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The CONTENT of REACTIVE OXYGEN SPECIES in Candida albicans cells after CRYOPRESERVA-

TION of the VARIOUS PROGRAMS
Artuyants A.Yu., Martsenyuk V.F., Vysekantsev I.P.
Summary. The cells viability and content of reactive oxygen species in yeast-like fungi Candida 

albicans ATCC 885 were studied after cryopreservation. It has been shown that maximum level of survival 
of yeast-like fungi has been provided by freezing with the rate of 7°C/min down to -70°C with further 
plunging into liquid nitrogen and adding of 5% DMSO. It has been found that indicators of elevated ROS 
in frozen samples correlated with the loss of cell viability after cryopreservation. It has been proved that 
ROS are accumulated in cells, which lost the ability to colony formation, i.e. in cells subjected during 
cryopreservation to lethal and conditionally lethal damages.
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Робота виконана в рамках НДР біологічного 
факультету Київського національного універси-
тету імені Тараса Шевченка «Дослідження ролі 
дофаміну та D

2
 дофамінових рецепторів в патоге-

незі запальних захворювань кишечника з огляду 
на його роль в VEGFNPF-викликаній проник-
ності судин товстої кишки», № держреєстрації 
№09ДП036-05.

Вступ. Запальні захворювання кишечника, 
до яких належать виразковий коліт (ВК) та хво-
роба Крона є одною з найбільш серйозних та не-
вирішених проблем сучасної гастроентерології 
та колопроктології [1]. Ангіогенез (утворення 
нових кровоносних судин) є новим критичним 
компонентом патогенезу запальних захворювань 
кишечника [3, 9, 14]. Його блокада значно покра-
щує клінічні та морфологічні ознаки хвороби [4, 
6]. В наших попередніх дослідженнях нейтра-
лізація активності фактора росту кровоносних 
судин (VEGF/VPF), що є найпотужнішим про-
ангіогенним фактором та фактором проникності 
кровоносних судин, сприяла загоєнню виразок 
при йодоацетамід-викликаному ВК [11]. Анало-
гічні дані були отримані іншими дослідниками 
[14]. 

Нейротрансмітер дофамін через взаємодію з 
D

2
 дофаміновими рецепторами (D

2
R) справляє 

потужний вибірковий пригнічуючий вплив на 
VEGF/VPF-викликану проникність кровоносних 
судин, проліферацію та міграцію ендотеліальних 
клітин на моделях пухлин яєчників [13], раку мо-
лочної залози і товстої кишки [7] та пригнічує ріст 
пухлин. В ендотеліальних клітинах пухлин ми-
шей з дефіцитом D

2
R та мишей з фармакологічно-

зниженим рівнем дофаміну, значно підвищений 
рівень фосфорилювання VEGF рецептора-2, що 
має вирішальне значення для ангіогенезу та про-
никності судин [8]. Більш того, клінічні та експе-
риментальні дослідження показали зменшення 
рівня дофаміну, L-ДОФА (його попередника) [5, 
10], а також тирозин гідроксилази (фермент, що 
бере участь в синтезі дофаміну) [2] при запальних 
захворюваннях кишечника. 

Метою даної роботи було дослідити терапев-
тичну ефективність агоністів D

2
R в патогенезі 

експериментального ВК у щурів.
Об’єкт і методи дослідження. Дослідження 

проведені на щурах самицях лінії Вістар масою 
180-230 (n=29). Йодоацетамід-викликаний ВК 
моделювали одноразовим ректальним введен-
ням 0,1 мл 6%-го розчину йодоацетаміду (Sigma, 
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США) розчиненому в 1%-ному розчині метилце-
люлози (Sigma, США) (7 см від анального отвору, 
використовуючи гумовий катетер S8 (Rüsch, Ні-
меччина)).

