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Вступ

Дослідження експресії ге-
нів на культурах клітин і мо-
делях тварин свідчать про те,
що адаптивні та проапоптозні

шляхи реакції кардіоміоцитів
на стрес ендоплазматичного
ретикулума відіграють фунда-
ментальну роль у розвитку та
прогресуванні серцево-судинних
захворювань, у тому числі сер-

цевої недостатності, ішемічної
хвороби серця й атеросклеро-
зу та найближчим часом мо-
жуть стати ефективними мі-
шенями терапевтичного впли-
ву [1].
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Адаптивные и проапоптозные реакции кардиомиоцитов на стресс эндоплазматического рети-

кулума играют фундаментальную роль в развитии и прогрессировании сердечно-сосудистых
заболеваний и в ближайшее время могут стать эффективными мишенями терапевтического воз-
действия. Данная работа посвящена исследованию хроматографических спектров перспектив-
ных плазматических маркеров состояния эндоплазматического ретикулума и лизосомно-эндосомной
системы поврежденных клеток — свободных олигосахаридов — до и после лечения больных
сердечной недостаточностью. Стандартная терапия отражается на динамике хроматографи-
ческих спектров нейтральной фракции свободных олигосахаридов и не влияет на спектры за-
ряженных гликанов. Тенденция сдвига профиля нейтральной фракции к стандартному спектру
свидетельствует об улучшении состояния эндоплазматического ретикулума клеток, однако пол-
ного восстановления не происходит, т. к. концентрация маркерных пиков заболевания остается
высокой и после проведенной терапии.
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Adaptive and proapoptotic reactions of cardiomyocytes to stress of the endoplasmic reticulum play

a fundamental role in the development and progression of cardiovascular diseases and in the nearest
future may become effective therapeutic targets. Since the endoplasmic reticulum is the main source
of free oligosaccharides (FOS) — unbound structural analogues of glycans of glycoconjugates, their
structures can reflect a state of this cell organelle. Moreover, some fractions of FOS might represent a
status of lysosomes and endosomes. FOS penetration from cells into blood and urine makes them
prospective markers of cell stress in biological fluids.

The objective of the work was a characterization of FOS in blood plasma obtained from patients
with cardiac failure before and after standard treatment. Chromatographic profiles of FOS composed
of 4–12 monosaccharides were obtained and analyzed for quantitative and qualitative differences be-
tween the samples. After plasma deproteinization and FOS purification the oligosaccharides were la-
belled with anthranilic acid, separated into the neutral and charged with QAE Sephadex chromatogra-
phy and analysed using high-performance liquid chromatography.

After treatment, the spectrum changes were observed in neutral fractions of FOS with the restora-
tion of dominant concentrations of the same main peaks as in the control profile. The depth of these
changes had individual features but a full profile recovery was not observed since the concentrations
of the peaks marked the cardiac failure at this stage of the treatment were still significantly higher
than in the control profile. There was no impact of the treatment on the charged fraction of FOS. That
might indicate a stress prolongation of endosomal-lysosomal system in spite of the therapy. The study
of FOS of blood plasma is a new field allowing an evaluation of an organism state at the level of the
cell organelle functional status.

Key words: free oligosaccharides, HPLC-profiles, human plasma, therapy of cardiovascular dis-
eases.
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Коли занадто велика кіль-
кість неправильно згорнутих
або розгорнутих білків нагро-
маджується в ендоплазматич-
ному ретикулумі, три трансмем-
бранних білки-сенсори їх іден-
тифікують й ініціюють так зва-
ну відповідь на незгорнуті біл-
ки (unfolded protein response,
UPR). Білки-сенсори представ-
лені протеїнкіназами IRE1
(inositol-requiring protein-1),
PERK (protein kinase RNA (PKR)-
like ER kinase) і активатором
фактора транскрипції ATF6
(activating transcription factor-6).
N-кінці білків знаходяться у по-
рожнині ендоплазматичного
ретикулума, а C-кінці у цитозо-
лі, тим самим поєднуючи ендо-
плазматичний ретикулум з ци-
тозолем. За нормальних, не
стресових умов порожнинні
домени зв’язані з шапероном
BiP/GRP78 (immunoglobulin-
binding protein/78 kDa glucose-
regulated protein) і знаходять-
ся в неактивному стані.

