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чення стабільності їх популяцій на регіональному рівні
є одним із важливих етапів вирішення питань збере-
ження червонокнижних рослин.

На загальному тлі заходів щодо охорони рослин слід
зазначити необхідність охорони ресурсів лікарських рос-

лин, що з кожним роком інтенсивніше застосовуються
в нетрадиційній медицині. Отже, наступним логічним
етапом дослідження видів рослин Немирівського По-
бужжя є оцінка стану природних ресурсів та запасів
лікарської рослинної сировини.
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БІОХІМІЧНІ ЗМІНИ В МОЗКУ ТА ПОВЕДІНКОВІ РЕАКЦІЇ В ТЕСТІ
"ВІДКРИТЕ ПОЛЕ" У ЩУРІВ З ТІОЛАКТОНОВОЮ
ГІПЕРГОМОЦИСТЕЇНЕМІЄЮ

Резюме. Досліджено біохімічні зміни в мозку та поведінкові реакції в тесті "відкрите поле" у щурів з тіолактоновою
гіпергомоцистеїнемією (ГГЦ). Введення тіолактону гомоцистеїну спричиняло дозозалежне зниження вмісту H2S, пригнічен-
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ня активності ензимів нуклеотидного обміну та формування енергодефіциту в мозку щурів. Несприятливий метаболічний
патерн в мозку асоціювався з порушеннями орієнтовно-дослідницької активності та вегетативного балансу в тесті "відкрите
поле" у щурів з ГГЦ.
Ключові слова: гомоцистеїн, гідроген сульфід, нуклеотидний обмін, мозок, поведінкові реакції.

Вступ
Одним із незалежних метаболічних факторів ри-

зику нейродегенеративних захворювань вважається
гіпергомоцистеїнемія (ГГЦ) [Petras et al., 2014]. Нейро-
токсична дія гомоцистеїну (ГЦ) може реалізуватись че-
рез різні молекулярні механізми - активацію іонотроп-
них та метаботропних глутаматних рецепторів, оксида-
тивний стрес, гіпометилування, модифікацію протеїнів,
порушення енергетичного та нейромедіаторного об-
міну в тканинах мозку тощо [Заічко та ін., 2014; Petras et
al., 2014]. У мозку метаболізм ГЦ пов'язаний з утворен-
ням гідроген сульфіду (H

2
S), який виконує роль нейро-

трансміттера, цитопротектора та антиоксиданта і у фізіо-
логічних умовах збільшує чутливість NMDA-рецепторів
нейронів до глутамату та синаптичну активність [Kimura,
2013]. Важливу роль в регуляції функціонального стану
нейронів, їх енергетичного потенціалу, синаптичної пла-
стичності відіграє мозковий нейротрофічний фактор
(BDNF). Порушення експресії BDNF розглядають як чин-
ник розвитку нейродегенеративних процесів, депресії,
когнітивної дисфункції та психічних розладів [Lu et al.,
2014], однак його значення при ГГЦ залишається не
визначеним. Метою роботи було вивчення вмісту BDNF
в сироватці крові, біохімічних змін в мозку та поведін-
кових реакцій в тесті "відкрите поле" у щурів за умов
ГГЦ, індукованої тіолактоном гомоцистеїну.

Матеріали та методи
Досліди проведені на 38 білих лабораторних щу-

рах-самцях масою 220-280 г. Тварини перебували в
стандартних умовах з природнім світловим режимом
день/ніч, воду і корм отримували ad libitum. Досліджен-
ня проведено за загальними етичними принципами
експериментів на тваринах згідно Першого національ-
ного конгресу України з біоетики (Київ, 2001) та "Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин" (Страс-
бург, 1986). Тварин випадковим чином розподіляли на
групи, по 9-10 особин. ГГЦ викликали шляхом введен-
ня тіолактону D,L-гомоцистеїну (Sigma, США) в/шл в дозі
200 мг/кг маси (на 1% крохмальному гелі) протягом 14
діб або 100 мг/кг в/шл в дозі 100 мг/кг маси протягом
28 діб. Щурам контрольних груп вводили еквівалентні
кількості 1% крохмального гелю. Знеживлювали тва-
рин методом декапітації під пропофоловим наркозом
(60 мг/кг внутрішньоочеревинно).