Для оцінки терапевтичної ефективності аго-
ністів D

2
R на клінічні та морфологічні ознаки 

йодоацетамід-викликаного ВК щурам вводили 
агоністи D

2
R каберголін (достінекс; Pfizer, США) 

та бромокриптин (Ріхтер, Угорщина). Водний 
розчин каберголіну (50 мкг/кг, перорально) вво-
дили на 2-й та 5-й день після модулювання ВК 
(n=10). Водний розчин бромокриптину (50 мкг/кг, 
перорально) вводили з 2-го по 6-й день після моду-
лювання ВК (n=9). Контрольна група, відповідно, 
отримувала 1 мл води (n=10). Щурів умертвляли 
шляхом інгаляції з СО

2
 та наступною цервікаль-

ною дислокацією на 7-й день експерименту.
Клінічні ознаки коліту, такі як маса тіла, ле-

таргія (0-3 бали: 0 - норма, 1 – помірно піднята 
шерсть, 2 – тварина брудна, зменшення спонтан-
них рухів, 3 – тварина майже не рухається, не 
реагує на інших тварин), діарея (0-3 бали: 0 - нор-
ма; 1 - м’яке чи водянисте випорожнення, волога 
пляма навколо ануса до 1 см2; 2 - волога пляма 
навколо ануса більше ніж 1 см2, захватує нижню 
частину живота; 3 - пляма доходить до грудей) 
оцінювали щоденно. Зважування щурів проводи-
ли на 1-й (день введення йодоацетаміду), 3-й, 5-й 
та 7-й дні експерименту. 

Для оцінки макроскопічних уражень товстої 
кишки, видаляли 7 см товстої кишки (від аналь-
ного отвору), розрізали з антимезентерального 
боку, промивали в фізіологічному розчині. Ви-
мірювали: площу ураження (мм2), поперековий 
переріз стінки товстої кишки (мм), площу ділян-
ки, що втратила складки (мм2), масу 7 см кишки 
в перерахунку на 100 г маси щура (г/100 г тіла), а 
також загальний ступінь ураження товстої киш-
ки за шкалою 0-3 (0 - норма, 1 – ураженно 1-10% 
товстої кишки, 2 – уражено 11-30%, 3 - уражено 
більше ніж 30%). 

Отримані дані представлені у вигляді M±SD, n 
– кількість тварин в групі. Статистичну обробку 
даних проводили з використанням пакету мате-
матичних програм StatisticSoft 6.0. використо-
вуючи ранговий критерій груп U–тест Мана–Ві-
тні для порівняння двох незалежних вибірок. 
Статистично значущою вважали різницю при 
р<0,05.

Результати досліджень та їх обговорення. Для 
перевірки терапевтичної ефективності агоністів 
D

2
R при експериментальному ВК, ми застосову-

вали препарати каберголін (достінекс) та бромо-
криптин в дозах, що на порядок нижчі за ефек-
тивні для пригнічення лактації. 

В наших дослідженнях введення каберголіну 
та бромокриптину значно покращувало клініч-
ні ознаки коліту. А саме, виживаємість щурів в 
експериментальних групах, що отримували до-
сліджувані речовини, становила 100%, тоді, як 
даний показник у щурів контрольної групи був 
зменшений на 12,5%. 78% щурів контрольної 
групи мали діарею на момент закінчення експе-

рименту з середнім показником 1,44±1,01 балів. 
В групі щурів, що отримували каберголін лише 
50% тварин мали діарею з середнім показником 
на группу 0,81±1,13 балів. Важливо зауважити, 
що 78% тварин в бромокриптин-групі мали діа-
рею, але середній показник на групу був нижчій 
у порівнянні з конрольною групою і дорівнював 
1,16±1,00 балів. Введення каберголіну та бромо-
криптину також значно покращувало загальний 
стан тварин (летаргія), що визначався за шкалою 
від 0 до 3 балів і становив 0,68±0,45 та 0,55±0,52 
балів, відповідно. В контрольній групі щурів цей 
показник дорівнював 0,88±0,60 балів. Введення 
каберголіну та бромокриптину не викликало зна-
чних змін в масі тіла щурів. 

