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АНОТАЦІЯ 

Стороженко Г. В. Роль сфінголіпідів у порушенні обміну 

кардіоліпіну та функціонального стану клітин і тканин у процесі 

старіння. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук 

за спеціальністю 03.00.13 – фізіологія людини та тварин (Біологічні науки). – 

Харківський національний університет імені В. Н. Каразіна Міністерства 

освіти і науки України, Харків, 2019. 

При виконанні дисертаційної роботи використовували щурів 3-, 12-, 

24- та 30-32-місячного віку. Наведено результати дослідження особливостей 

вмісту кардіоліпіну та ролі сфінголіпідів у порушенні обміну цього ліпіду в 

функціонально різних тканинах і органах щурів. Крім того у дисертаційній 

роботі встановлений взаємозв’язок між вмістом кардіоліпіну, цераміду і 

функціональним станом тканин щурів лінії Вістар.  

На першому етапі цього дослідження було вивчено як змінюється 

рівень мітохондріального фосфоліпіду кардіоліпіну у процесі старіння в 

серці, печінці та мозку щурів. В роботі встановлено, що у процесі онтогенезу 

в досліджених тканинах щурів спостерігається зниження рівня кардіоліпіну, 

що досягає найбільш глибоких змін у клітинах 30-32 місячних щурів.  

Попередніми дослідженнями було встановлено, що церамід 

прогресуюче зростає в мозку, серці і печінці при старінні. З огляду на його 

здатність впливати на мітохондрії наступним етапом нашої роботи явилось 

дослідження взаємозв’язку між накопиченням цераміду і вмістом 

кардіоліпіну. З цією метою використовувались різні моделі, що призводять 

до зростання ендогенних церамідів у клітинах і тканинах молодих тварин. 

Введення молодим щурам доксорубіцину або додавання цього препарату до 

середовища інкубації гепатоцитів призводило до зниження вмісту 

кардіоліпіну в серці та клітинах печінки 3-місячних щурів у порівнянні з 

контрольними щурами або клітинами. Для з’ясування, що спостережуване 
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зниження кардіоліпіну було викликане саме накопиченням цераміду, в роботі 

використовували модулятори метаболізму цераміду в клітинах – іміпрамін, 

GW4869 або міріоцин. Встановлено, що пригнічення шляхів синтезу 

цераміду de novo міріоцином призводило до нормалізації вмісту кардіоліпіну 

та фосфатидної кислоти в гепатоцитах 3-місячних щурів. 

Відомо, що крім протипухлинних препаратів потужними модуляторами 

метаболізму сфінголіпідів є насичені жири харчового раціону або етанол, які 

призводять до накопичення цераміду в тканинах. В роботі встановлено, що 

збагачення ліпідного компонента дієти насиченими жирними кислотами 

яловичого жиру призводило до зниження вмісту кардіоліпіну і накопичення 

фосфатидної кислоти в досліджених тканинах порівняно з такими в щурів, 

які отримували стандартний раціон. У той же час, обмеження калорійності 

харчового раціону, яке запобігає підвищенню вмісту цераміду в клітинах при 

старінні, у свою чергу перешкоджало зниженню рівня кардіоліпіну в серці, 

печінці та мозку 24-місячних щурів. Крім того, внутрішньошлункове 

введення 3-місячним щурам етанолу призводило до зниження вмісту 

кардіоліпіну, а використання n-3 поліненасичених жирних кислот риб’ячого 

жиру або кверцетину – препаратів, які попереджають накопичення церамідів, 

запобігало зниженню вмісту кардіоліпіну в серці і печінці щурів, які 

отримували етанол.  

Для доказу ролі цераміду в модуляції обміну і вмісту кардіоліпіну 

використовували екзогенні натуральні і синтетичні цераміди в модельних 

експериментах на ізольованих клітинах. Для цього використовували 

синтетичний коротколанцюговий С2-церамід та природні довголанцюгові: 

С16- і С18-цераміди. Встановлено, що інкубація гепатоцитів з екзогенними 

церамідами викликала зниження рівня кардіоліпіну в клітинах печінки 

молодих щурів. При цьому зниження рівня кардіоліпіну супроводжувалося 

зниженням життєздатності гепатоцитів і передувало вивільненню вільних 

жирних кислот, диацилгліцеролів, триацилгліцеролів і фосфоліпідів в 

середовище культивування клітин. В той же час, додавання С2-цераміду до 
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середовища інкубації гепатоцитів 3-місячних щурів приводило до зниження 

рівня кардіоліпіну і зменшення включення [14C]лінолевої кислоти у його 

склад та збільшення попередника у синтезі фосфоліпідів – фосфатидної 

кислоти. Отримані дані, свідчать про те, що збільшення в клітинах вмісту 

цераміду викликає зниження рівня кардіоліпіну, пригнічуючи 

ремоделювання цього фосфоліпіду, що в подальшому може призводити до 

загибелі клітин і розвитку патологій печінки. В той же час, перфузія серця 

молодих щурів С16-церамідом призводила до зниження вмісту кардіоліпіну в 

м’язової тканині серця, що дозволило виявити взаємозв’язок між вмістом 

цераміду та кардіоліпіну в серці щурів.  

Відомо, що з віком в корі і гіпокампі щурів спостерігається істотне 

збільшення вмісту цераміду. З метою з’ясування ролі накопичення 

ендогенних церамідів мозку у вікових змінах вмісту кардіоліпіну та 

функціонального стану мозку вивчали вплив екзогенного С16-цераміду на 

вміст кардіоліпіну в корі і гіпокампі 3-місячних щурів, а також на 

особливості поведінки цих тварин. Для цього в наступної серії експериментів 

молодим 3-місячним щурам вводили С16-церамід шляхом інтраназального 

вприскування, що призводило до збільшення рівня цераміду та зменшення 

вмісту кардіоліпіну в гіпокампі, та появі деяких особливостей в поведінці 

піддослідних щурів: зростання тривожності, пригнічення локомоторної та 

дослідницької активності, ослаблення інстинктів догляду за собою, що може 

свідчити про розвиток депресивно-подібного стану. Крім того, порівняння 

поведінки молодих (3-місячних) та старих (24-місячних) і дуже старих      

(30-32-місячних) щурів виявило зміни в поведінці щурів в пізньому 

онтогенезі, подібні до спостережуваних при введені С16-цераміду 3-

місячним тваринам. Отримані результати підкреслюють взаємозв’язок між 

накопиченням цераміду, зменшенням кардіоліпіну та розвитком депресивно-

подібних станів. Вважається що при старінні основна маса цераміду в 

клітинах утворюється в результаті надмірної активації кислої та нейтральної 

сфінгомієлінази. Разом із цим, відомо, що N-ацетилцистеїн широко 
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використовуваний in vivo та in vitro антиоксидант, в той же час є інгібітором 

нейтральної сфінгомієлінази. Введення старим щурам N-ацетилцистеїну – 

препарату, що зменшує рівень цераміду шляхом пригнічення нейтральної 

сфінгомієлінази, призводило до відновлення рівня кардіоліпіну та зникненню 

ознак депресивно-подібної поведінки. Так, в 24-місячних щурів, яким 

вводили N-ацетилцистеїн зростала перевага до солодкого розчину, 

збільшувалася дослідницька активність і тривалість грумінгових реакцій та 

зменшувалась тривожність порівняно з групою контрольних старих тварин.  

Раніше було встановлено, що інгібітори кислої сфінгомієлінази 

іміпрамін і золедронова кислота або інгібітор нейтральної сфінгомієлінази N-

ацетилцистеїн ефективно знижують вміст цераміду та співвідношення 

церамід/сфінгомієлін і збільшують вміст сфінгомієліну в тканинах старих 

щурів. В нашій роботі введення старим тваринам іміпраміну або 

золедронової кислоти призводило до збільшення рівня кардіоліпіну в серці та 

печінці 24-місячних щурів. Отримані дані свідчать про те, що накопичення 

цераміду, викликане активацією сфінгомієліназ є важливою причиною 

зниження вмісту кардіоліпіну в вивчених тканинах в старості. 

Для з’ясування чи впливають вікові зміни вмісту кардіоліпіну, 

індуковані накопиченням цераміду на зміни фізіологічного стану клітин 

досліджували вплив екзогенного кардіоліпіну на здатність клітин-мішеней 

адекватно відповідати на дію інсуліну. Встановлено, що внесення 

екзогенного кардіоліпіну до середовища інкубації клітин печінки, кори мозку 

або литкового м’язу 24-місячних щурів збільшує базальне поглинання ними 

глюкози і синтез глікогену та підвищує чутливість цих клітин до дії інсуліну. 

У модельних експериментах на ізольованих клітинах печінки встановлено, 

що додавання екзогенного кардіоліпіну до середовища інкубації гепатоцитів 

3-місячних щурів після індукції накопичення цераміду доксорубіцином або 

С16-церамідом призводить до зростання базального та інсулін-

стимульованого поглинання глюкози та синтезу глікогену. Таким чином, 

отримані дані свідчать про те, що вікове зниження вмісту кардіоліпіну в 



6 
 

класичних тканинах-мішенях і мозку може грати важливу роль в зниженні їх 

чутливості до дії інсуліну. 

Таким чином, в даної роботі виявлено взаємозв’язок між накопиченням 

цераміду у старості та зниженням рівня кардіоліпіну в серці, печінці та мозку 

щурів. Встановлена залежність функціонального стану клітин і тканин, та 

поведінки щурів від вмісту кардіоліпіну. Продемонстровані в даній роботі 

можливості корекції метаболізму кардіоліпіну за допомогою аліментарних 

факторів або модуляторів обміну сфінголіпідів можуть являти собою основу 

для пошуку нових лікарських препаратів і сприяти підвищенню ефективності 

комплексної терапії вік-асоційованих захворювань. 

Ключові слова: кардіоліпін, фосфатидна кислота, церамід, 

сфінголіпіди, старіння, гепатоцити, неокортекс, серце, печінка, поведінка 

щурів. 

ABSTRACT 

Storozhenko G.V. Role of sphingolipids in disturbance the cardiolipin 

metabolism and the functional state of cells and tissues in aging. – 

Qualification scientific paper, manuscript. 

Thesis for a Candidate Degree in Biology: Specialty 03.00.13 – Physiology 

of human and animals (Віоlogy). – V. N. Karazin Kharkiv National University, the 

Ministry of Education and Science of Ukraine, Kharkiv, 2019. 

Through the thesis research, rats of 3-, 12-, 24- and 30-32-months age were 

used. The results of the investigation provided here describe the distinctive features 

of cardiolipin content in functionally different tissues and organs of rats and role of 

sphingolipids in cardiolipin metabolism dysfunction. Furthermore, in frames of 

this dissertation the interrelations between cardiolipin and ceramide levels were 

investigated due to their participation in functional state of the Wistar line rats’ 

tissues. 

At the first stage of the study, it was investigated how the level of 

mitochondrial phospholipid cardiolipin changes during the aging process in the 

heart, liver and brain of rats. It was determined that through ontogenesis in the 
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studied rats` tissues a decrease in the cardiolipin level occurs, where the most 

significant changes were found in the cells of 30-32-months-old rats. 