У тканинах мозку визначали вміст H
2
S за реакцією з

N,N-диметил-пара-фенілендіаміном [Wilinski et al., 2011].
В постядерному супернатанті гомогенатів мозку визна-
чали: активність S-аденозилгомоцистеїнгідролази (КФ
3.3.1.1) - за зниженням вмісту ГЦ в реакції конденсації з
аденозином [Isa et al., 2006]; метіонінаденозилтрансфе-
рази (КФ 2.5.1.6) - за швидкістю накопичення неорганіч-

ного фосфату [Chiang et al., 1977]; активність 5 -́нуклео-
тидази (КФ 3.1.3.5) та апірази (КФ 3.6.1.5) - за кількістю
неорганічного фосфату, який утворився при гідролізі
АМФ та AДФ [Frassetto et al., 2000]. Вміст аденілових нук-
леотидів визначали в безбілковому трихлороцтовому ек-
стракті тканин мозку (1:10) хроматографічним методом.

Нейротоксичний ефект ГГЦ оцінювали за рівнем
нейронспецифічної енолази (NSE) та BDNF в сироватці
крові, показниками поведінки тварин. Вміст ГЦ, BDNF
та NSE в сироватці крові визначали за наборами
"Homocysteine EIA" (Axis-Shield, Англія); "BDNF Quantikine
ELISA" (R&D Systems, США), "NSE EIA KIT" (DAI, США).

Поведінкові реакції тварин з ізольованою ГГЦ оці-
нювали за допомогою нейроетологічного тесту "відкрите
поле" [Кальян, 2007; Непорада та ін., 2011]. Тест "відкри-
те поле" проводився до початку моделювання ГГЦ (0
доба) та наприкінці досліду (14 доба). Всі маніпуляції
здійснювались у стандартних умовах. "Відкритим полем"
слугувала камера з білого пластику, розмірами 1,0 х
1,0 х 0,5 м, дно якої було розкреслене на 25 рівних
квадратів. Освітлення камери здійснювалось лампою 100
Вт, що була розташована на висоті 1,5 м від дна каме-
ри. Поведінкові реакції щурів в тесті "відкрите поле"
реєстрували протягом 3 хвилин. Для оцінки міжгрупо-
вої різниці застосовували t-критерій Стьюдента, непа-
раметричний критерій U Мана-Уітні, для визначення
зв'язків - кореляційний аналіз за Пірсоном. Вірогідни-
ми вважали дані при р<0,05.

Результати. Обговорення
Введення тіолактону ГЦ 200 мг/кг 14 діб та 100 мг/кг

28 діб викликало дозозалежне підвищення вмісту ГЦ в
сироватці крові (в 3,25 та 2,54 рази), що супроводжува-
лось зниженням вмісту Н2S в мозку (в 2,0-2,1 рази). За
ГГЦ в мозку щурів формувалась диспропорція між рівня-
ми аденілових нуклеотидів - виникав дефіцит головно-
го макроерга АТФ, накопичувались моно- та дифосфати
аденозину. Так, у щурів з підгострою ГГЦ зниження вмісту
АТФ становило 37,8%, а підвищення вмісту АДФ та АМФ
- 77,3 та 49,2%, відповідно. За тривалої ГГЦ вміст АТФ
знизився на 37,3%, вміст АДФ та АМФ підвищився на
94,6 та 48,4%. Порушення енергетичного обміну в мозку
щурів з підгострою та тривалою ГГЦ було практично ек-
вівалентним, що підтвердило зниження енергетичного
заряду (на 21,1 та 22,1%). Такі зміни можуть свідчити
про депримуючий вплив ГГЦ на енергетичний обмін та
розвиток мітохондріальної дисфункції, особливо на тлі
дефіциту H2S, який залучений до регуляції відкривання
мітохондріальної пори [Shimanskaia et al., 2013].