Введення агоністів D
2
R значно покращувало 

морфологічні ознаки коліта (рис.). Так, площа 
уражень в контрольній групі щурів дорівнювала 
480,75±330,87 мм2, тоді як після введення кабер-
голіну та бромокриптину цей показник стано-
вив 190,75±129,99 мм2 (р=0,035) та 190,33±108,8 
мм2 (р=0,007), відповідно. Введення каберголіну 
та бромокриптину зменшувало показник попе-
рекового перерізу стінки товстої кишки, хоча 
ці зміни не досягали статистичної значущості. 
Так, цей показник дорівнював 19,25±4,65 мм в 
групі, що отримувала каберголін та 18,66±4,41 
мм в групі, що отримувала бромокриптин, тоді 
як в контрольній групі - 26,93±9,75 мм. Площа 
ділянки товстої кишки, що втратила складча-
тість (вказує на площу запалення/набряку) до-
рівнювала 684,81±379,65 мм2 в контрольній 
групі, тоді як після введення каберголіну цей 
показник становив 400,25±247,57 мм2 (р=0,11). 
Бромокриптин зменшував площу ділянки без 
складок до 339,22±230,55 (р=0,034). Маса кишки 
на 100г тіла щура, також значно зменшувалась 
під дією каберголіну та бромокриптину  і дорів-
нювала, відповідно 1,00±0,34 г/100 г (р=0,035) 
та 1,06±0,32 г/100г (р=0,016) проти 1,77±0,84 
мг/100 г в контрольній групі.

Загальний ступінь ураження товстої кишки 
в контрольній групі досягав максимального зна-
чення у 70% щурів за шкалою 0-3 і в середньому 
дорівнював 2,75±0,42 бали. В групі, що отриму-
вала каберголін цей показник був зменшений до 
1,75±0,53 балів (р=0,003), а в групі, що отриму-
вала бромокриптин – 1,83±0,55 балів (р=0,003).

Як видно з рис., бромокриптин був більш 
ефективним у порівнянні з каберголіном у 
прискоренні загоєння виразки, хоча обидві речо-
вини виявляли статистично значущу позитивну 
дію, що підтверджує наші очікування. Так як в 
наших попередніх дослідженнях активація D

3
R 

мала потужний позитивний вплив на морфоло-
гічні та клінічні ознаки експериментального ВК 
[12], ми припустили, що більш значима ефектив-
ність бромокриптину пов’язана з його афінністю 
до D

3
R. 

Висновки. В результаті проведеного дослі-
дження показано, що щоденне введення аго-
ністів D

2
R статистично значущо покращувало 
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клінічні та морфологічні ознаки йодоацетамід-
викликаного ВК. 

Перспективи подальших досліджень поля-
гають у визначенні доза-ефект для даних препа-
ратів, а також дослідженні механізмів терапев-
тичної ефективності агоністів D

2
R в патогенезі 

експериментального ВК. 
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Рис. Вплив агоністів D
2
R каберголіну (2) та бромокриптину (3) на морфологічні ознаки йодоацетамід-

викликаного коліта у щурів. 1-контрольна група.
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Вступ. Ендостатин – потужний анти-
ангіогенний фактор, який пригнічує абнормаль-
ний/патологічний ангіогенез, що спостерігається 
при злоякісних пухлинах та хронічних запаль-
них захворюваннях [5, 7]. Підвищення рівня ен-
достатину було показано у хворих на виразковий 
коліт [2] та на експериментальних моделях даної 
патології [1, 13]. 

Ендостатин – 20 кДа фрагмент СООН-кінця 
NC1 домена колагену XVIII α1-ланцюга, який був 

вікритий та виділений з лінії клітин гемангіоен-
дотеліоми мишей [6]. Ендостатин утворюється в 
результаті протеолітичної деградації колагену 
XVIII під дією різних протеїназ, в тому числі ма-
трикс металопротеїнази-9 (ММР-9) [11]. 

Підвищення активності та експресії MMP-
9 було показано у хворих на виразковий коліт 
[10], а також в наших дослідженнях на моделі 
йодоацетамід-викликаного коліта у щурів та у 
мишей з спонтанно-виникаючим колітом, в ре-
зультаті дефіцита інтерлейкіна-10 [13]. Більш 
того, клінічні та експериментальні дослідження 
показали домінування матрикс металопротеїназ 
в слизовій оболонці кишечника в патогенезі ви-
разкового коліта [4, 16].