Стресові фактори призво-
дять до активації білків-сенсорів
шляхом відокремлення від
шаперону. Активовані білки за-
пускають 3 каскади реакцій,
що взаємодіють між собою і
спрямовані на відновлення
протеостазу. Це відбувається
за рахунок пригнічення загаль-
ного синтезу білків на тлі акти-
вації анаболізму тих із них, що
задіяні у фолдингу й асоційо-
ваній з ендоплазматичним рети-
кулумом деградації ERAD (ER-
associated degradation) протеї-
нів з аберантною конформа-
цією [2; 3].

У разі неможливості відно-
вити протеостаз вмикаються
проапоптозні шляхи розвитку
процесу, що призводить до за-
гибелі клітин [4].

Водночас ERAD є одним з
головних джерел так званих
вільних олігосахаридів FOS (free
oligosaccharides) — не зв’яза-
них з білками або ліпідами

структурних аналогів вуглевод-
ної частини глікопротеїнів або
гліколіпідів, їх біосинтетичних
попередників і продуктів ката-
болізму. Вони також утворю-
ються при синтезі глікану — по-
передника в процесі N-глікози-
лування білків в ендоплазма-
тичному ретикулумі та розпа-
ді зрілих глікокон’югатів у лізо-
сомах [5]. Вільні олігосахариди
потрапляють з клітин у кров та
сечу і таким чином можуть бу-
ти рідинними маркерами про-
цесів, що відбуваються в ендо-
плазматичному ретикулумі та
лізосомно-ендосомній системі
клітин [6].

Раніше нами [7] було по-
казано, що порівняно з нор-
мою при серцевій недостатнос-
ті відбуваються характерні змі-
ни хроматографічних спектрів
вільних олігосахаридів плазми
крові людини. Колективні до-
слідження китайських й амери-
канських учених на тваринних
моделях виявили, що блокато-
ри β-адренорецепторів саме
через пригнічення механізмів
клітинного стресу ендоплазма-
тичного ретикулума поліпшу-
ють стан кардіоміоцитів хворих
щурів [8].

Метою даної роботи було
дослідити, чи позначається на
хроматографічному спектрі
вільних олігосахаридів плазми
крові людини стандартне ліку-
вання хронічної серцевої недо-
статності.

Матеріали та методи
дослідження

Плазма крові пацієнтів із
хронічною серцевою недостат-
ністю I та II ФК (за NYHA) і прак-
тично здорових донорів була
відібрана в КУ «Дніпропетров-
ська обласна клінічна лікарня
імені І. І. Мечникова» відповід-
но до вимог наказу МОЗ Украї-
ни від 23.09.2009 р. № 690 про
порядок проведення клінічних
випробувань і люб’язно нада-

на для досліджень лікарем-
кардіологом А. А. Мірошнічен-
ко. У групі хворих було 7 жінок
і 3 чоловіки, що отримували
терапію вперше. Зразки крові
для аналізу відбирали до ліку-
вання та через 3 міс. після ста-
білізації клінічних показників,
не раніше ніж через 5–6 міс.
терапії (із застосуванням інди-
відуально підібраних інгібіторів
АПФ, блокаторів β-адреноре-
цепторів тривалого вивільнен-
ня, діуретиків, серцевих гліко-
зидів і нітратів короткої дії).
Середній вік пацієнтів стано-
вив (59,1±2,8) року, вік прак-
тично здорових донорів (n=15)
відповідав віковій категорії
хворих досліджуваних груп.

У роботі застосовували ре-
активи фірм VWR International
та Sigma-Aldrich. Депротеїніза-
цію нативної плазми проводи-
ли шляхом осадження білків
10 % трихлороцтовою кисло-
тою (ТХО) з подальшим цент-
рифугуванням упродовж 10 хв
при 3000 об/хв [7]. Залишки
білків з плазми вилучали шля-
хом фільтрації за допомогою
фільтра з гідрофільною полі-
флуороетиленовою (PTFE) мем-
браною (Millex-LH, 0.45 µm,
Millipore Corp., США) згідно з
[6]. Для вилучення глюкози з
біологічної рідини застосову-
вали адсорбційну хроматогра-
фію на пористому графіті з
використанням колонки PGC
(Thermo Electron Corp., Runcorn,
UK) на 1 мл (25 мг/мл) згідно з
методикою [6]. Вільні олігоса-
хариди маркували 2-амінобен-
зойною (антраніловою) кисло-
тою — 2-АА (Sigma-Poole,
Dorset, Велика Британія) згід-
но з методикою, наведеною у
роботі D. C. A. Neville et al. [9].