Введення тіолактону ГЦ в дозі 200 мг/кг протягом
14 діб спричиняло достовірне зниження АДФ-азної ак-
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тивності апірази та 5 -нук-
леотидази  (на 53,7 та
51,5%). Менш виразне пад-
іння активності апірази та 5
-нуклеотидази (на 49,8 та
39,7%) виявлялось за 4-тиж-
невого введення тіолактону
ГЦ в дозі 100 мг/кг. Також,
за підгострої та тривалої ГГЦ
спостерігалось достовірне
зниження активності метіо-
нінаденозилтрансферази
(на 42,4 та 45,0%) та S-аде-
нозилгомоцистеїнгідролази
(на 36,8 та 39,1%) в мозку
щурів. Індуковане тіолакто-
ном гомоцистеїну зниження
активності вказаних ензимів
може спричиняти форму-
вання дефіциту аденозину
та накопичення АДФ.

Як відомо, в мозку аден-
ілові нуклеотиди відіграють
важливу роль не лише в
енергетичному обміні, а й
слугують джерелом адено-
зину, виступають регулятора-
ми нейротрансмісії, нейро-
дегенерації, вазодилятації,
агрегації тромбоцитів,
відповіді на гіпоксію/ ішемію
та інших процесів [Latini,
Pedata, 2001]. Дефіцит аде-
нозину та підвищення вмісту
АДФ (потужного індуктору
агрегації тромбоцитів)
збільшує ризик мікроцирку-
ляторних розладів та тром-
бозів [Frassetto et al., 2000].

Нейротоксичний ефект
ГГЦ підтвердили зміни рівнів BDNF та NSE в сироватці
крові. За підгострої ГГЦ спостерігалось зростання вмісту
NSE на 72,8% та зниження вмісту BDNF на 34,4%. За
тривалої ГГЦ приріст вмісту NSE виявився меншим, ніж
за умов підгострої ГГЦ, і становив 47,9%, в той же час
вміст BDNF знизився більш суттєво - на 43,5%.  Між
сироватковим рівнем ГЦ та вмістом NSE виявлявся до-
стовірний прямий кореляційний зв'язок середньої сили
та обернений зв'язок - з рівнем BDNF (r=0,52; -0,46;
р<0,05). Між вмістом H

2
S в мозку та сироватковими

рівнями NSE та BDNF виявлялись більш сильні асоці-
ації, спрямовані протилежно(r= -0,55; 0,77; р<0,05).

Ізольована ГГЦ викликала зміни поведінкових ре-
акцій щурів в тесті "відкрите поле", які свідчать про
пригнічення орієнтовно-дослідницької діяльності та
емоційно-мотиваційних реакцій (скорочення амбуляції,

рерингу, часу обнюхування; збільшення латентного
періоду першого переміщення "ЛППП"), підвищення
тривожності та вегетативний дисбаланс (підвищення
кількості уринацій та дефекацій, грумінгу).

За вихідними показниками поведінки групи щурів
практично не відрізнялись між собою (табл. 2). За ста-
ном на 14 добу показники дослідницької діяльності у
щурів контрольної групи суттєво не змінились, а у щурів
з ГГЦ спостерігалось достовірне пригнічення орієнтов-
но-дослідницької діяльності: кількість перетятих квад-
ратів, реринг та час обнюхування зменшились на 44,8;
40,9 та 26,4%. Також, у щурів з ГГЦ спостерігалось
підвищення кількості актів грумінгу, дефекацій та ури-
націй, що свідчить про вегетативний дисбаланс.

Таким чином, за умов тіолактонової ГГЦ формуєть-
ся несприятливий метаболічний патерн в мозку, який
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Таблиця 1. Біохімічні показники  в мозку та сироватці крові у щурів за умов ГГЦ (M±m).

Примітки: * - р<0,05 щодо контролю; # - р<0,05 між групами 2 та 4; активність ензимів
- у нмоль/хв.∙мг протеїну.

