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Структурно-динамiчнi властивостi апiкальної мембрани
ентероцитiв кишечнику телят за ентеропатологiї

та комплексної терапiї iз застосуванням
фосфолiпiдовмiсної БАД

We have found changes in the physical, structural, and dynamic properties of the apical mem-
brane of intestine enterocytes of 1-month-old calves’ which had been ill with neonatal dyspepsia.
An effective impact of complex therapy using a biologically active additive with reparative functi-
on on the base of milk phospholipids for the correction of the available data is shown.

Провiдна концепцiя сучасної патологiї грунтується на визнаннi важливої ролi структур-
но-функцiональної дестабiлiзацiї клiтинних мембран унаслiдок пероксидного окиснення лi-
пiдiв та фосфолiпiдного гiдролiзу в патогенезi запальних, дистрофiчних i дегенеративних
процесiв [1]. На сьогоднi вже доведено ключову роль порушень лiпiдного бiшару мембран
у розвитку важких захворювань печiнки, серцево-судинної та нервової систем, розладiв
багатьох функцiй клiтин кровi, епiтелiю тощо, що в гуманнiй медицинi передбачає засто-
сування фосфолiпiдовмiсних засобiв репаративної дiї [2]. У цьому сенсi створена бiологiчно
активна добавка (БАД) на основi фосфолiпiдiв молока, дешевою та доступною сировиною
для отримання яких є маслянка (побiчний продукт переробки молока на масло).

У цьому повiдомленнi наведено результати дослiдження впливу комплексної схеми за-
стосування БАД на основi фосфолiпiдiв молока на iнтенсивнiсть вiдновлення фiзичних та
структурно-динамiчних характеристик апiкальної мембрани ентероцитiв кишечнику телят,
якi перехворiли на неонатальну диспепсiю.

Для проведення експериментальних дослiджень з телят дводобового вiку було сформо-
вано три дослiднi групи по шiсть голiв у кожнiй. I група (контрольна) включала телят, якi
залишались клiнiчно здоровими впродовж першого мiсяця життя. Телята II i III груп хворi-
ли на токсичну форму диспепсiї, починаючи з другої доби життя. Тварин II групи лiкували
за традицiйною терапевтичною схемою, тварин III групи лiкували комплексно (традицiйна
терапiя+БАД) до зникнення клiнiчних ознак захворювання, їм продовжували давати БАД
до 30-добового вiку включно. Традицiйна схема лiкування тварин включала застосування

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2007, №5 165



фармакопейних препаратiв тромексину i тиломiцину В, згiдно з iснуючими iнструкцiями
щодо їх використання, та нутрил Sе (вiтамiнно-амiнокислотна добавка iз селеном) [3]. БАД
у перiод захворювання телят на диспепсiю вводили з молоком по 3 капсули три рази на
добу, а в перiод реабiлiтацiї i до 30-добового вiку — по 5 капсул один раз на добу iз роз-
рахунку (вiдповiдно кiлькостi капсул) 0,04–0,06 г лiпiдної сумiшi/кг маси тiла тварини за
один прийом. Розроблена на кафедрi бiохiмiї тварин, якостi i безпеки сiльськогосподарсь-
кої продукцiї в Нацiональному аграрному унiверситетi фосфолiпiдовмiсна БАД FLP-MD
(лiкарська форма — капсули) являє собою сумiш рiзних класiв фосфолiпiдiв, видiлених
з маслянки [4]. Основними фосфолiпiдами мембран жирових глобул молока є фосфати-
дилхолiн, фосфатидилетаноламiн i сфiнгомiєлiн, на частку яких доводиться бiльше 80%
загального лiпiдного фосфору.

