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ROLE OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN  THE PROCESS I N IATION OF APOPTOTIC CELL  DEATH 
BY MECHANICAL NONPENETRATING CORNEAL INJURY IN E X P ERIMENT

В експериментах на кролях доведено, що при експериментальній непроникаючій механічній травмі рогівки  
достовірно зростають рівні активних форм кисню та спонтанного апоптозу ядровмісних клітин крові протягом  
21 доби спостереження з максимумами на 3-й і 14-й дні. При цьому встановлено, що одним із шляхів ініціації 
програмованої загибелі клітин крові шляхом апоптозу при модельованій травмі є мітохондрійопосередкований.

It was proved that sign ifican tly  increases o f  the leve l o f  reactive  oxygenspecies and spontaneous apoptosis o f  
blood cells w ithin 21 days o f observation  w ith maximum at the 3rd and 14th days in the case o f experim ental 
nonpenetrative m echanical corneal injury. It was found that m itochondria mediated way is one o f the ways which 
in itiate  program m ed cell death by apoptosis in blood during experim ental trauma.

П остановка проблеми і аналіз останніх до­
сліджень та публікацій. Травми ока є поширеною 
причиною порушення зору і сліпоти у всьому світі зі 
значними соціально-економічними наслідками [11, 
13]. Згідно з даними Т. А. Красновида, соціально- 
економічна значущість цієї проблеми зростає у зв’яз­
ку з тим, що основним контингентом хворих із трав­
матичними пошкодженнями ока є переважно чоло­
віки молодого, найбільш працездатного віку [1]. 
Близько півмільйона людей у світі сліпоту, а 30-40 % 
-  монокулярний зір пов’язують із механічною трав­
мою ока [7, 12]. Щорічно близько 2 млн випадків 
травм очей реєструються у Сполучених Штатах 
Америки, у результаті чого 40 тисяч пацієнтів ма­
ють постійне порушення зору [10]. Дослідниками 
вивчено поширеність очної травми не тільки у США, 
але й у Великобританії, Швеції, Греції, Росії та інших 
країнах, проте у доступній літературі ми не знайшли 
статистичних даних щодо поширеності непроника- 
ючої механічної травми ока в Україні [8]. З пато­
фізіологічної точки зору, така висока захворюваність 
на травми очей створює необхідність дослідження 
механізмів розвитку і прогресування захворювання 
для розробки ефективних методів консервативного 
та хірургічного лікування.

Відомо, що розвиток багатьох захворювань 
очей, зокрема катаракти, глаукоми, дегенерації
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сітківки, пов’язаний з утворенням мітохондріями 
активних форм кисню [3]. Рівень активних форм 
кисню (АФК) в клітинах крові є важливою харак­
теристикою їх метаболічного стану. Його зміна 
виступає сигнальним механізмом для запуску 
різних клітинних процесів, у тому числі й апоптозу.

М ета роботи: з ’ясувати роль активних форм 
кисню в крові експериментальних тварин в ініціації 
апоптичної загибелі клітин крові при експеримен­
тальній механічній непроникаючій травмі рогівки.

М атеріали і методи. Експериментальні до­
слідження проводили на статевозрілих кролях по­
роди “Ш иншила” масою від 2,5 до 3,0 кг відповід­
но до Женевської конвенції “International Guiding 
principles for Biochemical research in volving animals” 
(Geneva, 1990) та згідно із Загальними принципами 
експериментів на тваринах, схваленими на Націо­
нальному конгресі з біоетики (Київ, Україна, 2001). 
Кролі отримували повноцінне збалансоване харчу­
вання і перебували в належних санітарно-гігієнічних 
умовах віварію ДВНЗ “Тернопільський державний 
медичний університет імені І. Я. Горбачевського 
МОЗ України”.

Експериментальну модель пошкодження рогі­
вки відтворювали на обох очах тварини під місце­
вою епібульбарною анестезією 0,5 % розчином ал-
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каїну та ретробульбарною анестезією 2 % розчи­
ном лідокаїну 1,0 мл. Трепаном діаметром 7 мм у 
верхній половині рогівки наносили концентричну 
епітеліальну насічку, в межах якої одноразовим 
офтальмологічним скальпелем видаляли епітелій 
разом з переднім шаром строми рогівки (викрою­
вали клапоть товщиною до 0,2 мм). Контроль 
відтворення ерозії здійснювали методом фарбуван­
ня рогівки 0,5 % розчином флюоресцеїну.

Тварин поділили на п ’ять груп: контрольна гру­
па -  інтактні тварини (10 кролів); перша дослідна 
група -  термін спостереження через 3 доби після 
травми (10 кролів); друга дослідна група -  через 7 
днів після травми (10 кролів); третя дослідна група 
-  через 14 днів після травми (10 кролів); четверта 
дослідна група -  термін спостереження через 21 
день після травми (10 кролів).

