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Дана робота є фрагментом НДР ДУ «Інститут 
очних хвороб і тканинної терапії ім. В. П. Філатова 
НАМН України» «Розробити оптимальний метод ви-
користання трансплантації кріоконсервованої амні-
отичної оболонки і алогенних лімбальних стовбуро-
вих клітин рогівки на підставі вивчення механізмів їх 
впливу на особливості перебігу запального процесу 
і регенерації рогівки в лікуванні патології рогівки і ви-
значення їх ефективності», термін виконання 2014-
2016 рр., № державної реєстрації 0114U002512.

Вступ. Гіпотиреоз належить до найчастіших 
симптомів захворювань щитоподібної залози. За 
результатами популяційних досліджень, його роз-
повсюдженість у різних регіонах сягає 4-21% [8].

Розповсюдженість гіпотиреозу підвищує акту-
альність цієї проблеми не лише для ендокриноло-
гів, а й для лікарів інших спеціальностей, зокрема, 
для офтальмологів [13].

Відомо, що зниження рівня тиреоїдних гормонів 
призводить до розвитку гіпотиреозу і супроводжу-
ється метаболічними, функціональними і структур-
ними змінами в різних органах і тканинах, у тому 
числі в оці, особливо в сльозній залозі і тканинах 
поверхні ока – кон’юнктиві і рогівці. Останнім часом 
доведена залежність біомеханічних властивостей 
рогівки від рівня тиреоїдних гормонів.

Останнім часом проводяться поглиблені до-
слідження впливу рівня тиреоїдних гормонів на 
структурно-функціональний стан тканин поверх-
ні ока, процеси пероксидації та антиоксидації 
[4,9,12,15,17].

Безумовно, вивчення патогенетичних механізмів 
буде сприяти вдосконаленню способів діагностики 
та лікування патологічних станів ока при гіпотире-
озі, особливо по відношенню до латентної форми 
гіпотиреозу, коли їх діагностика сприятиме своєчас-
ній профілактиці і ранньому лікуванню ускладнень 
з боку органа зору.

У попередніх дослідженнях ми встановили, що 
у тварин з модельованим гіпотиреозом знижувався 
рівень відновленого глутатіону в рогівці і сльозній рі-
дині, при тому, що в слизовій оболонці кон’юнктиви 
рівень відновленої форми глутатіону підвищував-
ся [3].

Також виявлено, що при експериментальному 
гіпотиреозі суттєво зростав рівень продуктів пере-
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кисного окислення ліпідів у тканинах кон’юнктиви 
і рогівки, при цьому істотне збільшення малонового 
диальдегіду спостерігали в кон’юнктиві [2].

Проте, до цього часу не з’ясовані механізми, 
що становлять основу структурно-функціональних 
порушень у рогівці, кон’юнктиві і сльозних залозах 
при гіпотиреозі. Усе вищенаведене вказує на до-
цільність проведення досліджень у цьому напрямку 
[10,14,16].

Мета дослідження. Вивчити стан мембран лізо-
сом у тканинах переднього відділу ока при експери-
ментальному гіпотиреозі.

Об’єкт і методи дослідження. Для проведення 
експериментів використали самців білих щурів лінії 
Вістар, масою тіла 190-210 г.

Робота з тваринами проводилася з урахуванням 
Міжнародних вимог для біомедичних досліджень на 
тваринах, затверджених Радою міжнародних медич-
них наукових організацій (2012 р.).

Усього було використано 42 тварини, яких ран-
домізовано розділили на 3 групи: I група  – контр-
ольна (14 щурів), II група  – дослідна (14 щурів), 
тварини з легким ступенем гіпотиреозу, III група – 
дослідна (14  щурів), тварини з вираженим ступе-
нем гіпотиреозу.

Гіпотиреоз викликали за допомогою антитирео-
їдного препарату «Тіамазол», який дослідні тварини 
отримували з питтєвою водою (500 мг/л). При моде-
люванні легкого ступеня гіпотиреозу, тварини отри-
мували тіамазол протягом чотирьох тижнів [6,11]. 
При моделюванні вираженого ступеня гіпотиреозу, 
тварини отримували тіамазол протягом 10 тижнів 
[7]. Обидві групи тварин, після закінчення періоду 
моделювання гіпотиреозу, були виведені з експери-
менту за допомогою надлишкової анестезії етило-
вим ефіром.

Для дослідження брали тканини рогівки 
і  кон’юнктиви, а сльозну рідину збирали перед ви-
веденням тварин з експерименту, за допомогою мо-
дифікованого тесту Ширмера [7]. У досліджуваних 
тканинах визначали активність різних форм кислої 
фосфатази (седиментованої, неседиментованої).