Previous studies declared that ceramides levels are progressively increasing 

in brain, heart and liver during aging. In view of ceramide is able to influence 

mitochondria, the next stage of our work included studying relationship between 

the ceramide accumulation and cardiolipin content. Various models for 

endogenous ceramides level elevation in cells and tissues of young animals have 

been used. Doxorubicin administration in young rats resulted in a cardiolipin 

content decrease in heart and addition of this drug to the hepatocytes incubation 

media resulted in a cardiolipin content decrease in liver cells of 3-month-old rats 

compared to control rats or cells. To determine if the observed cardiolipin 

reduction was referred to the ceramide accumulation, the modulators of ceramide 

cell metabolism – imipramine, GW4869 or myriocin – were used. It was found that 

inhibition of the ceramide de novo synthesis pathways by myriocin resulted in 

cardiolipin and phosphatidic acid content normalization in hepatocytes of 3-month-

old rats. 

It is known that as well as antitumor drugs, saturated dietary fats and ethanol 

are powerful sphingolipid metabolism modulators, and provoke ceramide 

accumulation of in tissues. In our work, the enrichment of the diet lipid component 

with saturated fatty acids from beef fat led to a decrease in cardiolipin content and 

to phosphatidic acid accumulation in tissues comparing with the rats received the 

standard diet. At the same time, diet caloric content limiting which is known to 

prevent ceramide content increase in aging cells, in turn, prevented cardiolipin 

levels reduction in heart, liver and brain of 24-month-old rats. In addition, 

intragastric ethanol administration to 3-month-old rats resulted in cardiolipin 

content decrease and fish oil n-3 polyunsaturated fatty acids or quercetin 

administration known to prevent ceramides accumulation prevented as well 

cardiolipin content reduction in heart and liver of ethanol-fed rats. 

To prove the ceramide role in cardiolipin exchange and content modulation, 

exogenous natural and synthetic ceramides were used in model experiments in 
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isolated cells. Thus, synthetic short-chain C2-ceramides and natural long chain 

C16- and C18-ceramides were used. It was determined that hepatocytes incubation 

with exogenous ceramides caused cardiolipin level decrease in liver cells of          

3-month-old rats. At the same time, cardiolipin level decrease was accompanied by 

hepatocytes viability drop and free fatty acids, diacylglycerols, triacylglycerol’s 

and phospholipids release in the culture medium. At the same time, C2-ceramide 

addition to hepatocyte incubation medium in 3-month-old rats` cells led both to 

cardiolipin level decrease and a drop in isotope-labeled linoleic acid inclusion to 

newly synthesized cardiolipin as well as increase in content of phosphatidic acid, 

which is phospholipid synthesis precursor. The obtained data indicate that 

ceramide content increase in the cell causes cardiolipin level decrease, via 

cardiolipin remodeling inhibition, which in turn can lead to cell death and liver 

pathologies development. At the same time, perfusion of hearts of young rats with 

C16-ceramide led to cardiolipin content decrease in heart muscle tissue, thus the 

relationship between the ceramide and cardiolipin content was revealed in the rat’s 

heart. 

Significant increase in ceramide content in cortex and hippocampus of old 

animals is well known. In order to reveal the role of endogenous brain ceramides in 

cardiolipin content age-related changes and brain functional state, the exogenous 

C16-ceramide effect on cardiolipin content in cortex and hippocampus of young 

rats was studied as well as brain functional state. For this purpose, young 3-month-

old rats were given C16-ceramide by intranasal injection that led to ceramide level 

increase and cardiolipin content reduction in hippocampus, and emergence of some 

distinctive features in behavior of experimental rats such as increased anxiety, 

locomotor and research activity inhibition, and weakening of self-care instincts, 

which may indicate a depression-like state. Additionally, behavior comparison of 

young (3-month) and old (24-month) and very old (30-32-month) rats revealed 

behavioral changes in rats in late ontogenesis, similar to those observed with    

C16-ceramide administered to 3-month-old animals. The obtained results 

emphasize relationship between ceramide accumulation, cardiolipin reduction and 
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depressive-like states development. Ceramide accumulation in the aged cells and 

tissues is accompanied by increased acid sphingomyelinase and neutral 

sphingomyelinase activities. At the same time, it is known that N-acetylcysteine is 

a widely used in vivo and in vitro antioxidant, while being an inhibitor of neutral 

sphingomyelinase. In the work, N-acetylcysteine (drug that reduces ceramide level 

by inhibiting neutral sphingomyelinase) administration in old rats led to cardiolipin 

level recovery and depressive-like behavior signs disappearance. Thus, in           

24-month-old rats administered N-acetylcysteine, the preference for a sucrose 

solution increased, research activity and duration of grooming reactions increased, 

and anxiety was decreased compared with the control group of old animals. 

Previously it was found that acid sphingomyelinase inhibitors (imipramine 

and zoledronic acid), or neutral sphingomyelinase inhibitor (N-acetylcysteine), 

effectively reduce the ceramide amount and ceramide/sphingomyelin ratio and 

increase sphingomyelin content in old rat’s tissues. In the work, imipramine or 

zoledronic acid administration in old animals resulted in cardiolipin level increase 

in heart and liver of 24-month-old rats. The data obtained indicate that the 

accumulation of ceramide caused by the activation of sphingomyelinases is an 

important reason for the cardiolipin content reduction in old age. 

To determined how the age-related changes in cardiolipin content influences 

on the physiological state of cells, the effects of exogenous cardiolipin on affect 

target cells ability to response adequately insulin signal were studied. It was 

determined that exogenous cardiolipin introduction into the cell incubation 

medium of 24-month-old rat liver, cortex or calf muscle cells increased basal 

glucose absorption and glycogen synthesis as well as sensitivity of these cells to 

insulin. In model experiments on isolated liver cells, it was found that exogenous 

cardiolipin addition to hepatocytes incubation medium in 3-month-old rats after 

doxorubicin or C16-ceramide ceramide accumulation induction leads to an 

increase in basal and insulin-stimulated glucose uptake and glycogen synthesis. 

Thus, the obtained data suggest that age-related cardiolipin content changes may 
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play an important role in reducing insulin sensitivity in classical target tissues and 

in brain. 

Therefore, in this work was revealed the relationship between ceramide 

accumulation and cardiolipin level decrease in heart, liver and brain of rats in old 

age. Cells and tissues functional state as well as rat’s behavior were determined to 

depend on cardiolipin content. The possibilities of cardiolipin metabolism 

correction by alimentary factors or sphingolipid metabolism modulators 

demonstrated here can become a basis for the search of new drugs and can 

contribute to the complex therapy efficiency increase for age-associated diseases. 

Key words: cardiolipin, phosphatidic acid, ceramide, sphingolipids, aging, 

hepatocytes, neocortex, heart, liver, behavior of rats. 
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ВСТУП 

Обґрунтування вибору теми дослідження. З віком у клітинах і 

тканинах тварин відбуваються зміни метаболізму різних груп ліпідів. 

Одними з таких ліпідів є сфінголіпіди, вікові порушення метаболізму яких 

асоціюються з виникненням і розвитком цілого ряду патологічних станів: 

жирової дистрофії печінки, інсулін резистентності, різних нефропатій, 

атеросклерозу, синдрому Альцгеймера та інших захворювань [1, 2, 3, 4]. Крім 

того, сфінголіпіди є важливими структуроутворюючими ліпідами 

біологічних мембран, та попередниками активних метаболітів, які грають 

роль медіаторів клітинних сигналів у процесах проліферації, диференціації та 

росту клітин, запалення, онкогенезу і старіння [5, 6, 7]. Критична роль у 

регуляції клітинних процесів через сигнальний сфінгомієліновий шлях 

належить саме цераміду, який будучи вторинним месенджером, модулює 

фосфорилювання різних білків і є індуктором апоптозу [5, 6, 7, 8]. Відомо, 

що рівень цераміду в клітинах істотно зростає в умовах природного старіння 

організму [9, 10, 11]. Так, в нашій лабораторії показано накопичення 

цераміду і підвищення співвідношення церамід/сфінгомієлін в клітинах 

старіючого організму [12, 13]. Однак механізми, якими накопичення 

цераміду призводить до розвитку патологій залишаються недостатньо 

вивченими [14, 15]. Разом з цим, останнім часом велике значення надається 

проблемам мітохондріальної дисфункції, як можливої причини виникнення і 

розвитку ряду серцево-судинних і нейродегенеративних захворювань 

[16, 17, 18] і передбачається, що церамід може безпосередньо впливати на 

мітохондрії [19, 20, 21]. Так, загибель клітин при ішемії/реперфузії, при дії 

фактору некрозу пухлини альфа (TNF-α), Fas-ліганда, етопозиду, 

ультрафіолетового або іонізуючого випромінювання асоціюють зі 

збільшенням мітохондріального цераміду [22, 23]. Показано також, що 

селективний гідроліз мітохондріального пулу сфінгомієліну з утворенням 

цераміду при дії бактеріальної сфінгомієлінази на мітохондрії призводить до 
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апопозу [24, 25, 26]. Ці роботи підкреслюють фізіологічне значення 

мітохондріальних пулів цераміду і сфінгомієліну. Функціонально цераміди 

пригнічують дихальну активність респіраторного ланцюга, і регулюють 

проникність зовнішньої мембрани мітохондрій і мітохондріальної пори для 

цитохрому с, діючи самостійно або разом з білком Bax [27]. Але питання про 

шляхи, якими накопичення цераміду може призводити до порушення роботи 

мітохондрій лишається відкритим. Таким чином, вивчення прямого і 

опосередкованого впливу цераміду на мітохондрії є ключем у розумінні 

процесів, що відбуваються в клітинах при порушенні метаболізму і розвитку 

патологічних станів. 

Відомо, що кардіоліпін – специфічний ліпід мітохондрій, який відіграє 

важливу роль у функціонуванні дихального ланцюга в клітинах, зв'язуючи 

цитохром С, 3 і 4 комплекси респіраторного ланцюга [28, 29]. Показано, що 

зниження інтенсивності електрон-транспортного ланцюга мітохондрій, як 

правило, пов’язане зі зменшенням вмісту кардіоліпіну [30, 31]. Так, падіння 

рівня цього фосфоліпіду спостерігається при ішемії/реперфузії, гіпотиреозі, 

окисному стресі, серцевої недостатності [32, 33, 34, 35, 36, 37] і може бути 

однією з ключових причин входження клітини в апоптоз, в той час як 

підтримка нормального рівня кардіоліпіну надає антиапоптогенні ефекти 

[38, 39, 40]. В той же час встановлено, що кардіоліпін, який в нормі 

розташований у внутрішній мембрані мітохондрій, при пошкодженні цих 

органел екстерналізується в зовнішній шар мембрани мітохондрій та слугує 

сигналом до запуску мітофагії [41, 42, 43, 44, 45]. Крім того, рядом робіт 

продемонстроване, що рівень кардіоліпіну знижується при старінні, але в 

щурів різних ліній цей процес спостерігається у різному віці [30, 46].  

У зв’язку з віковим накопиченням в тканинах проапоптотичного 

месенджеру – цераміду, цікавим здається дослідження моделей, що 

дозволяють коригувати вміст сфінго- і гліцероліпідів у клітинах і тканинах 

старіючого організму. Встановлено, що модуляція компонентів 

сфінгомієлінового циклу за допомогою флавоноїдів [47] та поліненасичених 
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жирних кислот [48] призводить до нормалізації рівня цераміду в умовах 

вікового та експериментального порушення його вмісту, а також відновлює 

чутливість клітин до дії гормонів [49] і сприяє поліпшенню знижених з віком 

когнітивних функцій [50, 51].  

В той же час немає даних щодо участі накопичення цераміду із віком у 

порушенні метаболізму кардіоліпіну. З огляду на вищенаведене, метою нашої 

роботи було дослідження метаболізму кардіоліпіну та встановлення 

взаємозв'язку між вмістом кардіоліпіну, цераміду і функціональним станом 

клітин та тканин щурів лінії Вістар. 

