoplasmic 
membrane from the cell wall (Fig. 2f) and in the complete destruc-
tion of the peptidoglycan layer (Fig. 2a, e). Cell wall ruptures with 
the outflow of cell content were also recorded (Fig. 2b, e), which 
leads to a complete loss of colloid and corresponding protoplasmic 
structures and appearance of "shadow-cells" (Fig. 2d). Due to the 
high electron density of the cytoplasm in the nucleoid zone, it was 
impossible to oberve characteristic pronounced fibrillar-threadlike 
structures of DNA, in some electron diffraction patterns mesosome-
like formations were poorly contrasted. Such destructive changes 
were detected in all the ultrathin sections of cells of biofilm-forming 
and planktonic staphylococci induced by probiotic (Fig. 2g, h) as 
well as clinical lactobacilli (Fig. 2a–e).  

It is known that bacterial cells, growing in adverse conditions of 
a natural or artificial environment, such as the depletion of nutri-
ents, oxygen, inadequate pH, etc. can be transformed into unculti-
vated (VBNC – viable but non-culturable) forms with a slow meta-
bolism, but preserving their viability. The uncultivated state is cha-
racterized by a number of molecular, structural and functional charac-
teristics of the biofilm (Lleo et al., 2007; Stewart and Franklin, 
2008; Oliver, 2010; Trevors, 2011).  

VBNC forms are in transient dormancy condition and are ori-
entated towards adaptation to stress and are associated with signifi-
cant dwarfism of cells, as well as the inability to grow on nutrient 
media. Nevertheless, uncultivated cells that retain a certain degree 
of metabolic activity can be restored in cultivated states with the 
help of appropriate stimulation (Oliver, 2010; Trevors, 2011; Zandri 
et al, 2012).  

Our studies have shown that in the case of a combination of a 
biofilm form of S. aureus and clinical strains of lactobacilli dormant 

staphylococci cells are found in the field of view (Fig. 2a). Diffi-
culties in the treatment of many bacterial infections are associated 
with formation of biofilm by microorganisms in the patient, which 
plays an important role in clinical medicine (Chebotar et al., 2010; 
Qu et al., 2010). One way to improve the effectiveness of antimic-
robial therapy of diseases caused by staphylococci, is the use of 
tools that contribute to the disintegration of the biofilm to the tran-
sition of the pathogen in planktonic form. Microorganisms-antago-
nists in composition of eubiotic preparations, particularly, lacto-
bacilli may be used for this (Samot and Badet, 2013; Lee and Kim, 
2014; Nair et al., 2014).  

Different Lactobacillus species are part of the natural human 
body biosystems and participate in the formation of multispecies 
biofilms which contain two or more members within the associa-
tion. It has been proved that L. reuteri, on the basis of which a large 
number of probiotics are created, can prevent reproduction of pa-
thogenic bacteria and restore the natural biofilm of the urogenital 
tract in women (Whitchurch et al., 2002; Younes et al., 2012).  

The bacterial cell wall and its associated proteins mediate the 
interaction between the environment and the cytoplasm of micro-
bial cells. It acts as a structural barrier against the action of toxic 
chemicals, protects the cell from changing environmental conditi-
ons and plays an important role in infection and pathogenicity 
(Dmitriev et al., 2004). Changes in cell wall thickness take place 
under the influence of various factors. In particular, its thickening 
has been fixed among strains of antibiotic-resistant S. aureus in the 
presence of antibiotics (Cui et al., 2000; Cui et al., 2003; Kim et al., 
2012). Increase in the thickness of the cell wall and its changes in 
biochemical composition have also been obtained under the 
influence of cold stress (Onyango et al., 2012). The phenomenon of 
"shadow cells" with the release of cellular material outside is 
described in the study of the damaging effect of silver on Pseudo-
monas aeruginosa using TEM. The results obtained are confirmed 
by the scanning electron microscopy (SEM): the complete loss of 
cell membranes with disintegration of intracellular material was 
recorded in the processed cells (Dosunmu et al., 2015). Similar 
investigations on the study of the silver ions mechanism of action 
were carried out on cultures of S. aureus and Escherichia coli. 
In gram-positive and gram-negative bacteria cell wall damage, the 
release of cell content, complete or partial separation of the cyto-
plasmic membrane from the cell wall, and decrease in electron den-
sity in the cytoplasm were identified (Jung et al., 2008). The inter-
action between the silver and the components of bacterial membrane 
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causes structural changes and damage to membranes and intracellular 
metabolic activity, which may be the cause or the consequence of cell 
lysis (McDonnell et al., 1999; Sondi and Salopek-Sondi, 2004; Pal et 
al., 2007). Antiadhesive, antimicrobial and antibiofilm influence of 
biosurfactants produced by strains of L. jensenii and L. rhamnosus, 
in respect to a number of bacteria with clinical multidrug resistance 
(Acinetobacter baumannii, Escherichia coli and Staphylococcus 