Принцип методу визначення активності кислої 
фосфатази заснований на СФ-метричному вимі-
рюванні концентрації паранітрофенілу, який утво-
рюється в результаті ферментативного гідролізу 
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паранітрофенілфосфату. У супер-
натанті визначали неседиментова-
ну активність (вільну форму) кислої 
фосфатази, а в осаді  – активність 
седиментованої (зв’язаної форми) 
кислої фосфатази, яка є маркером 
цілості лізосомальних структур.

За співвідношенням показників 
активності седиментованої та не-
седиментованої кислої фосфатази 
робили висновок про ступінь лабі-
лізації лізосом.

Шлях визначення. Гомогенати 
рогівки і кон’юнктиви центрифугу-
вали диференційовано. Активність 
кислої фосфатази розраховували 
з використанням молярного коефі-
цієнту екстинкції, знайденого шля-
хом екстраполяції, за попередньо 
побудованим калібрувальним гра-
фіком. Коефіцієнт варіації методу – 
3,6%.

Активність кислої фосфата-
зи виражали в нкат/г тканини або 
нкат/мл рідини [5].

Отримані результати опрацю-
вали за допомогою пакету статис-
тичної обробки SPSS 11.0 [1].

Результати досліджень та 
їх обговорення. Показники ак-
тивності різних форм маркерного 
лізосомального ферменту (кис-
лої фосфатази) в тканинах рогів-
ки, кон’юнктиви і сльозної рідини 
щурів при експериментальному гі-
потиреозі наведені в таблиці.

Активність неседиментованої форми кислої фос-
фатази в рогівці тварин в умовах легкого ступеня 
гіпотиреозу підвищувалася до 69,07 ± 3,76 нкат/г, 
що склало 120,5%, у порівнянні з нормою (57,32 ± 
3,56  нкат/г) (р < 0,05). При вираженому ступені гі-
потиреозу, активність ферменту зросла до 73,40 
± 4,89  нкат/г, що склало 128,1% по відношенню до 
норми (р < 0,05).

Активність седиментованої форми кислої фос-
фатази в рогівці тварин при легкому ступені гіпоти-
реозу знижувалася до 25,59 ± 1,48 нкат/г, що склало 
81,3%, у порівнянні з нормою (31,48 ± 2,18 нкат/г) 
(р < 0,05), а при вираженому ступені гіпотиреозу – 
зменшилася до 23,45 ± 1,64 нкат/г, що склало 74,5% 
по відношенню до норми (р < 0,01).

Відповідно до результатів, наведених у таблиці, 
активність неседиментованої форми кислої фосфа-
тази в кон’юнктиві тварин з легким ступенем гіпо-
тиреозу зростала до 93,24 ± 6,08 нкат/г, що склало 
128,6%, у порівнянні з нормою (72,50 ± 5,47 нкат/г) 
(р < 0,05). При вираженому ступені гіпотиреозу, 
активність цієї форми ферменту збільшилася до 
105,63 ± 7,82 нкат/г, що склало 145,7% по відношен-
ню до норми (р < 0,01).

Активність седиментованої форми кислої фос-
фатази в кон’юнктиві тварин з легким ступенем гіпо-
тиреозу була знижена до 30,22 ± 1,74 нкат/г, тобто 

75,2%, у порівнянні з нормою (40,18 ± 2,73 нкат/г) 
(р  < 0,01), а при вираженому ступені гіпотирео-
зу зменшувалася до 25,63 ± 1,28 нкат/г, що склало 
63,8%, по відношенню до норми (р < 0,001).

Слід зазначити, що активність седиментованої 
форми кислої фосфатази в кон’юнктиві ока при ви-
раженому ступені гіпотиреозу була на 15,2% ниж-
чою, ніж у групі тварин з легким ступенем захворю-
вання (р < 0,05).

У сльозній рідині активність вільної форми кислої 
фосфатази в умовах легкого ступеня гіпотиреозу 
підвищувалася до 7,08 ± 0,45 нкат/мл, що склало 
125,3%, по відношенню до норми (5,65 ± 0,30 нкат/
мл) (р < 0,05). При вираженому ступені гіпотиреозу, 
активність кислої фосфатази збільшилася до 7,90 ± 
0,54 нкат/мл, що склало 139,8%, по відношенню до 
норми (р < 0,01).

Загальний аналіз результатів наших досліджень 
відносно змін показників каталітичної активності 
різних форм кислої фосфатази, яка є маркерним 
лізосомальним ферментом, свідчить про те, що 
при моделюванні різних ступенів гіпотиреозу (лег-
кого і вираженого), в тканинах переднього відділу 
ока проходить лабілізація лізосом. Саме цей про-
цес призводить до збільшення деструкції лізосо-
мальних гранул в тканинах рогівки й кон’юнктиви, 

Таблиця.