Мета і завдання дослідженнь. Метою роботи було виявлення і 

корекція порушень метаболізму кардіоліпіну та встановлення взаємозв'язку 

між вмістом кардіоліпіну, цераміду і функціональним станом клітин та 

тканин щурів лінії Вістар. Відповідно до мети були поставлені наступні 

завдання: 

– дослідити вікові особливості вмісту кардіоліпіну в мозку і 

периферичних тканинах щурів; 

– дослідити ефекти різних препаратів, що індукують накопичення 

ендогенних церамідів, на рівень кардіоліпіну в клітинах і тканинах щурів; 

– вивчити вплив природних і синтетичних екзогенних церамідів на 

метаболізм кардіоліпіну в клітинах і тканинах молодих щурів; 

– дослідити ефекти С16-цераміду на поведінку та вміст кардіоліпіну 

в гіпокампі і корі головного мозку 3-місячних щурів; 

– вивчити можливості корекції вікових і експериментальних 

порушень метаболізму кардіоліпіну в клітинах і тканинах тварин різного 

віку; 

– дослідити ефекти інгібіторів сфінгомієліназ і синтезу цераміду на 

поведінку та вміст кардіоліпіну в гіпокампі і корі головного мозку та 

інших органах та тканинах 24-місячних щурів; 
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– дослідити ефекти екзогенного кардіоліпіну на функціональний 

стан клітин і тканин старих щурів. 

- об’єкт дослідження – корекція вікових та експериментальних 

порушень метаболізму кардіоліпіну за допомогою модуляторів вмісту 

цераміду в різних тканинах щурів. 

- предмет дослідження – вміст і обмін кардіоліпіну в клітинах 

печінки, серця, гіпокампу і неокортексу щурів у процесі онтогенезу, або при 

експериментальному зміненні вмісту цераміду. Крім того, предметом 

дослідження є поведінка щурів при віковому або експериментальному 

порушенні метаболізму кардіоліпіну та цераміду.  

Методи дослідження. Дослідження впливу С16-цераміду або N-

ацетилцистеїну на особливості поведінки щурів, дії інсуліну на клітини та 

тканини старих тварин, а також дослідження ефектів різних аліментарних 

факторів проводили з використанням фізіологічних методів (спостереження 

за поведінкою тварин, метод хронічного експерименту). Розподіл ліпідів на 

класи при вивченні їх вмісту та обміну проводили з використанням методу 

тонкошарової хроматографії; визначення вмісту ліпідів, ферментів і білка в 

пробах проводили спектрофотометричними методами; при вивченні 

метаболізму ліпідів застосовували радіоізотопні методи включення 14С-

мічених попередників до складу ендогенних ліпідів. Визначення вмісту 

кардіоліпіну проводили шляхом вимірювання флуоресценції з 

використанням барвника акридин оранж 10-ноніл броміду або вимірюванням 

ліпідного фосфору за методом Бартлета. Аналіз отриманих результатів 

проводився статистичними методами: параметричні (t-критерій Стьюдента - 

при порівнянні двох груп і дисперсійний аналіз, - з метою множинних 

порівнянь), і непараметричні (критерії Манна-Уїтні, Крускала-Уолліса, 

Фрідмана і Уілкоксона). 

Наукова новизна отриманих результатів. У дисертаційній роботі 

встановлено значне зниження рівня мітохондріального фосфоліпіду 

кардіоліпіну в серці, печінці та мозку 30-32-місячних щурів лінії Вістар. 



26 
 

Отримані в даній роботі результати припускають щільний взаємозв’язок 

метаболізму сфінголіпідів і кардіоліпіну. Так, індукція накопичення 

ендогенних церамідів і вплив на клітини і тканини, екзогенних церамідів 

різної природи призводить до зменшення рівня кардіоліпіну і зниження 

життєздатності клітин. У той час як, інгібітор синтезу цераміду – міріоцин 

дозволяє знизити індуковану доксорубіцином генерацію церамідів і 

нормалізувати вміст кардіоліпіну в клітинах молодих щурів. А порушення 

обміну сфінго- і гліцероліпідів, що викликані етанолом, вдається коригувати 

додаванням до харчового раціону кверцетину або поліненасичених жирних 

кислот риб’ячого жиру на тлі дії етанолу. Крім того, модуляція обміну 

сфінголіпідів калорійним обмеженням раціону або дією інгібіторів різних 

ферментів, які каталізують утворення цераміду, дозволяють нормалізувати 

знижений рівень кардіоліпіну в клітинах і тканинах старих тварин. 

Показано також, що збільшення вмісту цераміду в мозку молодих 

тварин за допомогою введення С16-цераміду призводить до зниження рівня 

кардіоліпіну в гіпокампі та сприяє появі депресивно-подібних особливостей 

поведінки: ангедонії, зменшенню частоти грумінгу та реакцій догляду за 

собою, зростанню тривожності. Вікове зниження рівня кардіоліпіну у 

тканинах серця, печінки та мозку 24-місячних щурів вдавалось 

нормалізувати до рівня 3-місячних тварин введенням N-ацетилцистеїну, який 

пригнічує активність нейтральної сфінгомієлінази. У той же час після 

внутрішньоназального введення старим щурам N-ацетилцистеїну – 

препарату, що дозволяє знизити рівень цераміду, також спостерігалось 

підвищення вмісту кардіоліпіну в мозку, а депресивно-подібні ознаки 

поведінки зникали.  

Крім того, встановлено що додавання екзогенного кардіоліпіну до 

середовища культивування гепатоцитів, м’язової тканини і кори мозку 

старих щурів призводило до збільшення базального поглинання ними 

глюкози і синтезу глікогену та підвищення чутливості цих клітин до дії 

інсуліну. В той же час сполучена дія доксорубіціну або С16-цераміду та 
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кардіоліпіну на гепатоцити 3-місячних щурів викликала відновлення 

функціонального стану клітин, зростання базального та інсулін-

стимульованого поглинання глюкози і синтезу глікогену.  

Біоетична експертиза. Роботу з лабораторними тваринами (щурами) 

проводили відповідно до вимог положень «Європейської конвенції про 

захист хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та 

інших наукових цілей» (Страсбург, 1986) та згідно відповідних Законів 

України. Комісією НДІ біології порушень при проведенні науково-дослідної 

роботи не виявлено (протокол № 5 від 16.05.2019 р.). 

Особистий внесок здобувача. Спільно з науковим керівником 

д.б.н, проф. Бабенко Н. О. обрані об'єкт і предмет дослідження, визначена 

мета, завдання та тема дисертаційної роботи і проведена інтерпретація 

отриманих результатів. Автором самостійно проведено аналіз наукової 

літератури, виконані експериментальні дослідження, проведена статистична 

обробка отриманих результатів, оформлення і підготовка матеріалів до 

публікації. 

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної 

роботи були представлені на науково-практичних конференціях: на науково-

практичних конференціях з міжнародною участю «Фундаментальна та 

клінічна ендокринологія: проблеми, здобутки, перспективи» (Сьомі 

Данилевські читання та Дванадцяті Данилевські читання), (Харків, 2008, 

2013); VI науково-практичній конференції «Валеологія: сучасний стан, 

напрямки та перспективи розвитку» (Харків, 2008); VIII, IX и X 

Міжнародних симпозіумах «Біологічні механізми старіння» (Харків, 2008, 

2010, 2012); III и IV Міжнародних конференціях молодих вчених «Біологія 

від молекули до біосфери» (Харків, 2008, 2009); Всеукраїнській конференції 

«Актуальні проблеми сучасної біохімії та клітинної біології» 

(Дніпропетровськ, 2008); Міжнародній науковій конференції студентів, 

аспірантів і молодих вчених «Фундаментальні та прикладні дослідження в 

біології» (Донецьк, 2009); IV Міжнародній конференції молодих вчених 
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“Biodiversity. Ecology. Adaptation. Evolution” (Одеса, 2009); XVIII з’їзді 

Української фізіологічної спілки з міжнародної участю (Одеса, 2010); 

I Міжнародній науково – практичній інтернет – конференції: Ліпідологія – 

наука XXI століття (Казань, 2013); ХІ Українському біохімічному конгресі 

(Київ, 2014); ХІХ з’їзді Українського фізіологічного товариства ім. 

П. Г. Костюка з міжнародною участю (Київ, 2014) та IV Міжнародній 

науково-практичній конференції «Теорія і практика актуальних наукових 

досліджень» (Львів, 2017).  

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, трьох розділів досліджень, загальних висновків, списку використаних 

джерел літератури та 2 додатків. Обсяг загального тексту дисертації складає 

182 сторінок, з них основного тексту 120 сторінок. Робота проілюстрована 

4 таблицями і 30 рисунками. Список використаних джерел містить 

318 найменувань. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Роботу 

виконано у відділі фізіології онтогенезу Науково-дослідного інституту 

біології Харківського національного університету імені В. Н. Каразіна у 

рамках держбюджетних наукових тем: «Роль ліпідів, які беруть участь у 

сигнальній трансдукції, в модулюванні процесу старіння» (№ державної 

реєстрації: 0106U001577, здобувач – виконавець), «Роль метаболітів 

сфінгомієлінового циклу в розвитку резистентності клітин до дії 

фізіологічних стимулів у процесі старіння» (№ державної реєстрації: 

0111U010555, здобувач – виконавець), «Роль сфінгомієліназ у віковому 

порушенні функціонального стану клітин і тканин та у розвитку 

передчасного старіння організму» (№ державної реєстрації: 0115U000489, 

здобувач – виконавець). 

Практичне значення отриманих результатів. Отриманні в роботі 

данні про особливості метаболізму кардіоліпіну в клітинах і тканинах щурів з 

віком та його взаємозв’язку з накопиченням цераміду в цих умовах сприяють 

розширенню уявлення про можливі причини розвитку патологічних станів, 
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асоційованих з дисфункцією мітохондрій та можуть бути перспективними 

для пошуку нових шляхів у подоланні вікових патологій. Крім того, отримані 

дані дозволяють припустити щільний зв’язок між рівнем кардіоліпіну та 

появою депресивно-подібних ознак поведінки щурів. Продемонстровані в 

даній роботі можливості корекції метаболізму кардіоліпіну за допомогою 

аліментарних факторів або модуляторів обміну сфінголіпідів можуть являти 

собою основу для пошуку нових лікарських препаратів і сприяти 

підвищенню ефективності комплексної терапії вік-асоційованих 

захворювань. Результати дисертаційної роботи впроваджені в навчальний 

процес кафедри фізіології людини та тварини біологічного факультету у 

рамках спеціального курсу «Клітинні системи сигнальної трансдукції» для 

студентів 1-го року навчання в магістратурі кафедри фізіології людини та 

тварин Харківського національного університету імені В. Н. Каразіна 

(впровадження підтверджено відповідним актом). 
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РОЗДІЛ 1 

 

РОЛЬ КАРДІОЛІПІНУ ТА СФІНГОЛІПІДІВ В СИГНАЛЬНОЇ 

ТРАНСДУКЦІЇ 

(літературний огляд) 

 

1. 1 Кардіоліпін. Роль в сигнальної трансдукції. Функціональне 

значення 

 

В 1941 році Мері Пенгборн, досліджуючи ліпіди серцевого м’яза бика, 

відкрила новий фосфоліпід, який отримав назву кардіоліпін. Протягом років 

вивчення цього ліпіду було встановлено, що кардіоліпін є важливим 

фосфоліпідом який приймає участь у багатьох клітинних процесах.  