Очищення 2-АА-маркованих
олігосахаридів проводили шля-
хом твердофазної екстракції
на колонках Speed SPE Car-
tridges Amide-2 (Applied Sepa-
rations, США) [6]. Марковані
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глікани поділяли на нейтраль-
ні та заряджені іонообмінною
хроматографією на QAE-Se-
phadex (Q25-120) після нане-
сення їх на колонку та проми-
вання Milli-Q™ H2O шляхом
елюції нейтральних гліканів
оцтовою кислотою, а зарядже-
них — амоній ацетатом згідно
з D. C. A. Neville et al. [9].

Аналіз маркованих оліго-
сахаридів проводили шляхом
нормальнофазової високо-
ефективної рідинної хромато-
графії (ВЕРХ) на хроматогра-
фі фірми Waters (Велика Бри-
танія) з колонкою 4.6x250-mm
TSK gel-Amide 80 (Anachem,
Luton, Beds, Велика Британія)
згідно з методикою, наведе-
ною у роботах D. C. A. Neville
et al. [9; 10] на обладнанні Ін-
ституту глікобіології (Оксфорд,
Велика Британія). Хроматогра-
фічні піки характеризували у
глюкозних одиницях (ГО) шля-
хом порівняння із глюкозними
олігомерами частково гідролі-
зованого декстрану як зовніш-
нього стандарту згідно з D. C. A.
Neville et al. [9]. Для збору та
обробки даних застосовували
комп’ютерні програми Waters
Millennium чи Waters Empower,
Peak Time та Microsoft Office
Excel 2003.

Результати дослідження
та їх обговорення

У даній роботі вперше бу-
ли отримані хроматографічні
спектри загального пулу, ней-
тральних і заряджених (кис-
лих) вільних олігосахаридів
плазми крові хворих на хроніч-
ну серцеву недостатність I та
II ФК (за NYHA) до і після ліку-
вання та проведено їх порів-
няння з нормою. Досліджува-
ли олігосахариди, що склада-
ються з 4 і більше залишків
моносахаридів, тому аналізу
піддавалися хроматограми на
часовому відрізку від 20 до
44 хв (нижня шкала), що відпо-

відає характеристикам піків від
4 до 12 ГО (верхня шкала).

На рис. 1–3 наведені хро-
матограми, що демонструють
спектри вільних олігосахаридів
плазми крові людини в нормі
(див. рис. 1), при виявленні за-
хворювання (див. рис. 2) і піс-
ля його лікування (див. рис. 3).
Нумерація піків на досліджува-
них хроматограмах зазначена
відповідно до їх нумерації на
контрольному спектрі.

Характерні риси хромато-
грам вільних олігосахаридів
плазми крові хворих на хроніч-
ну серцеву недостатність порів-
няно з нормою — це порушен-
ня загальної структури профі-
лю шляхом підвищення його

гетерогенності за рахунок сут-
тєвого перерозподілу концен-
трацій між піками, їх окремих
компонентів і появи маркерних
піків захворювання. Якщо у
нормі (див. рис. 1, А, В) най-
більшу концентрацію мають
піки 2, 4, 6, 7, то у хворих сут-
тєво збільшуються піки 8, 9, 10
(див. рис. 2, А). Тому було роз-
раховано співвідношення кон-
центрацій цих піків у всіх хро-
матограмах (табл. 1) загально-
го пулу вільних олігосахаридів.
У нормі головні піки (2, 4, 6, 7)
становлять майже 84 % від за-
гальної концентрації усіх обра-
них для розрахунків піків (2, 4,
6, 7, 8, 9, 10), до лікування —
лише 53 %, а після лікування
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Рис. 1. Порівняння ВЕРХ-спектрів загального пулу (А), нейтраль-
ної (B) і зарядженої (C) фракцій вільних олігосахаридів плазми крові
хворих на хронічну серцеву недостатність і практично здорових до-
норів (контроль)
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їх частка зростає, проте не до-
сягає норми.

Водночас частка маркерних
піків хронічної серцевої недо-
статності (8-го та 9-го) втричі
більша, ніж у нормі, і значно
зменшується при лікуванні.
Аналогічна тенденція спосте-
рігається для піків 8, 9 та
10-го. Найбільш контрастним є
співвідношення середніх кон-
центрації маркерних піків за-
хворювання (8 та 9 чи 8, 9,
10-го) до головних піків норми
(2, 4, 6, 7-го).