aureus (MRSA)), which can form biofilms on wounds, medical 
implants and industrial surfaces was revealed.Confirmation of TEM 
has shown cell wall damage and the appearance of shadow-cells 
(Sambanthamoorthy et al., 2014).  

Comparing our results with those of other researchers, it may 
be suggested that such reaction of the cell wall may be common to 
bacterial cells under the influence of different stress factors.  

 

    

    

   

Fig 2. Microphotography (TEM) of mixed cultures of staphylococci and lactobacilli: (a) L. fermentum and S. aureus ATCC 12228,  
(b) L. fermentum – excess of S-layer, (c, d, e, f) L. fermentum and biofilm form of S. aureus (ultrastructural changes in staphylococcal cells 
are marked with arrows), (g) L. plantarum 8P-A3 and biofilm-forming form of S. aureus. L. plantarum 8P-A3 and S. aureus ATCC 12228  
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In one recent study (Khaleghi and Kermanshahi, 2012), the 
authors showed that environmental conditions affect the protein of the 
S-layer and the slpA gene expression. During the electron-microsco-
pic examination of Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, the excess 
of the S-layer was found at both ends of the bacterial cell at a tem-
perature of 45 ºC. This allows one to suggest that the S-layer protein 
is predominantly expressed in conditions which are not optimal for 
bacterial growth. The S-layer probably acts as a protective shell in 
L. acidophilus ATCC 4356. In addition, the results of some studies 
indicate the involvement of lactobacilli S-layer proteins in providing 
hydrophobicity, autoaggregation and adhesion of these bacteria to a 
variety of surfaces (Van der Mei et al., 2003; Vadillo-Rodríguez et al., 
2004; Khaleghi and Kermanshahi, 2012; Hynönen and Palva, 2013).  

In our studies, when comparing the S-layer of lactobacilli in 
mono- and mixed cultures, its increase was seen only in the second 
case – in the mixed culture of lactobacilli with staphylococci. These 
results confirm the hypothesis that the observed changes are the in-
dicators of the reaction general to the bacteria manifested by mor-
phological modifications in the conditions of interaction with the 
"unfriendly" assiociants.  
 
Conclusions  
 

In terms of bi-species biofilm modeling, survival of assiociants of 
both species increases. The probiotic strain of lactobacilli reveals a 
more pronounced antagonistic effect on the staphylococci cultures in 
comparison with the activity of clinical isolates, while maintaining a 
minimum viability of probiotic forms of Staphylococcus. At the po-
pulation level, the ratio of morphological types of S. aureus cells with 
an increase in the amount of involutional and lysed cells changed. 
Significant ultrastructural changes took place at the morphological 
level of staphylococcal cells. In mixed cultures of clinical strains of 
lactobacilli and biofilm-forming staphylococci, the latter moved into a 
state of rest, fixed by TEM, and during inoculation they retained their 
capacity for cultivation in vitro, which indicates the high competi-
tiveness of staphylococci. Thanks to an experimental model of bio-
film in a mixed culture, the present study has allowed us to establish 
the nature of the antagonistic action of lactobacilli on S. aureus and to 
evaluate the development of destructive changes in the dynamics. 
The results obtained can be used in improving the schemes of comp-
lex antimicrobial therapy of pyoinflammatory processes with the use 
of biological preparations, which are composed of lactobacilli, inclu-
ding those in the form of local application.  
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