Сучасні уявлення про роль кардіоліпіну передбачають, що цей ліпід є 

необхідним для окисного фосфорилювання та приймає участь у процесах 

апоптозу і функціонуванні мітохондрій. Кардіоліпін сприяє організації білків 

у високо впорядковані комплекси, які у свою чергу підвищують ефективність 

генерації активних форм кисню при окисному фосфорилюванні.  

Унікальність кардіоліпіну полягає в тому, що він є фосфоліпідом, який 

локалізований виключно на внутрішній поверхні мітохондріальних мембран, 

де кардіоліпін складає більш ніж 20 % від усіх мембранних ліпідів. У зв’язку 

з чим, зниження вмісту кардіоліпіну в мембранах мітохондрій при різних 

стресових станах (температурний шок, окислювальний стрес і інше), в 

сучасних роботах розглядається як критичний чинник для функціонування 

цих органел [52]. М’язова тканина серця, у порівнянні з іншими органами, 

найбільш багата на кардіоліпін, тому порушення метаболізму цього ліпіду в 

першу чергу пов’язують з розвитком різних серцевих патологій: інфарктів 

міокарду, інсультів та серцевої недостатності [53]. 
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Крім того, дефіцит кардіоліпіну в даний час асоціюється з низкою 

патологічних станів, включаючи синдром Барта, хворобу Паркінсона, 

чоловіче безпліддя і багато інших захворювань, які супроводжуються 

порушенням функціонального стану мітохондрій. Синдром Барта є 

спадковим захворюванням, який характеризується скелетної міопатією, 

кардіоміопатією, нейтропенією і затримкою росту. В даний час, 

передбачається, що клінічні прояви цього синдрому пов’язані з дефектом 

метаболізму кардіоліпіну і порушеннями функціонування респіраторного 

ланцюга мітохондрій [54, 55, 56]. 

За хімічною будовою кардіоліпін є фосфоліпідом, який складається з 

двох диефірних фосфатних груп,  з’єднаних, молекулою гліцерину (Рис. 1.1). 

У складі кардіоліпіну виявлено як насичені, так і ненасичені жирні кислоти.  

 

Рис. 1.1 Хімічна будова кардіоліпіну 

 

Біосинтез кардіоліпіну починається з фосфатидної кислоти, яка за 

допомогою CDP-диацилгліцеролсинтази перетворюється в СDP-

диацилгліцерол і пірофосфат (Рис. 1.2). Після цього фосфатидил-

гліцерофосфатсинтаза каталізує створення фосфатидил-гліцерофосфату із 

CDP-диацилгліцеролу та sn-гліцерол-3-фосфату. Потім фосфатидил 

гліцерофосфат дефосфорилюється у фосфатидилгліцерол за допомогою 

фосфатидилгліцерофосфатази. І, нарешті, кардіоліпінсинтаза катализує 
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конденсацію CDP-диацилгліцеролу і фосфатидилгліцеролу з утворенням 

кардіоліпіну (Рис. 1.2). 

 

Рис. 1.2 Біосинтез кардіоліпіну de novo 

 

Відомо, що жирнокислотний склад молекули кардіоліпіну має важливе 

значення для нормального функціонування цього ліпіду [57]. Молекулярні 

види кардіоліпіну залежать від його жирнокислотної композиції та сильно 

варіюють в залежності від типу клітин та їх метаболічної активності [28]. У 

склад кардіоліпіну переважно входять лінолева і олеїнова кислоти. 

Найбільший вміст кардіоліпіну спостерігається в тканині серця, де цей ліпід 

складає не менш 20 % від усіх мітохондріальних фосфоліпідів [58]. В печінці 

вміст кардіоліпіну складає приблизно 10-15 % від загальних фосфоліпідів 

[59, 60, 61]. Показане, що в серці і печінці жирнокислотний склад 

представлений в основному лінолевою кислотою, яка становить до 80-90 % 

ацильних ланцюгів кардіоліпіну. Молекули кардіоліпіну, які містять 

4 лінолевих кислоти у своєму складі – тетра-лінолеїлкардіоліпіни складають 

більш ніж 77 % від загального кардіоліпіну в серці [62, 63, 64] і близько 

55 % молекулярних видів кардіоліпіну в печінці [65]. В скелетній 
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мускулатурі вміст кардіоліпіну складає до 20 % від усіх фосфоліпідів 

мітохондрій, близько 73 % якого представлено тетра-

лінолеїлкардіоліпіном [66]. Незважаючи на домінування лінолевої кислоти в 

складі кардіоліпіну в інсулін-чутливих тканинах [67] жирнокислотний склад 

кардіоліпіну в інших тканинах може суттєво відрізнятися. Так, наприклад, в 

мозку різноманітність ізоформ кардіоліпіну значно більша, ніж в інших 

тканинах [57]. За допомогою поєднання методів мас-спектрометрії та 

аналітичної хімії було встановлено, що в мозку у складі кардіоліпіну 

переважають довголанцюгові поліненасичені жирні кислоти включаючи 

докозогексаєнову кислоту (С22:6) и арахідонову (С20:4), стеаринову (С18:0) 

та олеїнову (С18:1) [68, 69], в той час як лінолева кислота складає лише 5 % 

жирнокислотного складу кардіоліпіну в цьому органі [70]. При дослідженні 

розподілу кардіоліпіну в мозку було встановлено, що найбільша кількість 

кардіоліпіну виявлена в мітохондріях гіпокампу, у порівнянні з цими 

органелами в таламусі та кортексі для більшості молекулярних видів 

кардіоліпіну. В гипокампі у шарі пірамідальних клітин DG та областях CA3 

виявлено високий вміст кардіоліпіну, тоді як у білої речовині мозку 

відмічається відносно низка щільність кардіоліпіну в мітохондріях [57]. Таке 

розподілення кардіоліпіну у структурах мозку автори пов’язують з 

основними функціями кардіоліпіну: структурної організацією комплексів 

електрон-транспортного ланцюга і білків мітохондріальної мембрани та 

сигнальними функціями кардіоліпіну. Передбачається, що насичені, 

мононенасичені та симетричні види кардіоліпіну, що містять лінолеїл, 

необхідні для структурної організації, тоді як, кардіоліпін в таламусі і 

гипокампі містить арахідонову і докозогексаєнову кислоти та можуть 

служити субстратом для певних сигнальних ліпідів [57]. 

Дослідженнями Amoscato та співавторів показане, що до складу 

кардіоліпіну у хороїдному сплетінні мозку входять арахідонові кислоти, що 

можуть бути попередниками тромбоксанів – основних сигнальних ліпідів, які 

продукуються у хороїдному сплетінні [57]. Роль гіпокампу в навчанні, 
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пам’яті і просторової орієнтації дозволяє припустити, що різноманітність 

поліненасичених жирних кислот у складі кардіоліпіну необхідна для 

виконання сигнальних ролей, суттєвих для гомеостатичних і регуляторних 

функцій включаючи клітинну проліферацію, диференціацію і синаптоґенез. 

Amoscato та колегами показане, що кластери кардіоліпіну які містять С20:4, 

С22:6 ацильні ланцюги розташовані у специфічних областях таламусу, 

гіпокампу і кортексу. Ці поліненасичені жирні кислоти у складі кардіоліпіну 

є потенційно чутливими до атак цитохрому с або Н2О2 і вивільняються при 

гідролізі фосфоліпази А2, що може призвести до утворення різноманітних 

ліпідних месенджерів у цих відділах мозку [57]. 

У ряді досліджень виявилось, що кардіоліпін вивільняється лише при 

денатурації білків, що передбачає роль цього ліпіду в підтримці третинної 

структури білків [71, 72]. Крім того, було показане, що кардіоліпін 

необхідний для підтримки четвертинної структури комплексу III (цитохром 

bc1) [73], а комплекс V респіраторного ланцюга має високу спорідненість до 

молекул кардіоліпіну [74]. Вважається, що утворення надскладних 

суперкомплексів респіраторного ланцюга залежить від кардіоліпіну. Так, 

Bazán і співавторами шляхом додавання кардіоліпіну до протеоліпосом, які 

містили фосфатидилхолін і фосфатидилетаноламін з суперкомплексів 

мітохондрій дріжджів, вдалося отримати повноцінні надскладні III і 

IV комплекси респіраторного ланцюга. Авторами доказане, що саме 

додавання кардіоліпіну, але не інших аніонних ліпідів, призводило до 

створення надскладних суперкомплексів респіраторного ланцюга. Це 

передбачає, що змінюючи рівень кардіоліпіну можна керувати рівновагою 

між окремими дихальними комплексами в природних умовах [75]. Крім того, 

кардіоліпін виступає як ділянка зв’язування Ca2+, що призводить до 

збільшення проникності мембран мітохондрій [76]. Функції кардіоліпіну 

полягають також в запобіганні осмотичної нестабільності і роз’єднання 

комплексів в умовах підвищення інтенсивності дихання [77, 78]. Кардіоліпін 

також задіяний в інших функціях мітохондрій, таких як транслокація 
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холестеролу з зовнішньої до внутрішньої мембрани, активація 

мітохондріального холестеролу шляхом розщеплення бічних ланцюгів та 

імпорт білків в мітохондрії [79]. Повідомляється також, що при зниженні 

рівня кардіоліпіну в мітохондріях спостерігається пригнічення роботи 

електрон-транспортного ланцюга [80]. А вивільнення щільно пов’язаного з 

кардіоліпіном цитохрому с із мітохондрій є сигналом до запуску 

апоптозу [45, 80].   

Одним з основних механізмів запуску апоптозу є мітохондріальний 

механізм. Усередині мітохондрій виявлено ряд білків (цитохром с, 

Smac/Diablo, HtrA2/Omi, ендонуклеаза G, AIF та ін.), які при вивільненні з 

мітохондрій в цитоплазму запускають апоптоз [81]. Встановлено, що 

мітохондрії не тільки приймають і координують сигнали, що запускають 

механізми гибелі клітини, але й самі продукують такі сигнали. Найбільш 

досконало вивчений механізм участі мітохондрій у програмованої гибелі 

клітин – це вихід апоптогенних білків, а саме цитохрому с до цитоплазми. 

Цитохром с електростатично і гідрофобно пов’язаний з внутрішній 

мембраною мітохондрій через фосфоліпіди, переважно через кардіоліпін. 

Позитивно заряджені залишки амінокислоти лізину в цитохромі і негативно 

заряджені фосфатні групи в молекулі кардіоліпіну електростатично 

взаємодіють між собою. За рахунок гідрофобної взаємодії між вуглецевим 

ланцюгом цього фосфоліпіду і гідрофобними ділянками молекули цитохрому 

с, ще більш зміцнюється зв’язок ферменту з мітохондріальною мембраною, 

що забезпечує навіть часткове занурення цитохрому с в її шар. Отже, для 

виходу цитохрому с в цитоплазму одного лише порушення цілісності 

мембрани мітохондрій недостатньо. Електростатично зв’язаний цитохром с 

може від’єднатися від кардіоліпіну, якщо змінюється іонна сила, щільність 

поверхневого заряду або рН, а гідрофобний зв’язок – за рахунок окисної 

модифікації ліпідів мітохондрій. Останню реакцію, як раз і викликають 

активні форми кисню, які неминуче утворюються за будь-яких потужних 

стресових впливів, а відкриття пори посилює цей процес. Крім того, у 
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зміненої, частково розгорнутої конформації цитохром c проявляє 

пероксидазну активність і збільшує окислення кардіоліпіну [82]. 