Показники активності маркерного лізосомального 
ферменту (кислої фосфатази) в тканинах 

рогівки, кон’юнктиви і сльозній рідині щурів при 
експериментальному гіпотиреозі (n=14).

Досліджувана 
тканина

Статистичні
показники

Норма
Гіпотиреоз 

легкого 
ступеня

Гіпотиреоз 
вираженого 

ступеня

Рогівка,
нкат/г тканини

Неседиментована активність

M
m
p
%

57,32
3,56

-
100

69,07
3,76

< 0,05
120,5

73,40
4,89

< 0,05
128,1

Седиментована активність

M
m
p
%

31,48
2,18

-
100

25,59
1,48

< 0,05
81,3

23,45
1,64

< 0,01
74,5

Кон’юнктива,
нкат/г тканини

Неседиментована активність

M
m
p
%

72,50
5,47

-
100

93,24
6,08

< 0,05
128,6

105,63
7,82

< 0,01
145,7

Седиментована активність

M
m
p
%

40,18
2,73

-
100

30,22
1,74

< 0,01
75,2

25,63
1,28

< 0,001
63,8

Сльозна рідина,
нкат/мл

M
m
p
%

5,65
0,30

-
100

7,08
0,45

< 0,05
125,3

7,90
0,54

< 0,01
139,8

Примітка: р – рівень значимості різних показників по відношенню до норми.
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внаслідок чого внутрішньолізосомальний фермент 
(кисла фосфатаза) частково переходить в цитозоль. 
Ми робили відповідні висновки за співвідношенням 
зв’язаної (внутрішньолізосомальної) і вільної (та, що 
переходить у клітинний цитозоль) активності кислої 
фосфатази.

Стосовно механізму лабілізації лізосомальних 
структур рогівки і кон’юнктиви при гіпотиреозі, на 
нашу думку, вирішальну роль у цьому, відіграє стан 
оксидаційного стресу і, як наслідок, підсилення про-
цесів пероксидації ліпідного компоненту мембран 
лізосом. Це, до певної міри, також підтверджуєть-
ся підвищенням рівня продуктів перекисного окис-
лення ліпідів у тканинах переднього відділу ока при 
гіпотиреозі (суттєве збільшення концентрації ма-
лонового диальдегіду відзначається в кон’юнктиві 
на 70,5% – при легкому ступені, і на 85,6% – при ви-
раженому ступені гіпотиреозу).

Висновки
1. Встановлено, що при експериментальному гі-

потиреозі в тканинах переднього відділу ока (рогівці 

та кон’юнктиві) проходить лабілізація лізосомальних 
мембран, що призводить до часткової деструкції 
цих внутрішньоклітинних органел. Це підтвердже-
но істотним підвищенням активності вільної форми 
і зниженням активності зв’язаної форми кислої фос-
фатази – маркерного лізосомального ферменту. 

2. У тварин з експериментальним гіпотиреозом 
у сльозній рідині виявлено зростання показників 
активності кислої фосфатази лізосомального по-
ходження. Ці результати можуть бути використані 
для разпрацювання лабораторно-діагностичного 
тесту при офтальмопатології у пацієнтів з гіпоти-
реозом.

Перспективи подальших досліджень. Пред-
ставлені результати цієї роботи можна розглядати 
як підґрунтя для використання визначення актив-
ності кислої фосфатази в сльозній рідині з діагнос-
тичною метою, а також як експериментальні пере-
думови для застосування мембраностабілізуючих 
препаратів у лікуванні офтальмопатології у хворих 
на гіпотиреоз.
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ЛАБІЛІЗАЦІЯ ЛІЗОСОМАЛЬНИХ МЕМБРАН У ТКАНИНАХ ПЕРЕДНЬОГО ВІДДІЛУ ОКА ПРИ ЕКСПЕ-

РИМЕНТАЛЬНОМУ ГІПОТИРЕОЗІ
Павловський М. І., Дрожжина Г. І., Павловська Г. Я.
Резюме. Розповсюдженість гіпотиреозу підвищує актуальність цієї проблеми не лише для ендо-

кринологів, а й для лікарів інших спеціальностей, зокрема для офтальмологів. У різних умовах експерименту 
на щурах були проведені дослідження з вивчення активності різних форм кислої фосфатази. Встановлено, 
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КЛІНІЧНА ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА МЕДИЦИНА

що при експериментальному гіпотиреозі в тканинах переднього відділу ока (рогівці і кон’юнктиві) відбува-
ється лабілізація лізосомальних мембран, що призводить до часткової деструкції цих внутрішньоклітинних 
органел. Це підтверджено істотним підвищенням активності вільної форми і зниженням активності зв’язаної 
форми кислої фосфатази – маркерного лізосомального ферменту.

Ключові слова: гіпотиреоз, сльоза, рогівка, кон’юнктива, кисла фосфатаза.