На 30-ту добу постнатального перiоду телят забивали i вiдбирали зразки порожньої
кишки. Препарати апiкальних мембран одержували з гомогенату клiтин епiтелiю слизової
оболонки порожньої кишки за методом [5] без очищення на градiєнтi сахарози. Вмiст за-
гального бiлка визначали методом [6]. Усi препарати характеризувалися достатнiм ступенем
чистоти як описано в роботi [7]. Структурно-динамiчнi властивостi мембранних препара-
тiв ентероцитiв вивчали за допомогою флуоресцентних зондiв, якi локалiзуються в рiзних
дiлянках мембрани: 1-анiлiнонафталiн-8-сульфонату (АНС) — переважно на поверхнi мем-
бранного бiшару, пiрену — у зонi жирнокислотних ланцюгiв фосфолiпiдiв [8]. Конформа-
цiйний стан бiлкових молекул у мембранах оцiнювали за ефективнiстю гасiння акриламi-
дом триптофанової флуоресценцiї як описано в [9]. Ефективнiсть iндуктивно-резонансного
перенесення енергiї (IРПЕ) в донорно-акцепторних парах у разi їхньої рiзної локалiзацiї
в мембранi визначали згiдно з рекомендацiями [10]. Усi вимiрювання абсорбцiї проводили
на спектрофлуориметрi Shimadzu-RF510 (Японiя) у кварцових односантиметрових кюве-
тах при 25 ◦С. Результати експериментальних дослiджень обробляли загальноприйнятими
методами статистики.

У результатi проведених дослiджень встановлено зниження iнтенсивностi флуоресцен-
цiї АНС, зв’язаного з мембранними препаратами, в усiх дослiдних групах у середньому
на 15–20% вiдносно контрольних значень. Оскiльки майже вся вимiрювана флуоресценцiя
АНС зумовлена тiльки флуоресценцiєю зв’язаного зонда, це дає можливiсть за результата-
ми флуоресценцiї визначати параметри його зв’язування з мембраною: константу зв’язуван-
ня (KАНС) i кiлькiсть мiсць зв’язування (NАНС) (табл. 1). Встановлено, що для мембранних
препаратiв II групи тварин величина KАНС збiльшується на 21%, а NАНС вiрогiдно змен-
шується на 14% вiдносно контрольних значень. Водночас для мембранних препаратiв III
групи лише NАНС вiрогiдно зменшується на 16% вiдносно контрольних значень.

Таким чином, для мембранних препаратiв III групи зниження iнтенсивностi флуоресцен-
цiї АНС, iмовiрно, зумовлене зменшенням кiлькостi мiсць зв’язування зонда. Структурна
модифiкацiя мембран препаратiв вiд тварин II групи обумовлена як зниженням кiлькостi
центрiв зв’язування АНС, так i змiною їх властивостей. Змiни константи асоцiацiї зонда
та кiлькостi мiсць зв’язування АНС з мембраною є вiдображенням iнтегральних процесiв
(змiни мiкрооточення зонда, поверхневого заряду, структурних перебудов тощо), якi вiд-
буваються в мембранi, оскiльки флуоресценцiя АНС значно залежить вiд його складу [8].
Зважаючи на те що молекула АНС локалiзується в полярнiй областi мембрани, утворю-
ючи комплекси з бiлковими та лiпiдними молекулами, отриманi результати вказують на
модифiкацiю поверхневої структури мембрани, причому за умов лiкування БАД такi змiни
менш вираженi.
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Дослiдження мiкров’язкостi лiпiдної компоненти мембран проводили з використанням
флуоресцентного зонда пiрену, гiдрофобнi молекули якого локалiзуються в зонi жирнокис-
лотних ланцюгiв фосфолiпiдiв. Враховуючи, що ексимеризацiя пiрену — дифузно контро-
люючий процес, що може характеризувати мiкров’язкiсть в оточеннi зонда [11], оцiнювали
в’язкiсть загальної лiпiдної фази (N335) та анулярних лiпiдiв (N280). За умов дослiду ли-
ше в мембранних препаратах телят II групи спостерiгалося пiдвищення показника N335

на 16% та N280 на 10% вiдносно контрольних значень, що свiдчить про зменшення мiкро-
в’язкостi лiпiдної фази та анулярних лiпiдiв. Ступiнь ексимеризацiї пiрену в мембранних
препаратах тварин III групи практично не змiнювався. Отриманi данi вказують на пору-
шення структурної впорядкованостi лiпiдної компоненти мембран у тварин II групи i на її
нормалiзацiю при застосуваннi БАД у тварин III групи.