Передбачається, що пероксидація кардіоліпіну, що катализується 

цитохромом с, починає низку подій, що призводять до виходу цитохрому с з 

мітохондрій і запуску апоптозу [83, 84]. Таким чином, вочевидь важлива роль 

кардіоліпіну у виході цитохрому с з мітохондрій і запуску механізмів 

клітинної загибелі. 

В даний час виділяють три основні категорії зміни профілю 

кардіоліпіну у клітинах: це зниження його вмісту, пероксидація кардіоліпіну 

і зміна жирнокислотного складу. Основною причиною втрати кардіоліпіну є 

посилення його деградації (гідроліз ендогенними фосфоліпазами) або 

пригнічення синтезу de novo в результаті порушення роботи ферментів 

залучених до його біосинтезу. Кардіоліпін також знижується, якщо 

зменшується біодоступність його попередників. Крім того, при дослідженні 

кардіоліпіну в гомогенатах тканин встановлено, що зменшення кардіоліпіну 

може бути пов’язане зі зниженням маси мітохондрій в клітинах. 

Встановлено, що в нормі кардіоліпін розташований у внутрішній 

мембрані мітохондрій, де цей фосфоліпід бере участь в функціонуванні 

електрон-транспортного ланцюга і підтримці структури крист [28, 29, 31, 32]. 

Однак останні дослідження виявили нову роль кардіоліпіну у сигнальній 

трансдукції. Так, було виявлено екстерналізацію кардіоліпіну на поверхні 

мітохондрій в клітинах мишачого легеневого епітелію MLE-12 і людських 

клітин аденокарциноми HeLa при мітофагії, що індукована протонофорним 

роз’єднувачем, карбонільним ціанідним м-хлорфенілгідразоном [43]. 

Показано, що при пошкодженні мітохондрій або деполяризації мембран 

кардіоліпін екстерналізується в зовнішній шар мембрани мітохондрій та 

може залучатися до процесів мітофагії [41, 42]. Крім того, на культурі 

первинних кортикальних нейронів та клітинах нейробластоми SH-SY5Y 

встановлено, що екстерналізований кардіоліпін у зовнішній мембрані 

мітохондрій безпосередньо взаємодіє з мікротрубочко-асоційованим білком - 
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LC3, який є компонентом аутофагосоми, та запускає мітофагію [45]. В той же 

час білок Beclin1, задіяний у таких біологічних процесах, як апоптоз та 

автофагія має спорідненість до збагачених кардіоліпіном ділянок мембрани 

мітохондрій [44]. Таким чином, вважається, що транслокація кардіоліпіну з 

внутрішнього до зовнішнього шару мембрани мітохондрій може свідчити 

про дисфункцію цих органел та слугувати сигналом до запуску процесів 

мітофагії, знищуючи пошкоджені органели [45]. Однак самі механізми 

транслокації кардіоліпіну в зовнішню мембрану мітохондрій лишаються 

невідомими. Для переміщення кардіоліпіну у зовнішню мембрану необхідно 

перетнути внутрішню мембрану, міжмембранний простір та зовнішню 

мембрану. Недавні дослідження показують, що гексамерний міжмембранний 

просторовий білок, NDPK-D (NM23-H4), зв’язує кардіоліпін і полегшує його 

перерозподіл в мембрані мітохондрій [43]. 

На підставі вище приведеного можна зробити наступні виводи: 

кардіоліпін – це унікальний фосфоліпід, який грає важливу роль у таких 

ключових біологічних процесах як поділ клітини, апоптоз, мітофагія і 

відповідь на стрес. Кардіоліпін необхідний для оптимального 

функціонування багатьох дихальних та АТФ-синтезуючих ферментів. 

Зниження рівня цього фосфоліпіду призводить до розвитку дисфункції 

мітохондрій, а транслокація кардіоліпіну у зовнішню мембрану мітохондрій 

приймає участь у трансдукції сигналу мітофагії та апоптозу і як наслідок до 

розвитку різних патологій, більшість з яких асоціюється зі старінням.  

 

1. 2 Особливості метаболізму кардіоліпіну у процесі онтогенезу і 

при різних патологічних станах  

 

Вікові зміни метаболізму різних груп ліпідів підвищують ризик 

виникнення і розвитку низки патологічних станів, асоційованих зі старінням: 

жирової дистрофії печінки, діабету, різних нефропатій, атеросклерозу та 
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інших захворювань [1, 2, 3, 4]. Крім того, багатьма дослідниками вважається, 

що розвиток цих патологій пов’язаний з порушенням роботи мітохондрій. З 

огляду на те що кардіоліпін є фосфоліпідом важливим для функціонування 

цілого ряду мітохондріальних процесів, при дослідженні різних захворювань 

особлива увага приділяється вивченню метаболізму кардіоліпіну.  

Оскільки серце вважається органом багатим на кардіоліпін, порушення 

метаболізму цього ліпіду в першу чергу асоціюється з різними 

кардіологічними патологіями. Відомо, що лінія щурів SHHF (щури зі 

спонтанною гіпертензією та серцевої недостатністю) часто використовується 

у якості моделі серцевої недостатності людей, що супроводжується 

розширеної кардіоміопатією [30, 85]. Було продемонстроване, що 

гіпертонічні захворювання у самок щурів SHHF з’являються приблизно у віці 

3-місяців, і цей розлад прогресує до відкритої гіпертонії к 5-місячному віку. 

Дослідження змін рівня кардіоліпіну під час гострої серцевої недостатності в 

серці людей, та щурів SHHF виявили зниження вмісту цього ліпіду в 

наслідок зниження активності мітохондріальних ферментів біосинтезу 

кардіоліпіну: цитидиндифосфатацигліцеролсинтази та кардіоліпінсинтази 

[86]. Крім того, зниження рівня кардіоліпіну відмічалося в серці при ішемії, 

та в умовах, що призводять до зниження мітохондріальної респіраторної 

функції [34]. Кардіоліпін є необхідним для підтримки мембранного 

потенціалу мітохондрій. Падіння мембранного потенціалу, що виникає при 

зниженні рівня кардіоліпіну, веде до дефектів транспорту протеїнів та 

порушенню функцій мітохондрій [87]. Вважається, що при ішемії-реперфузії 

в серці щурів спостерігається підвищення вмісту активних форм кисню, які 

викликають пошкодження кардіоліпіну, внаслідок чого порушується робота 

1, 3 та 4 комплексів респіраторного ланцюга, що призводить до дисфункції 

мітохондрій і розвитку серцевої недостатності [37]. Так, роботами Paradies та 

співавторів показане, що експериментальна ішемія-реперфузія серця щурів 

призводить до 50 % зниження рівня кардіоліпіну та супроводжується 

зниженням активності 1 комплексу респіраторного ланцюга на 48 % в 
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порівнянні з серцем контрольних щурів [37]. Ці результати узгоджуються з 

аналогічними дослідженнями, в яких зниження вмісту кардіоліпіну, 

формування його лізо-похідних та набухання мітохондрій спостерігалося в 

серці собак, котів, кролів і людини при ішемії [88, 89]. Відмічається, також, 

що при ішемії міокарда зниження рівня кардіоліпіну в мітохондріях не 

супроводжується зміною інших фосфоліпідів, що передбачає щільний 

взаємозв’язок метаболізму кардіоліпіну із серцевою недостатністю [90]. 

Крім того, вважається, що серцева недостатність є однією з 

найпоширеніших причин смерті хворих на діабет. Вивчення механізмів 

розвитку серцевої недостатності при цукровому діабеті показало, істотне 

зниження вмісту кардіоліпіну в інтерфібрилярній субпопуляції мітохондрій 

серця. Подальші дослідження діабету, індукованого стрептозоцином, в 

мишей FVB, за допомогою вестерн-блот аналізу виявили, що причиною 

зниження рівня кардіоліпіну явилось пригнічення активності 

кардіоліпінсинтази, ферменту що забезпечує останній етап синтезу 

кардіоліпіну з фосфатидилгліцеролу [91]. 

В сучасних роботах процеси старіння зазвичай пов’язують з 

порушенням роботи мітохондрій та значним зниженням здатності цих 

органел генерувати енергію [92]. Відповідно до мітохондріальної теорії 

старіння, мітохондріальна дисфункція широко розглядається як основний 

фактор вікових процесів [93]. У людей похилого віку мітохондріальна ДНК в 

клітинах серця і мозку має дефекти, які не виявляються в ембріональних 

тканинах. Вважається, що мітохондріальна ДНК особливо чутлива до 

окислення, тому вона легко піддається атаці вільних радикалів. А оскільки 

саме мітохондрії є основним джерелом і мішенями шкідливих реакцій, 

ініційованих у зв’язку з віковим погіршенням клітинних функцій, 

передбачається можливість того, що хронічна дія активних форм кисню на 

мітохондріальну ДНК може поступово порушувати функціонування 

мітохондрій в старіючому організмі [93]. Реакції, що призводять до 

посилення генерації реактивного типу кисню, мутацій мітохондріальної ДНК 
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та окислення мітохондріальних білків, призводять до подальшої індукції 

апоптотичних подій, порушення окислювального фосфорилювання 

мітохондрій та аутофагії. Наслідком пошкодження великої кількості 

мітохондрій в старіючих клітинах та тканинах є дефіцит енергії та часткова 

загибель клітин, що у свою чергу може порушувати роботу цілого органу.  

Разом з дослідженнями функціонального стану мітохондрій при 

старінні важливу роль відіграє аналіз мітохондріальних ліпідів і зокрема 

кардіоліпіну. Вивчення вмісту кардіоліпіну протягом онтогенезу виявило, що 

у деяких ліній щурів (Вістар, Фішер 344, SHHF) при старінні вміст цього 

ліпіду в серці і печінці знижується у порівнянні з таким в молодих тварин 

[94, 95, 96]. Так, McMillin J.B. та співавтори показали, що у 28-30-місячних 

щурів самців лінії Фішер 344 вміст кардіоліпіну в серці знижується 

порівняно з 15-місячними тваринами [96]. У експериментах на 5-, 15- та      

22-місячних самцях щурів SHHF (щурів зі спонтанною гіпертензією та 

серцевої недостатністю), показано, що у 22-місячних тварин вміст 

кардіоліпіну значно зменшується у порівнянні з 5- і 15- місячними щурами 

[97]. Проте, деякі дослідники не виявили вікових змін рівня кардіоліпіну. 

Так, при вивченні фосфоліпідного складу мітохондрій серця щурів Фішер 

344 Moghaddas і співавторами було показане відсутність вікових змін вмісту 

кардіоліпіну і інших мітохондріальних фосфоліпідів [46]. У зв’язку, з чим 

вікові особливості метаболізму кардіоліпіну в різних тканинах потребують 

подальших досліджень. 

У той же час, вважається, що не тільки вікове зниження вмісту 

кардіоліпіну і збільшення рівня окиснення форм цього ліпіду призводить до 

розвитку патологій, а й змінення жирно-кислотного складу кардіоліпіну 

може призводити до зниження мембранного потенціалу і пригнічення 

активності комплексів дихального ланцюга.  