Показники

Тіолактон гомоцистеїну, 200
мг/кг 14 діб

Тіолактон гомоцистеїну, 100 мг/кг
28 діб

Kонтроль, n=9 ГГЦ, n=9 Kонтроль, n=10 ГГЦ, n=10

1 2 3 4

Біохімічні показники cироватки

Гомоцистеїн, мкмоль/л 6,58±0,40 21,4±1,42* 6,62±0,23 16,8±0,92*#

BDNF, пг/мл 154±13,0 101±6,01* 163±14,5 92,1±7,54*

NSE, нг/мл 1,25±0,11 2,16±0,17* 1,42±0,12 2,10±0,23*

Біохімічні показники мозку

Н2S, нмоль/мг протеїну 2,72±0,19 1,33±0,15* 2,64±0,15 1,24±0,12*

АТФ, мкмоль / г ткан. 3,12±0,17 1,94±0,14* 3,13±0,14 1,96±0,12*

АДФ, мкмоль / г ткан. 0,97±0,04 1,72±0,07* 0,94±0,03 1,83±0,07*

АМФ, мкмоль / г ткан. 0,65±0,03 0,97±0,04* 0,64±0,03 0,95±0,03*

Енергетичний заряд 0,76±0,01 0,60±0,02* 0,77±0,01 0,60±0,01*

5` -Нуклеотидаза 7,24±0,48 3,35±0,32* 7,17±0,38 3,57±0,27*

NTPD-аза (апіраза) 6,94±0,23 3,36±0,50* 6,37±0,24 3,84±0,26*

Метіонінаденозилтрансфераза 2,05±0,17 1,18±0,30* 2,24±0,33 1,23±0,19*

S-аденозилгомоцистеїнгідролаза 4,18±0,24 2,64±0,48* 3,96±0,31 2,41±0,47*

Таблиця 2. Характеристика поведінки  щурів в тесті "відкрите поле" за умов ГГЦ (M±m).

Примітка. * - р<0,05 щодо вихідного стану (0 доба) в групі.

Показники
Kонтроль, n=9

Тіолактон гомоцистеїну
(200 мг/кг), n=9

0 доба 14 доба 0 доба 14 доба

Kількість перетятих квадратів 25,2±1,89 23,4±1,85 26,8±2,21 14,8±1,52*

Амбуляція, м 7,57±0,57 7,03±0,55 8,03±0,66 4,43±0,45*

Реринг 13,9±0,81 12,8±1,15 14,1±1,11 8,33±1,17*

Час обнюхування, с 143±6,35 138±6,39 140±5,98 103±11,1*

ЛППП, с 2,78±0,40 2,56±0,53 2,89±0,35 3,56±0,41

Час в центрі майданчика, с 3,89±0,51 3,67±0,47 3,22±0,46 4,33±0,41

Kількість вмивань (грумінг) 2,22±0,40 2,11±0,31 2,33±0,24 3,67±0,29*

Kількість болюсів та уринацій 2,33±0,33 2,44±0,29 2,22±0,32 3,56±0,34*
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включає дефіцит нейромодуляторів (H
2
S, аденозину)

та порушення енергетичного обміну, що детермінує
ушкодження нейронів.

Негативний вплив ГГЦ, індукованої тіолактоном го-
моцистеїну, на стан мозку підтверджують підвищення
рівня NSE та зниження рівня BDNF в сироватці крові.
Вказані метаболічні розлади в мозку асоціюються із
змінами поведінкових реакцій в тесті "відкрите поле"
у тварин з ГГЦ.

Висновки та перспективи подальших
розробок

1. Введення тіолактону ГЦ (в дозі 200 мг/кг 14 діб
або 100 мг/кг 28 діб) викликає зниження вмісту гідро-
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ген сульфіду в мозку, енергодефіцитний стан та при-
гнічення активності ензимів нуклеотидного обміну.

2. ГГЦ-індуковані метаболічні розлади в мозку асо-
ціюються з підвищенням вмісту NSE та зниженням
вмісту BDNF в сироватці крові щурів.

3. Тіолактонова ГГЦ викликає зміни поведінкових
реакцій щурів в тесті "відкрите поле", які свідчать про
пригнічення орієнтовно-дослідницької діяльності та
емоційно-мотиваційних реакцій, підвищення тривож-
ності та вегетативний дисбаланс.

Більш детальне дослідження ролі мозкового ней-
ротрофічного фактору спільно з системою гідроген
сульфіду при нейродегенеративних процесах є перс-
пективним напрямком подальших досліджень.
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