Для оцiнки структурних змiн бiлкової компоненти мембран дослiджували iнтенсивнiсть
флуоресценцiї триптофанових залишкiв бiлкових молекул, яка може бути пов’язана з кон-
формацiйними перебудовами, внутрiшньомолекулярною динамiкою бiлкiв та характером
взаємодiї триптофанових залишкiв з сусiднiми групами, оскiльки флуоресценцiя триптофа-
нiв чутлива до рухомостi сусiднiх груп тощо [9]. Встановлено, що в мембранних препаратах
телят II i III груп iнтенсивнiсть флуоресценцiї триптофанових залишкiв бiлкових молекул
не змiнюється в порiвняннi з контролем (див. табл. 1).

Для оцiнки конформацiйних змiн мембранних бiлкiв вивчали гасiння триптофанової
флуоресценцiї зовнiшнiм нейтральним полярним гасником — акриламiдом. Аналiз даних
свiдчить про те, що кiлькiсть триптофанових залишкiв, якi пiддаються гасiнню за умов
дослiду, iстотно не змiнюється. Водночас величина ефективної константи гасiння (KSV)
зменшується для телят II та III груп вiдповiдно на 33 i 42% вiдносно контрольних значень
(див. табл. 1). Оскiльки змiни KSV вiдображають внутрiшньомолекулярну динамiку бiлко-
вих молекул, то зниження KSV може бути зумовлено зростанням структурної жорсткостi
мембранних бiлкiв [12]. Згiдно з отриманими результатами, в мембранних препаратах те-
лят II та III груп має мiсце модифiкацiя бiлкових молекул, яка обумовлена зменшенням їх
внутрiшньомолекулярної динамiки.

Таблиця 1. Показники структурно-динамiчних властивостей апiкальної мембрани ентероцитiв тонкої кишки
(M ±m, n = 10)

Показник I група (контроль) II група III група

Спектральнi характеристики флуоресцентного зонда АНС

Константа зв’язування (KАНС), мкМ−1 6,14 ± 0,35 7,43± 0,43∗ 5,77 ± 0,42

Кiлькiсть мiсць зв’язування (NАНС), 8,25 ± 0,45 7,09± 0,42∗ 6,97 ± 0,43∗

нмоль/мг бiлка

Ступiнь ексимеризацiї пiрену

Загальна лiпiдна фаза (N335) 37,0 ± 1,0 42,8± 1,1∗ 38,5 ± 1,0

Анулярнi лiпiди (N280) 33,0 ± 0,9 36,2± 1,0∗ 32,2 ± 1,1

Триптофанова флуоресценцiя бiлкових молекул

Триптофанова флуоресценцiя, вiдн. од. 1,00 ± 0,05 1,08± 0,07 1,07 ± 0,05

Константа Штерна–Фольмера (KSV), M−1 2,07 ± 0,15 1,38± 0,11∗ 1,21 ± 0,12∗

Ефективнiсть iндуктивно-резонансного перенесення енергiї

Триптофан — пiрен 1,00 ± 0,04 0,67± 0,04∗ 0,97 ± 0,04

Триптофан — АНС 1,88 ± 0,06 2,23± 0,07∗ 1,71 ± 0,06

∗

P 6 0,05, данi вiрогiднi порiвняно зi значеннями у тварин I групи (контролi).
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Основу структурної та функцiональної цiлiсностi бiологiчної мембрани складають бi-
лок-лiпiднi взаємодiї. Просторову органiзацiю бiлок-лiпiдних комплексiв в дослiджуваних
мембранах оцiнювали за допомогою методу IРПЕ у парi флуорофорiв донор — акцептор
(триптофан — пiрен та триптофан — АНС) [8, 14]. При аналiзi результатiв IРПЕ врахо-
вували, що найбiльш вiрогiднi мiсця локалiзацiї триптофанових залишкiв — це гiдрофобнi
дiлянки бiлкiв, флуоресцентний зонд АНС переважно локалiзується в мембранi на межi
розподiлу лiпiд — вода, пiрен — у зонi жирнокислотних ланцюгiв фосфолiпiдiв [14].