Так, відзначається, що акумуляція коротколанцюгових молекулярних 

видів кардіоліпіну в гіпокампі трансгенних мишей з дефіцитом кальцій-

незалежної фосфоліпази А2 гамма призводить до порушення біоенергетичної 
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функції мітохондрій, порушення клітинного сигналінгу і характеризується 

когнітивними розладами [16]. В даний час, встановлено, що розвиток 

мітохондріальних дисфункцій в головному мозку з віком, як правило, 

корелює з розвитком нейродегенерації. Так, в синапсах мозку мишей з 

хворобою Альцгеймера спостерігалось зменшення рівня АТФ, пов’язане зі 

зниженням активності комплексу 1 респіраторного ланцюга на 50 %, 

внаслідок змін фосфоліпідного складу синаптичних мембран мітохондрій 

[36]. Ці зміни характеризувалися порушеннями метаболізму кардіоліпіну, що 

узгоджується з уявленнями про щільний взаємозв’язок між окисненням 

кардіоліпіну, дисфункцією мітохондрій і апоптозом при розвитку 

атеросклерозу [98]. Крім того, істотна роль в патогенезі хвороби Паркінсона 

належить загибелі нейронів внаслідок появи в чорній субстанції дефектних 

мітохондрій, в яких кардіоліпін порушений дією окисного стресу [99, 100]. У 

той же час, при гострому пошкодженні тканин мозку спостерігається 

підвищена генерація окиснених видів кардіоліпіну, і розвиток апоптотичної 

відповіді тканин головного мозку щурів, в той час як терапевтичні агенти, що 

дозволяють захистити кардіоліпін від окиснення, призводили до зниження 

апоптозу і попереджали загибель нейронів [101, 102]. 

Вивчаючи серйозне хронічне, метаболічне, мультисистемне 

захворювання – синдром Барта, що характеризується кардіоміопатією, 

нейтропенією, міопатією та затримкою росту, групою дослідників було 

встановлено, що цей синдром обумовлений мутаціями в гені TAZ, що кодує 

тафаззин – фермент фосфоліпід-лізофосфоліпідтрансацилазу, яка бере участь 

у біосинтезі кардіоліпіну [53]. Цей фермент каталізує перенесення лінолевої 

кислоти з фосфатидилхоліну на монолізокардіоліпін і є необхідним для 

синтезу кардіоліпіну у еукаріот [53]. Одним з результатів мутації є 

нездатність мітохондрій підтримувати необхідне виробництво АТФ.  

Порушення метаболізму кардіоліпіну з віком, внаслідок підвищеної 

активації фосфоліпаз А2 або посилення перекісного окислення ліпідів 

призводить до розвитку різних патологій, в той час як введення ліпосом з 
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кардіоліпіном старим тваринам [103, 104, 105] або в середу інкубації їх 

клітин призводило до нормалізації функцій мітохондрій, відновленню 

мембранного потенціалу і запобігало розвитку апоптозу [39]. Так, додавання 

екзогенного кардіоліпіну або фосфатидилгліцеролу до середовища інкубації 

мітохондрій, які були виділені з мозку щурів, нормалізувало мембранний 

потенціал і запобігало вивільненню цитохрому с з мітохондрій і запуску 

апоптозу [39]. Відзначається також, що в мітохондріях сердець старіючих 

тварин активність цитохром с оксидази відновлювалася до рівня молодих при 

дії екзогенного кардіоліпіну [104]. Крім того, зростання вмісту і біосинтезу 

кардіоліпіну спостерігалося в регенеруючій печінці, внаслідок збільшення 

активності монолізокардіоліпінацилтрансферази – ферменту ресинтезу 

кардіоліпіну [35], що дозволяє розглядати нормалізацію вмісту кардіоліпіну і 

підтримання його рівня в мітохондріях, як важливий механізм корекції 

патологій асоційованих із старінням. 

У той же час кардіоліпін разом з лецитином та холестерином 

використовується у якості антигену в діагностичному тесті на сифіліс. Крім 

того, кардіоліпін широко використовується для детекції антифосфоліпідних 

антитіл, які ще називають анти-кардіоліпіновими антитілами. Встановлено, 

що анти-кардіоліпінові антитіла підвищуються при інфаркті міокарда, 

інсультах, системному червоному вовчаку, атеросклерозі, автоімунних 

захворюваннях, акушерської патології пов’язаної з розвитком 

антифосфоліпідного синдрому.  

Таким чином кардіоліпін вважається важливим мітохондріальним 

ліпідом, який відіграє суттєву роль у функціонуванні білкових комплексів 

дихального ланцюга та запобіганні апоптозу і загибелі клітин. У зв’язку з 

чим порушення метаболізму кардіоліпіну і зниження його рівня 

спостерігається при захворюваннях, патогенез яких пов’язаний з посиленням 

апоптозу: хвороба Альцгеймера, бічний аміотрофічний склероз, хвороба 

Паркінсона, мозочкові дегенерації. Наявність чотирьох ненасичених жирних 

кислот (зокрема лінолевої кислоти) у складі кардіоліпіну представляє 
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підвищений ризик для окиснення та пошкодження молекули кардіоліпіну. В 

той же час, зниження рівня кардіоліпіну у процесі онтогенезу лишається не 

до кінця вивченим, оскільки результати отримані різними дослідниками 

виявляються суперечливими та відрізняються у залежності від об’єкту 

досліджень. У зв’язку з вище наведеним, представляється актуальним 

вивчення метаболізму кардіоліпіну у процесі старіння, при дії різних 

модуляторів ліпідного метаболізму та дослідження взаємозв’язку між рівнем 

кардіоліпіну в тканинах і клітинах та їх функціональним станом.  

 

1. 3 Роль сфінголіпідів у порушенні функціонального стану клітин і 

тканин   

 

У більшості типів клітин однією з ключових подій при апоптозі є 

вивільнення з мітохондрій проапоптотичних білків до цитоплазми. Детальне 

дослідження механізмів розвитку апоптозу виявило, що цьому процесу 

сприяє формування церамідних каналів у зовнішній мембрані мітохондрій 

[19]. Відомо, що церамід є важливим сфінголіпідом, що входить до складу 

плазматичної мембрани і грає важливу роль в її структурно-функціональної 

організації. Крім структурної функції, церамід може виступати в ролі 

вторинного месенджеру при передачі різноманітних сигналів та грає важливу 

регуляторну роль при апоптозі, індукуючи вивільнення проапоптотичних 

білків з мітохондрій [5, 6, 7, 19].  

В останні роки з’явилося багато даних, що припускають щільний 

взаємозв’язок між метаболізмом цераміду та мітохондріями, і дозволяють 

багатьом дослідникам відокремити мітохондрії як спеціалізований 

компартмент метаболізму сфінголіпідів з власною субпопуляцією ферментів 

синтезуючих і метаболизуючих церамід. Так, знайдений вміст різних 

сфінголіпідів в мітохондріях, включаючи сфінгомієлін і церамід [106, 107] 

передбачає створення цераміду безпосередньо в цих органелах. Ця гіпотеза 

підтверджується локалізаціей в мітохондріях ряду ферментів, що беруть 



44 
 

участь в метаболізме сфінголіпідів. Так, в мітохондріях мозку бика був 

знайдений фермент синтезу цераміду – церамідсинтаза [108, 109, 110]. 

Показане, що специфічна активність церамідсинтази з мітохондрій у 2 рази 

вище, ніж в ферменту, що був вилучений з ендоплазматичного ретикулуму 

[110]. Подальші дослідження субмітохондріальної активності церамідсинтази 

виявили, що церамід може синтезуватися як на зовнішній, так і на 

внутрішній мембрані мітохондрій [111]. Останні дослідження 

характеризують деякі ізоформи церамідсинтаз (CerS1, CerS2, CerS4 і CerS6) в 

очищених мітохондріях з мозку мишей [23, 112], це також дозволяє 

припустити, що синтез деяких ферментів синтезуючих церамід має бути 

локалізований у мітохондріях [113]. Крім того, вибірковий гідроліз 

мітохондріального пулу сфінгомієліну з утворенням цераміду при дії 

бактеріальної сфінгомієлінази на мітохондрії веде до апоптозу. І, навпаки, 

генерація церамідів у плазматичної мембрані, ендоплазматичному 

ретикулумі або апараті Гольджі при дії сфінгомієлінази на ці компартменти 

клітини не мало ефекту на клітинну життєздатність [26]. Незаперечні докази 

участі мітохондріального пулу цераміду у процесі апоптозу були 

продемонстровані на клітинах нематоди Caenorhabditis elegans, де апоптоз 

індукований іонізуючою радіацією був зупинений інактивацією 

церамідсинтази і відновлений мікроін’єкцією довголанцюгових церамідів 

[114]. 

Непряма модуляція церамідом функціонального стану мітохондрій 

може бути опосередкована зміною співвідношення про- та антиапоптотичних 

білків сімейства Bcl-2 на зовнішній поверхні мітохондріальної мембрани. 

Пряма дія цераміду на мітохондрії можлива за допомогою формування 

каналів для вивільнення цитохрому с у зовнішній мембрані мітохондрій, або 

відкриття мітохондріальної пори у внутрішній мембрані цих органел у 

присутності Са2+, а також завдяки активації Вах на зовнішній мембрані 

мітохондрій, або пригніченні респіраторного ланцюга з подальшим 

накопиченням активних форм кисню. В даний час показано, що церамід, 
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може прямо [21, 115] або опосередковано [116] впливати на респіраторний 

ланцюг [117], викликаючи сильне пригнічення початкового етапу дихального 

ланцюга. Гальмування головного потоку електронів по дихальному ланцюгу 

стимулює утворення активних форм кисню, по-перше, через збільшення часу 

життя відновлених переносників електронів на початку цього ланцюга і, по-

друге, через підвищення внутрішньоклітинної концентрації кисню, який вже 

не відновлюється цитохромоксидазою. Стимуляція утворення активних форм 

кисню в мітохондріях веде до відкриття мітохондріальної пори і запуску 

подальшого апоптозного каскаду.  

Сфінголіпіди є також важливими компонентами клітинних мембран, 

причому сфінгомієлін є структурним ліпідом мембранного бішару, а його 

метаболіти і прекурсори виконують як структурні, так і сигнальні функції 

[5, 6, 7]. Церамід є метаболітом сфінгомієліну і не тільки структурує кластери 

мембран навколо трансмембранного протеїну, утворюючи рафти, але і 

виступає в ролі вторинного месенджера в ряді сигнальних каскадів 

пов’язаних в першу чергу з регуляцією життєздатності [7]. Вступаючи в 

антагоністичні відносини з вітальними сигнальними шляхами, церамід-

залежний каскад в основному є тригером апоптозу [7, 118, 119]. Інші 

сфінголіпіди, такі як сфінгозин і сфінганін, також функціонують як 

проапоптотичні фактори, тому вважається, що баланс між церамідом, 

сфінгозин-1-фосфатом і іншими апоптотичнимі сфінголіпідами відіграє 

критичну роль у регуляції церамід-індукованого апоптозу. Так, сфінгозин і 

церамід індукують арешт клітинного циклу, і беруть участь в рецептор-

залежному апоптозі, тоді як сфінгозин-1-фосфат сприяє підтримці клітини 

під час поділу за рахунок пригнічення диференціювання і сприяє виживанню 

клітин [120, 121, 122]. 

Біосинтез сфінголіпідів de novo починається з конденсації серину і 

пальмітоїл-коензиму А за допомогою серинпальмітоїлтрансферази (Рис. 1.3). 

Отриманий 3-кетосфінганін розщеплюється ферментами в дигідросфінгозин 

при дії 3-кетосфінганінредуктази. Дигідросфінгозин є субстратом для 
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дигідроцерамідсинтази, яка продукує широкий спектр дигідроцерамідів з 

різною довжиною ланцюга (від С14:0-дигідроцераміду до                        

С26:0-дигідроцераміду). Дигідроцераміди при дії дигідроцераміддесатураз 

можуть перетворюватися в церамід. Надалі церамід при дії церамідази 

метаболізується в сфінгозин, що фосфорилюється сфінгозинкіназою з 

утворенням сфінгозин-1-фосфату [5, 123, 124]. 