В умовах тіопентало-натрієвого знеболювання 
(25 мг/кг) у кролів з крайової вени вуха забирали 
кров, після чого виводили з експерименту мето­
дом повітряної емболії. Ядровмісні клітини крові 
(ЯКК) виділяли методом седиментації в 3 % полі- 
глюкіні, оскільки вченими з Інституту кріобіології і 
кріомедицини НАН України встановлено, що вико­
ристання даного методу виділення достовірно не 
змінює рівень АФК від фізіологічних значень [5].

Аналіз зразків клітин крові проводили на про­
точному цитометрі EpicsXL (“BeckmanCoulter”, 
США) за допомогою гістограм та відповідних їм 
вікон статистики, що містили показники середньої 
геометричної інтенсивності світіння мічених клітин. 
Значення досліджуваного параметра виражали у 
відсотках (інтенсивність світіння на клітину). Бар­
вник дихлорфлюоресцеїну діацетат (ДХФ-ДА) є 
неполярною сполукою, пасивно проникаючи в кліти­
ну, гідролізується естеразами, перетворюючись у 
полярну сполуку, не здатну дифундувати назад з 
клітини -  2,7-дигідродихлорфлюоресцеїн. У присут­
ності внутрішньоклітинних АФК, 2,7-дигідроди- 
хлорфлюоресцеїн окиснюється до 2,7-дихлорфлю- 
оресцеїну, який є флуоресціюючою сполукою у

ділянці зеленого спектра, що дозволяє аналізувати 
клітини за інтенсивністю світіння барвника (FL-1 
канал) за допомогою проточної цитометрії [9].

Статистичну обробку результатів виконано у 
відділі системних статистичних досліджень універ­
ситету в програмному пакеті StatSoft STATISTICA. 
Для всіх показників розраховували значення серед­
ньої арифметичної вибірки (M), її дисперсії і помил­
ки середньої (m). Достовірність різниці значень між 
незалежними кількісними величинами визначали за 
допомогою критерію Манна-Уїтні.

Кореляційний аналіз проводили між усіма дослі­
джуваними показниками. Вираховували коефіцієнт 
лінійної кореляції (r) та його достовірність (р), що 
відповідним чином позначалося у таблицях (коре­
ляційних матрицях). Якщо показник r=0, зв’язок вва­
жався відсутнім, у діапазоні 0-0,3 -  свідчив про 
слабку кореляцію, проміжок показника 0,3-0,7 ха­
рактеризував зв’язок середньої сили, а інтервал 
0,7-1,0 вказував на значну кореляційну взаємо­
дію. Коефіцієнт кореляції оцінювали як достовірний 
при р<0,05.

Результати досліджень та  їх обговорення.
Проведене нами дослідження вказало на те, що 
у дослідній групі 1 в плазмі крові експеримен­
тальних тварин спостерігали достовірне зростан­
ня рівня АФК ядровмісних клітин на 88,45 % по­
рівняно з даними контролю, причому такий висо­
кий рівень кисневих радикалів відмічено протя­
гом 21 доби спостереження (р<0,05) (табл. 1). 
Так, у 2-й дослідній групі відсоток АФК зріс на 
83,55 % порівняно з нормою, проте був майже 
однаковий з даними попередньої групи, тоді як 
уже в 3-й групі кисневі радикали підвищилися на 
74,9 % відносно отриманих результатів 2-ї групи. 
Через 20 діб після моделювання механічної не- 
проникаючої травми рогівки рівень АФК достовір­
но зріс у 3,25 раза стосовно даних контрольної 
групи (р<0,05), проте не відмічено динамічних 
змін відносно 14-ї доби.

Таблиця 1. Показники активних форм кисню та спонтанного апоптозу ядровмісних клітин крові кролів 
за умови механічної непроникаючої травми рогівки (M±m)

Показник
Контрольна група 

(n=10)
Дослідна група 1 

(n=10)
Дослідна група 2 

(n=10)
Дослідна група 3 

(n=10)
Дослідна група 4 

(n=10)
АФК, % 22,07±0,90 41,59±0,72

p 1<0,05
p2<0,05

40 ,5 1±1,18 
p 1<0,05 
p2>0,05

70,86±1,44
p 1<0,05
p2<0,05

71,62±1,06
p 1<0,05
p2>0,05

Спонтанний 
апоптоз, %

2,50±0,28 3,99±0,25
p 1<0,05
p2<0,05

4,60±0,22
p 1<0,05
p2>0,05

6,26±0,25
p 1<0,05
p2<0,05

6,72±0,24
p 1<0,05
p2>0,05

Примітка. р1 -  різниця достовірна порівняно з контрольними тваринами; р -  різниця достовірна порівняно з ураженими 
тваринами.
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Відомо, що у фізіологічно повноцінній клітині 
АФК утворюються постійно у невеликій кількості, 
які клітина інактивує за допомогою антиоксидант­
ної системи. Тому ці кисневі радикали не виклика­
ють пошкодження клітини. За умови досліджува­
ної нами експериментальної механічної непроника- 
ючої травми рогівки АФК клітин крові перевищу­
ють захисні можливості клітини, що, за даними 
літератури, викликає порушення цілісності міто- 
хондрій, виснаження АТФ і активацію ферментів 
лізосом, а це призводить до руйнування клітини [2]. 
Результати нашого дослідження показали сповіль­
нення утворення АФК на 7-му і 21-шу доби, що 
може бути пов’язано як з активацією ферментів 
антиоксидантного захисту (каталаза, пероксидаза, 
супероксиддисмутаза), в результаті чого процес 
утворення АФК у клітині сповільнюється, так і з 
порушенням естеразної ензиматичної активності 
всередині клітини. Крім того, можливе збільшення 
швидкості рециклінгу NADPH/NADP за участю