УДК 617.13-002: 577.175.4
ЛАБИЛИЗАЦИЯ ЛИЗОСОМАЛЬНЫХ МЕМБРАН В ТКАНЯХ ПЕРЕДНЕГО ОТДЕЛА ГЛАЗА ПРИ 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ГИПОТЕРИОЗЕ
Павловский М. И., Дрожжина Г. И., Павловская Г. Я.
Резюме. Распространенность гипотиреоза делает актуальной эту проблему не только для 

эндокринологов, но и для врачей других специальностей, в частности, офтальмологов. В различных услови-
ях эксперимента на крысах были проведены исследования по изучению активности различных форм кислой 
фосфатазы. Установлено, что при экспериментальном гипотиреозе в тканях переднего отдела глаза (рого-
вице и конъюнктиве) происходит лабилизация лизосомальных мембран, приводящая к частичной деструк-
ции этих внутриклеточных органелл. Это подтверждено существенным повышением активности свободной 
формы и снижением активности связанной формы кислой фосфатазы – маркерного лизосомального фер-
мента.

Ключевые слова: гипотиреоз, слеза, роговица, конъюнктива, кислая фосфатаза.
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LABILIZATION LYSOSOMAL MEMBRANES IN TISSUES OF THE ANTERIOR EYE IN EXPERIMENTAL HY-

POTHYROIDISM
Pavlovskyy M., Drozhzhyna G., Pavlovska H. 
Abstract. The problem of ocular manifestations of primary is relevant for ophthalmology in both practical and 

scientific standpoint. Elucidation of pathogenic mechanisms will contribute to the improvement of methods of di-
agnosis and treatment of pathological conditions of hypothyroidism of the eye, especially with regard to the so-
called latent forms of hypothyroidism, when their diagnosis will be timely applied for preventive measures and early 
treatment of complications in the organ of vision. However, until now the mechanisms, underlying structural and 
functional disorders of the cornea, conjunctiva and lachrymal glands in hypothyroidism are unclear. All this makes 
it necessary to research in this area.

Examine the state of the membranes of lysosomes in the tissues of the angle of the anterior eye during experi-
mental hypothyroidism.

There were used 42 animals, which were randomly divided into 3 groups: I group – control (14 rats), II group – 
experimental (14 rats), animals with mild (initial) stage of hypothyroidism, III group – experimental (14 rats) animals 
with severe stage of hypothyroidism. Hypothyroidism was caused by antithyroid drug Tiamazol, which experimental 
groups of animals received with drinking water (500 mg/l). In the simulation, the initial (mild) hypothyroidism ani-
mals received tiamazol for four weeks. Hypothyroidism expression modeling was performed for 10 weeks of treat-
ment. Both groups of animals after the end of the simulation of hypothyroidism were withdrawn from the experiment 
using excess anesthesia with ethyl ether. To investigate the tissue taken from cornea and conjunctiva and tear fluid, 
which was collected from the animals prior to breeding experiment using a modified Schirmer test. The study mea-
sured the activity of tissues of different forms of acid phosphatase.

An overall analysis of our results of changes in performance of the catalytic activity of various forms of acid phos-
phatase, a marker of which is a lysosomal enzyme, shows that the simulation of different stages of hypothyroidism 
(initial and advanced) in the tissues of the eye occurs front labilization lysosomal membranes. This process leads to 
increased degradation of lysosomal granules in the tissues of the conjunctiva and cornea, where lysosomal enzyme 
(acid phosphatase) partially passes into the cytosol. This was judged by the ratio of bound (lysosomal) and free 
(passing into the cell cytosol) acid phosphatase activity. With regard to the mechanisms for identifying labilization 
lysosomal structures of the cornea and conjunctiva in hypothyroidism, in our opinion, the leading role played by the 
state of oxidative stress and, as a consequence, strengthening the processes of peroxidation of lipid components of 
membranes of lysosomes. To a certain extent also confirmed increased levels of lipid peroxidation products in the 
tissues of the anterior eye with hypothyroidism, as evidenced by the most significant increase in the concentration 
of malondialdehyde in the conjunctiva 70.5% is in the initial stages, 85.6% is in the severe stage of hypothyroidism.

It was found that in experimental hypothyroidism in the tissues of the anterior eye (cornea and conjunctiva) oc-
curs labilization of lysosomal membranes, leading to the partial destruction of intracellular organelles. This was sup-
ported by a significant increase in the activity of free form and the bound form of reduced activity of acid phospha-
tase, what is a marker of lysosomal enzyme. In animals with experimental hypothyroidism was detected increase in 
tear fluid indicators of acid phosphatase activity of lysosomal origin. These data can be used to develop laboratory 
diagnostic tests at ophthalmopathology in patients with hypothyroidism.

Keywords: hypothyroidism, tears, cornea, conjunctiva, acid phosphatase.
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