Тенденції змін, що спосте-
рігаються у загальному пулі
вільних олігосахаридів, відтво-
рюються у фракції нейтраль-
них гліканів (див. рис. 1–3, В),

бо саме вона представлена бі-
льшою кількістю піків і стано-
вить основну частину загаль-
ного пулу. Після лікування (див.
рис. 3) спостерігаються зміни
спектрів нейтральної фракції
(В) у бік наближення профі-
лів  до нормального стану з
відновленням домінуючої ролі
4, 6 та 7-го піків і відносного
зменшення маркерних піків
серцевої недостатності — 8-го
та 9-го. Глибина цих змін має
індивідуальний характер, але
повного відновлення спектрів
не спостерігається, бо концен-
трація 8-го та 9-го піків на цій
стадії лікування ще значно пе-
ревищує норму. Істотною від-
мінністю зарядженої фракції

вільних олігосахаридів плазми
крові хворих (див. рис. 2, C) від
норми (див. рис. 1, C) полягає
в різкому збільшенні концент-
рації 3-го піка та суттєвому
підвищенні концентрації піка
10а. Застосоване лікування
не відновлює спектра цієї
фракції, що свідчить про по-
довження стресового стану
лізосомно-ендосомної систе-
ми клітин.

Висновки

Стандартне лікування хво-
рих на хронічну серцеву недо-
статність I та II ФК позначаєть-
ся на динаміці хроматографіч-
них спектрів вільних олігосаха-
ридів плазми крові. Суттєве
наближення до стандартного
спектра спостерігається у фрак-
ції нейтральних олігосахари-
дів, що свідчить про поліпшен-
ня стану ендоплазматичного
ретикулума клітин, але повно-
го відновлення не досягаєть-
ся, на що вказує збереження
високої концентрації маркер-
них піків захворювання (8-го та
9-го). Лікування не впливає на
спектр зарядженої фракції віль-
них олігосахаридів плазми кро-
ві, тобто на цій стадії його за-
стосування ще не відновлюєть-
ся стан лізосомно-ендосомної
системи клітин.

Подяка

Роботу було виконано при
підтримці міжнародного гранту
EMBO (ASTF201-2010) та Ін-
ституту глікобіології Оксфорд-
ського університету (Оксфорд,
Велика Британія) у лаборато-
рії доктора Террі Д. Баттерса
(Terry D. Butters).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ВЕГЕТАТИВНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

ПРИ ПОРАЖЕНИЯХ ТКАНЕЙ ПАРОДОНТА У ЛИЦ МОЛОДОГО ВОЗРАСТА С ДЕФОРМИРУЮ-
ЩИМИ ДОРСОПАТИЯМИ
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Проведено исследование вегетативной нервной системы по опроснику Вейна и индексам
Кердо и Хильдебранта у 104 пациентов молодого возраста с заболеваниями пародонта на фоне
деформирующих дорсопатий, 94 — с деформирующими дорсопатиями и клинически здоровы-
ми тканями пародонта и 123 — с болезнями пародонта без поражений позвоночника. Установ-
лено, что деформирующие дорсопатии у пациентов молодого возраста создают преморбидный
фон для увеличения проявлений вегетативно-сосудистой дистонии, повышения симпатическо-
го тонуса и существенного отклонения в деятельности сердечно-сосудистой и дыхательной
систем, связанных с преобладанием симпатических влияний.

Ключевые слова: лица молодого возраста, заболевания пародонта, деформирующие дор-
сопатии, вегетативная нервная система.
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RESULTS OF THE STUDY PARAMETERS OF THE AUTONOMIC NERVOUS SYSTEM IN

PERIODONTAL LESIONS IN YOUNG PEOPLE WITH DEFORMING DORSOPATHIES
Danylo Halytsky Lviv National Medical University, Lviv, Ukraine
Abstract. Periodontal diseases and their prevalence in young age are actual problems in dentist-

ry. Lesion of periodontal disease with spine condition makes this issue more important, especially in
young people, who often have dorsopathies.

Influence of autonomic nerve structures in the development of diseases of periodontal tissues is
known. Therefore it is necessary to study the functional state of the autonomic nervous system in
young patients with periodontal diseases and deforming dorsopathies.

The aim of study is the condition of the autonomic nervous system in young patients with periodontal
diseases and deforming dorsopathies based on questionnaire Wayne and index Kerdo and Hildebrant.

Materials and methods. Dental examination was held in 321 people aged 19–24 years, first group
consisted of 104 patients with periodontal diseases and deforming dorsopathies, second group — 94
patients with deforming dorsopathies and clinically healthy periodontal tissues, third group — 123 pa-
tients with periodontal diseases without deforming dorsopathies.

Dysfunction of autonomic nervous system was determined by using Wayne questionnaire, auto-
nomic tone — index Kerdo, degree of harmonization in the cardiovascular and respiratory systems —
the Hildebrant coefficient.