У зв’язку з тим, що клiтиннi мембрани — це складно органiзованi бiлок-лiпiднi системи,
усi донори умовно подiляються на двi групи: 1) донори, якi знаходяться вiд акцептора на
вiдстанi, меншiй за критичну, i, вiдповiдно, беруть участь у перенесеннi енергiї; 2) донори,
якi вiддаленi на вiдстань, бiльшу за критичну, i не пiдлягають гасiнню акцептором. За
результатами гасiння флуоресценцiї донора акцептором розраховували частку залишкiв
донора, доступних гасiнню акцептором, та величину F0−F/F0 (де F0 — iнтенсивнiсть флуо-
ресценцiї за вiдсутностi гасника, F — у присутностi гасника), яка свiдчить про ефективнiсть
IРПЕ [10].

Встановлено, що в мембранних препаратах для всiх донорно-акцепторних пар частка
молекул донора, доступних гасiнню акцептором, не змiнюється. В мембранних препара-
тах тварин II групи величина F0 − F/F0 вiрогiдно знижується на 33% вiдносно контролю
в парi триптофан — пiрен, що свiдчить про зниження ефективностi перенесення енергiї
(див. табл. 1). За ефективнiстю гасiння пiреном триптофанової флуоресценцiї можна оцi-
нити ступiнь занурення бiлкiв у лiпiдну фазу мембран, тобто зниження ефективностi IРПЕ
за даних умов бiльшою мiрою зумовлено перемiщенням бiлкових молекул у гiдрофiльну
фазу чи їх агрегацiєю [8, 13].

Дослiдження IРПЕ у парi триптофан — АНС показало, що величина F0 − F/F0 збiль-
шується також лише в препаратах телят II групи (на 19% вiдносно контролю). Пiдвищення
ефективностi IРПЕ у парi флуорофорiв свiдчить про зменшення вiдстанi мiж ними. Оскiль-
ки критична вiдстань IРПЕ для пари триптофан — АНС дорiвнює 2,0–3,5 нм, а товщина
мембрани — близько 4,0 нм, то бiльш iстотний внесок у перенесення енергiї здiйснюють
флуорофори, розташованi з одного боку мембрани по вiдношенню до лiпiдної фази [13]. На-
веденi данi, поряд з результатами дослiдження параметрiв зв’язування АНС з мембраною,
свiдчать про структурну модифiкацiю поверхневих дiлянок мембран ентероцитiв, отрима-
них вiд тварин, яких лiкували за традицiйною схемою.

Таким чином, за умов традицiйного лiкування вiдбуваються рiзнобiчнi деструктивнi змi-
ни мембран ентероцитiв тонкої кишки, а саме: модифiкацiя поверхневої структури мемб-
ран, зменшення структурної впорядкованостi лiпiдної компоненти i порушення гiдрофобних
бiлок-лiпiдних взаємодiй та конформацiйна модифiкацiя бiлкових молекул. Проте в мемб-
ранних препаратах телят, що отримували БАД, вiдмiчаються лише конформацiйнi змiни
бiлкових молекул у порiвняннi з контролем. Тобто комплексне лiкування iз включенням
фосфолiпiдовмiсної БАД репаративної дiї приводить до нормалiзацiї показникiв, що харак-
теризують структурний стан апiкальної мембрани, особливо лiпiдної компоненти.
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Стимуляцiя протипухлинним препаратом таксолом

клiтинного циклу (G1/S перехiд) в клiтинах
анапластичного раку щитовидної залози

The effect of antitumor drug, taxol, on the activity of cell cycle regulatory factors in two cell
lines of anaplastic thyroid cancer ARO and KTC-2 is studied. It is shown that taxol enhances
the phosphorylation of retinoblastoma protein, pRB, in both cell lines. The taxol addition to
the incubation medium in 6 h of incubation induced a significant decrease of the level of the
inhibitor of cyclin-dependent kinases (CDK) and G1/S progression — р27KIP1. The level of
another CDK inhibitor, p21waf1, was also decreased but after 12 h of incubation. These results
indicate that the low concentration of taxol stimulates the early cell cycle stages in thyroid
anaplastic cancer cells.

Анапластичний рак щитовидної залози (ЩЗ) є досить рiдкою (до 10% вiд усiх злоякiсних
новоутворень щитовидної залози), але найбiльш агресивною формою раку людини з пога-
ним прогнозом [1, 2].
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