 

 

Рис. 1.3 Шляхи біосинтезу сфінголіпідів 

 

В даний час, передбачається, що різні молекулярні види цераміду (Рис. 

1.4) можуть відрізнятися внутрішньоклітинною локалізацією і біологічними 

ефектами [125]. Вважається, що коротколанцюгові штучно-синтезовані 

цераміди (D-еритро-N-ацетилсфінгозин (С2-церамід) і (С6-церамід)              

N-гексаноїл-D-сфінгозин) легше проникають в клітини у порівнянні з 

довголанцюговими природними аналогами, що синтезуються в 

ендоплазматичному ретикулумі [126]. Так, експерименти, що були проведені 

з синтетичним аналогом цераміду, маючим скорочений жирнокислотний 
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ланцюг, D-еритро-N-ацетил-сфінгозином (С2-церамід), показали, що церамід 

здатен індукувати загибель клітин за апоптотичним типом, викликаючи 

міжнуклеосомну деградацію ДНК і певні морфологічні зміни в структурі 

клітини [127, 128]. При дослідженні впливу екзогенних церамідів з різною 

довжиною ацильного ланцюга на функціональний стан клітин встановлено, 

що при інкубації гепатоцитів з С16- , С18-, С6- або С2-церамідами, лише 

коротколанцюгові цераміди пригнічували активність фосфоліпази Д, яка 

була індукована факторами росту і інсуліну [129, 130]. 

 
  

 

 

Рис. 1.4 Цераміди з різною довжиною ацильних ланцюгів 

 

Крім того, церамід може впливати на метаболізм різних груп ліпідів у 

клітині. Так, на клітинах BHK (Baby Hamster Kidney), було показане, що 

екзогенний С2-церамід (20µМ) вже після 2 годин інкубації, викликав 

пригнічення синтезу фосфатидилхоліну, холестерину, сфінголіпідів та 

підсилював синтез диацилгліцеролів, що зв’язують з пригніченням 

цитидилтрансфераз і гальмуванням нормального біосинтезу сфінгомієліну 

[131]. 

Встановлено, що різке збільшення цераміду в клітинах при дії різних 

токсичних речовин призводить до активування ряду сигнальних шляхів 

(ERK, p38), залучених у реалізацію програми апоптозу і передує розвитку 
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запальних реакцій і гибелі клітин у різних тканинах [132, 133]. Так, показане 

що в апоптозі кардіоміоцитів, що індукується церамідом, залучена мітоген-

активуема протеїнкіназа р38 [134]. Біологічно активні сфінголіпіди можуть 

інгібувати цілий ряд молекул, що беруть участь у передачі гормональних 

сигналів у клітинах, таких як Akt/протеїнкіназа В та фосфоліпаза Д. Крім 

того, цераміди, що синтезуються в ендоплазматичному ретикулумі, можуть 

проникати в мітохондрії крізь мембранні контакти та збільшувати 

проникність мембран для цитохрому с і аденілаткінази [23]. 

Крім структурної функції цераміди можуть виступати у ролі вторинних 

месенджерів при передачі різноманітних сигналів. Порушення в обміні 

цераміду і метаболічно пов’язаних з ним сфінголіпідів, може бути причиною 

серйозних патологій. У зв’язку з проапоптотичними ефектами цераміду, його 

роль як вторинного месенджера висока у процесах деградації тканин на 

різних етапах онтогенезу, у протипухлинних захисних механізмах і процесах 

старіння організму [8, 135]. Серед вроджених патологій, пов’язаних з 

недостатньою продукцією цераміду, порушеннями в роботі 

сфінгомієлінового циклу, а саме, ферментів сфінгомієліназ, можна 

відокремити синдром Німанна-Піка, викликаний мутаціями в гені кислої 

лізосомальної сфінгомієлінази SMPD1, і як наслідок, неможливістю 

сфінгомієліну перетворюватись на церамід. З іншого боку, з надмірним 

накопиченням цераміду в клітині сьогодні пов’язують таки патології, як 

синдром Альцгеймера, алкогольні та неалкогольні жирові гепатози печінки, 

стеатози, що виникають при хронічних гепатитах, а також низка хронічних 

захворювань [136, 137] і патологічних процесів, асоційованих зі 

старінням [138]. 

В той же час, роль церамідів у патогенезі визначається не тільки їх 

участю в апоптотичному сигналінгу, а також і в роботі інших регуляторних 

сигнальних каскадів в клітині. Показане, що надмірне накопичення в 

клітинах цераміду призводить до пригнічення сигнальних шляхів, 

відповідальних за передачу різних гормональних сигналів і може поступово 
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викликати інсулінрезистентність [138]. Крім перерахованих вище 

специфічних ефектів цераміду, слід відзначити центральну роль цього ліпіду 

у розвитку реакцій стресу в клітині. Передбачається, що церамід координує 

відповідь на стрес у клітині, механізм якої є універсальним для різних 

еукаріотичних організмів [139].  

У більшості тканин церамід є мінорним компонентом клітинних 

мембран, тому основним джерелом сигнальних молекул цераміду, що задіяні 

в цитоплазматичних сигнальних каскадах, є деградація мембранного 

сфінгомієліну [140, 141]. Показане, що на вміст цераміду в клітинах різних 

тканин значно впливає активність ферментів групи сфінгомієліназ, причому 

ряд досліджень вказує на провідну роль лізосомального пулу сфінгомієліназ, 

так званих кислих сфінгомієліназ [142, 143]. Так, показане зростання 

активності кислих сфінгомієліназ у різних тканинах старіючого організму 

[143, 144]. В той же час, пригнічення активності сфінгомієліназ, при їх 

надмірної активації може мати ряд терапевтичних ефектів у лікуванні деяких 

патологічних станів [145].  

Таким чином, церамід є важливим ліпідом, рівень якого збільшується 

при старінні та у відповідь на дію різних стресорних факторів. А вивчення 

прямого та опосередкованого впливу цераміду на функціонування 

мітохондрій та ліпідів цих органел, зокрема кардіоліпіну, є ключовим к 

розумінню порушень метаболізму в клітині, та при розвитку патологічних 

станів. 

 

Висновки до розділу 1 

 

Здійснено аналіз першоджерел щодо структури та функціональної ролі 

кардіоліпіну в клітинах і тканинах ссавців. Встановлено, що кардіоліпін є 

унікальним фосфоліпідом, який грає важливу роль у таких ключових 

біологічних процесах як поділ клітини, апоптоз, і відповідь на стрес. 

Кардіоліпін необхідний для оптимального функціонування багатьох 
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дихальних та АТФ-синтезуючих ферментів. Наявність 4 ненасичених жирних 

кислот (зокрема лінолевої кислоти) у складі кардіоліпіну представляє 

підвищений ризик для окиснення та пошкодження молекули кардіоліпіну. 

Визначено, що порушення метаболізму кардіоліпіну з віком, внаслідок 

підвищеної активації фосфоліпаз А2 або посилення перекісного окислення 

ліпідів призводить до дисфункції мітохондрій, мітофагії, апоптозу і як 

наслідок до розвитку різних патологій. Показано, що порушення метаболізму 

кардіоліпіну і зниження його рівня найчастіше спостерігається при 

захворюваннях патогенез яких пов’язаний з посиленням апоптозу: хвороба 

Альцгеймера, бічний аміотрофічний склероз, хвороба Паркінсона, мозочкові 

дегенерації та інші. Зниження рівня кардіоліпіну у процесі онтогенезу 

лишається не до кінця вивченим, оскільки результати отримані різними 

дослідниками виявляються суперечливими та відрізняються у залежності від 

об’єкту досліджень. В той же час, церамід є важливим ліпідом, рівень якого 

збільшується при старінні та у відповідь на дію різних стресорних факторів. 

А вивчення прямого та опосередкованого впливу цераміду на 

функціонування мітохондрій та ліпідів цих органел, зокрема кардіоліпіну, є 

ключовим к розумінню порушень метаболізму в клітині, та при розвитку 

патологічних станів. 

Результати власних досліджень наведено в публікаціях [94, 95, 130, 

142, 143].  
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РОЗДІЛ 2. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

2. 1 Постановка експерименту 

 

При виконанні даної роботи використовували самців-щурів лінії Вістар 

3-, 12-, 24- та 30-32- місячного віку, які утримувались у стандартних умовах 

віварію Харківського Національного Університету імені В. Н. Каразіна. Всі 

дослідження на тваринах проводили с дотриманням Міжнародних принципів 

Європейської конвенції о захисті хребетних тварин, які використовуються 

для експериментів та інших наукових цілей (Страсбург, 1985) і національних 

Загальних етичних принципів експериментів на тваринах (Україна, 2001). 

Залежно від завдань експерименти були розділені на наступні групи:  

1. Досліди, що проводилися на організмовому рівні – експерименти 

на 1-, 2-, 3-, 12-, 24-, 30-32-місячних тваринах - пункт 2.2; 

2. Досліди, що проводилися на вилученої тканині та органах – 

експерименти на тканинах 3-, 24-, 30-32-місячних тварин – пункт 2.3; 

3. Досліди, що проводилися на виділених гепатоцитах 3- та           

24-місячних тварин – експерименти на клітинах – пункт 2.4  

4. Досліди, що проводилися на виділених мітохондріях печінки, 

серця та мозку 3- і 24-місячних щурів – пункт 2.3.5 

 

2. 2 Експерименти на тваринах 

 

2. 2. 1 Утримання 3-місячних щурів на висококалорійному раціоні, 

збагаченому пальмітиновою кислотою  

 

Для вивчення короткочасного впливу високожирової дієти на вміст 

кардіоліпіну в тканинах 3-місячних щурів використовували опрацьовану 

раніше методику [146]. Дослідну групу тварин у віці 2 місяців, переводили на 
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дієту збагачену насиченими жирними кислотами яловичого жиру. Протягом 

5 тижнів дослідні щури утримувались на раціоні, енергетична цінність якого, 

складала 177,99 ккал, з яких білки-18,13, жири–41,50, вуглеводи–118,36 ккал. 

Щури мали вільний доступ до води. Контрольна група тварин у ті ж терміни 

утримувалась на стандартному раціоні віварію, енергетична цінність якого, 

складала 146,52 ккал, з яких білки-18,13, жири–10,40, вуглеводи–

118,36 ккал). Калорійність раціону щурів дослідної групи була на 21 % вища 

ніж в контрольних тварин. У кожну групі було обрано по 6 тварин. Після 

завершення експерименту щурів наркотизували діетиловим ефіром. Швидко 

вилучали органи та проводили екстракцію ліпідів як описано в пункті 2.5. 

Вміст кардіоліпіну визначали як описано в пункті 2.8. 

 

2. 2. 2 Утримання щурів різного віку на калорійно-обмеженому 

раціоні 

 

Для вивчення можливостей корекції зниженого з віком вмісту 

кардіоліпіну використовували експериментальну калорійно-обмежену дієту 

за Маккеєм-Нікітіним [147]. Відповідно до результатів багаторічних 

досліджень В.Н. Нікітіна та співавторів [147], довічне утримання щурів в 

особливих умовах на повноцінній по складу, але калорійно-обмеженій дієті 

супроводжується збільшенням тривалості їхнього життя на 40-50 %, а в 

деяких випадках навіть на 100 %. Відповідно до цієї моделі 

експериментальних тварин у віці 1 місяця ізолювали та переводили на 

стримуючу ріст дієту [148]. Дієта калорійно-обмежених тварин є 

повноцінною за вмістом білків, вітамінів і мінеральних солей, але різко 

обмежена в калорійному відношенні, що веде до істотної затримки росту. 