Рис. 1. Динаміка рівня вільних радикалів та апоптич- 
ної загибелі клітин крові за умови експериментальної не- 
проникаючої механічної травми рогівки.

NADP-оксидази у даних експериментальних умо­
вах, що знижує цитозольну концентрацію АФК [6].

Наступним етапом було дослідження спонтанно­
го апоптозу ядровмісних клітин крові при механічній 
травмі рогівки. Встановлено, що відсоток клітин з 
ознаками апоптичної загибелі хвилеподібно зростав 
протягом 20 діб спостереження. Так, у дослідній групі 
1 відсоток клітин з явищами апоптозу зріс в 1,59 раза, 
у групі 2 -  в 1,84 раза, у групі 3 -  у 2,50 раза і в групі 4 
-  у 2,68 раза стосовно контролю (табл. 1). Порівню­
ючи динаміку досліджуваних параметрів, слід відміти­
ти односпрямовані їх зміни з максимумами на 3-тю і 
14-ту доби (рис. 1). Аналізуючи отримані зміни, мож­
на говорити про значний вклад оксидаційного стресу 
в апоптичну загибель клітин.

Окисне ураження є результатом оксидаційного 
стресу, коли порушується баланс прооксидантно-ан- 
тиоксидантної системи. У попередніх дослідженнях 
доведено, що за умови експериментальної непрони- 
каючої механічної травми рогівки відмічається 
інтенсифікація процесів вільнорадикального окис- 
нення: підвищення рівнів ТБК-активних продуктів і 
шифових основ у крові та водянистій волозі з мак­
симальним зростанням на 14-ту добу (р<0,05). Вра­
ховуючи, що одним із проявів токсичної дії мета­
болітів кисню є інтенсифікація реакцій вільноради­
кального окиснення, що проявляється зростанням 
рівня малонового діальдегіду, ми провели зіставлен­
ня отриманих результатів ТБК-реактантів з АФК і 
встановили значну кореляційну взаємодію між цими 
показниками (табл. 2). Звертає на себе увагу те, що 
найміцніші зв’язки між показником раннього апоп­
тозу та показниками продуктів тіобарбітурової кис­
лоти і АФК були протягом 7-14 діб спостереження. 
Це підтверджує, що у цей період апоптичні зміни яд- 
ровмісних клітин запускають вільнорадикальні про­
цеси, які значно активуються.

Таблиця 2. Кореляційні зв'язки між показником раннього апоптозу, ТБК-реактантами та рівнем АФК 
ядровмісних клітин крові при експериментальній непроникаючій механічній травмі рогівки

Пари кореляційних зв’язків Дослідні
групи

Коефіцієнт 
кореляції, rxy

Вірогідність 
кореляційного зв’язку, р

Рівень ТБК-реактантів, 
мкмоль/дц3

Кількість анексин- 
позитивних клітин 
крові, %

1 0,76 <0,05
2 0,99 <0,05
3 0,80 <0,05
4 0,77 <0,05

Рівень активних форм 
кисню у клітинах, %

Кількість анексин- 
позитивних клітин 
крові, %

1 0,79 <0,05
2 0,99 <0,05
3 0,97 <0,05
4 0,76 <0,05

Рівень активних форм 
кисню у клітинах, %

Рівень ТБК-реактантів, 
мкмоль/дц3

1 0,68 <0,05
2 0,99 <0,05
3 0,74 <0,05
4 0,92 <0,05
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Наші дані підтверджують те, що при експери­
ментальній непроникаючій механічній травмі 
рогівки мітохондрії відіграють одну з провідних ро­
лей в реалізації апоптичної програми у клітині за 
рахунок зниження трансмембранного потенціалу 
[4, 14] і гіперпродукції активних форм кисню. Сиг­
нальним шляхом ініціації апоптозу клітин крові за 
умови експериментальної непроникаючої механі­
чної травми рогівки є мітохондрійопосередкова- 
ний (пряма залежність між зростанням ТБК-ре- 
актантів (r=0,99; p<0,05), активних форм кисню 
(r=0,99; p<0,05) та відсотком анексинпозитивних 
клітин крові через 7 год).

Висновки. 1. При експериментальній непро- 
никаючій механічній травмі рогівки достовірно зро-
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