Для контролю ваги тварин зважували 2 рази на тиждень, та відповідно до цих 

показників розраховували раціон на кожен день. За декілька днів до 

закінчення 100-денного періоду тваринам давали можливість збільшити вагу 

на 10 гр., збільшуючи кількість їжі, та знову протягом 100 днів утримували 
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на стримуючому зріст раціоні. Таким чином тварин утримували довічно. 

Загальне зниження калорійності раціону сягало 60 % від норми. У якості 

контролю використовували 2 групи щурів (3- та 24-місячного віку), що 

протягом життя отримували звичайний раціон ad lіbіtum. Тварин 

контрольних груп також ізолювали у 2-місячному віці. Таким чином в цієї 

серії експериментів тварини були поділені на 4 групи (по 6 щурів у кожній): 

3-та 24-місячні тварини, що отримували калорійно-обмежену дієту, і 3- та   

24-місячні контрольні щури. Маса тіла тварин дослідної групи становила 

87,20±3,14 грамів у віці 3-х місяців та 122,80±4,63 грамів у 24-місячних 

тварин. Маса тіла 3-місячних щурів контрольної групи становила 

172,44±6,16 грамів, а контрольних 24-місячних щурів – 445,14±11,89 грамів. 

Після завершення експерименту щурів наркотизували діетиловим ефіром. 

Швидко вилучали органи та проводили екстракцію ліпідів як описано в 

пункті 2.5. Вміст кардіоліпіну визначали як описано в пункті 2.8. 

 

2. 2. 3 Дослідження поведінки щурів різного віку  

 

Для вивчення вікових особливостей поведінки відбирали інтактних 

щурів 3-, 24- та 30-32-місячного віку по 6 тварин у кожну групу. З 

дослідними щурами проводили тести «Відкрите поле», «Темний/світлий 

відсік», «Перевага до розчину сахарози», «Годування в незнайомій 

обстановці», «Іммобілізація за хвіст», «Сплеш-тест». 

 

2. 2. 3. 1 Тест «Відкрите поле» 

 

Тестування 3-, 24- та 30-32 –місячних тварин проводили у весняно-

літній період у ранкові години. Тест у відкритому полі проводили у 

відповідності з описаним у літературі [149]. Тварин розмішували у центрі 

квадратної арени шириною 1 м і висотою стінки 50 см. Пол арени розділений 

на 25 квадратів. На висоті 1 метра над центром поля встановлювали лампу 
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накалювання напругою 75 Вт. Кожне тестування проводили у першій частині 

дня. При цьому реєстрували горизонтальну і вертикальну активність, частоту 

та тривалість грумінгових реакцій, дефекації та уринації протягом 5 хвилин 

спостереження.  

 

2. 2. 3. 2 Тест – «Темний/світлий відсік» 

 

Тест 3-, 24- та 30-32 –місячних тварин проводився у ранкові часи у 

затемненої затишної кімнаті у відповідності з описаним у літературі [150]. 

Для проведення цього тесту використовували прямокутну камеру (висотою  

40 см) з двома відсіками (30х40 см), розділену перегородкою з отвором 

(10*10 см). Одне відділення залишали затемненим, а друге добре освітленим 

лампою напругою 75 Вт. Щурів розмішували у темному відсіку звідки вони 

могли вільно пересуватися між відсіками. Протягом 5 хвилин шляхом 

візуального спостереження реєстрували латентний період виходу до світлого 

відсіку, загальний час надходження у світлому відсіку та вертикальну 

активність тварин в обох відсіках. 

 

2. 2. 3. 3 Тест «Перевага до розчину сахарози» 

 

Тест «Перевага до розчину сахарози» проводився у відповідності з 

описаним у літературі [150]. 3-, 24- та 30-32–місячних тварин розсаджували 

до індивідуальних кліток та надавали вільний доступ до двох однакових 

поїлок. В одній перебувала вода, у другій 2 % розчин сахарози. Поїлки 

жорстко фіксувалися на однаковому рівні і під однаковим кутом нахилу. 

Праве/ліве положення поїлок з сахарозою і водою регулярно змінювалося. 

Температура води і розчину сахарози перед заповненням поїлок доводилася 

до кімнатної температури. Розчин сахарози і води змінювався щодня, поїлки 

ретельно промивалися без використання миючих засобів. Щодня реєстрували 
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обсяг вжитої рідини в обох поїлках. Перевага до сахарози оцінювалася у 

відсотках від вжитої кількості рідини за добу, за формулою 2.1: 

(2.1) 

Перевага до сахарози =Vвжитої сахарози*100 % / (V вжитої сахарози + V вжитої води) ,  

де  

Vвжитої сахарози – об’єм вжитої сахарози за добу; 

Vвжитої води – об’єм вжитої води за добу. 

 

2. 2. 3. 4 Тест «Годування в незнайомій обстановці»  

 

Тест 3-, 24- та 30-32 –місячних тварин проводився у ранкові часи, як 

описано раніше [150]. Тваринам пропонували звичну для них їжу в 

незнайомій чистий клітці, з невеликою кількістю тирси. Оцінювали час, через 

якій тварина почне їсти після дослідницької активності. Період голодування 

тварин перед тестом складав 24 години (без обмеження доступу до води). 

Тривалість тестування кожної тварини не перевищувала 5 хвилин. 

 

2. 2. 3. 5 Тест «Іммобілізація за хвіст» 

 

Тест проводили на 3-, 24- та 30-32-місячних тваринах як описано 

раніше [151, 152, 153]. Кожного щура фіксували за хвіст на відстані 3 см від 

тулуба, за допомогою липкої стрічки, і закріплювали в вертикальному 

положенні таким чином, щоб передні лапи тварини діставали до платформи. 

Протягом 6 хвилин оцінювали час нерухомості тварини. Для більш точної 

інтерпретації результатів під час тесту робили відеозапис. 

 

2. 2. 3. 6 Тест «Сплеш-тест» 

 

Тест проводили на 3-, 24- або 30-32-місячних щурах, як описано раніше 

[150, 154]. Тварині, що знаходилася у своїй клітці, на мордочку з 
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розпилювача наносили близько 400 мкл 10 % розчину сахарози. В’язкість і 

липкість цього розчину призводять до активізації грумінгових реакцій у 

тварин. Реєстрували сумарний час, витрачений на очисні реакції. Час тесту 

складав 5 хвилин. 

 

2. 2. 4 Інтраназальне введення D-еритро-N-пальмітоїлсфінгозину    

3-місячним щурам  

 

Для вивчення залежності поведінки тварин від вмісту кардіоліпіну в 

структурах головного мозку, використовували модель введення екзогенного 

цераміду 3-місячним щурам спираючись на роботу Gulbins і співавторiв 

[150]. Перед початком експерименту відбирали середньоактивних тварин (в 

яких сума горизонтальної та вертикальної активності находилася в межах  

50-70 реакцій) шляхом тестування у «відкритому полі». Відібраних тварин   

3-місячного віку розподіляли на 2 групи (n=6). Щури першої групи 

отримували інтраназально у кожну ніздрю по 40µМ D-еритро-N-

пальмітоїлсфінгозину («Sigma», США) в етанол:додекані (49:1) і розчиненого 

в фізіологічному розчині (об’ємом 50 мкл) протягом 7 днів. Щурі другої 

групи (контроль) отримували інтраназально етанол:додекан (49:1) 

розчинений в фізіологічному розчині (об’ємом 50мкл) протягом 7 днів. 

Інтраназальне введення проводилося згідно з Hanson та співавторами 

[155]. Відповідно до цієї методики тварин деякий час поступово привчали до 

рук та знаходженню у частково іммобілізованому стані. Під час введення 

препарату тварин утримували за холку паралельно до підлоги, таким чином, 

щоб уникнути потрапляння введеного розчину у шлунок або до легень. Після 

завершення експерименту щурів наркотизували діетиловим ефіром. Швидко 

вилучали органи та проводили екстракцію ліпідів як описано в пункті 2.5. 

Вміст кардіоліпіну визначали як описано в пункті 2.8. 

До початку експерименту і після останнього інтраназального введення 

проводили наступні тести: «Відкрите поле», «Темний/світлий відсік», 
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«Перевага до розчину сахарози», «Годування в незнайомій обстановці», 

«Іммобілізація за хвіст», «Сплеш-тест» (пункт 2.2.3). 

 

2. 2. 5 Інтраназальне введення N-ацетилцистеїну 24-місячним 

щурам 

 

Щурів 24-місячного віку розділяли на 2 групи: 1- дослідні щури, що 

інтраназально отримували розчин N-ацетилцистеїну, (препарат «інгаміст» 

ТОВ «Юрія-Фарм», Україна) протягом 14 днів із розрахунку 50 мг N-

ацетилцистеїну на 1 кг ваги щура (n=6). Контрольним щурам інтраназально 

вводили 1 mМ розчин ЕДТА в якості контролю до препарату «інгаміст» 

(n=6). Інтраназальне введення проводили як описано в пункті 2.2.4. 

До початку експерименту і після останнього інтраназального введення 

проводили наступні тести: «Відкрите поле», «Темний/світлий відсік», 

«Перевага до розчину сахарози», «Годування в незнайомій обстановці», 

«Іммобілізація за хвіст», «Сплеш-тест» (пункт 2.2.3). 

 

2. 2. 6 Внутрішньошлункове введення етанолу або риб’ячого жиру 

та кверцетину на тлі етанолу 3-місячним щурам 

 

Для вивчення особливостей вмісту кардіоліпіну за умов індукції 

накопичення ендогенних церамідів використовували етанол, який викликає 

підвищення вмісту цераміду [51]. Раніше співробітниками нашого відділу 

було продемонстроване, що короткочасне (протягом 7 днів) введення            

3-місячним щурам 40 % етанолу (10 мл/кг маси тіла) не надає вираженої 

токсичної дії на печінку, проте в корі головного мозку, гіпокампі та нирках 

викликає зміни вмісту ліпідів, зокрема підвищення вмісту цераміду, що 

характерні для старіння [51]. З огляду на це в нашій роботі 

використовувалась модель короткочасного введення етанолу 3-місячним 

тваринам для моделювання змін в метаболізмі ліпідів, що відбуваються при 
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старінні та вивчення змін вмісту кардіоліпіну в цієї моделі. Перед 

експериментом з тваринами проводили тест на вибір між 15 % розчином 

етанолу та питною водою. Ураховуючи результати тестування, тварин, що 

були відібрані для експерименту, розділили на 4 групи (по 6 тварин в кожній 

групі). Три групи дослідних щурів, що знаходилися на стандартному раціоні 

віварію, протягом 7 днів отримували 40 % розчин етанолу 

внутрішньошлунково (добова доза – 10 мл етанолу на кг маси тіла була 

розділена на 2 введення – вранці, та ввечері). Контрольним тваринам два рази 

на добу внутрішньошлунково вводили воду в еквівалентному об’ємі.  

В модельних експериментах [51] було продемонстроване, що введення 

до раціону щурів етанолу підвищує рівень цераміду, а додавання до раціону 

алкоголізованим щурам риб’ячого жиру (у якості джерела n-

3 полиненасичених жирних кислот риб’ячого жиру, які є модуляторами 

обміну ліпідів) та кверцетину (флавоноїда, компонента рослинної їжі, який 

здатен регулювати активність ферментів, залучених до обміну ліпідів) 

дозволяло коригувати порушення обміну ліпідів і зменшувати накопичення 

церамідів викликане етанолом. 

З огляду на це, в нашій роботі одна з вищезазначених дослідних груп 

тварин разом із етанолом внутрішньошлунково отримувала риб’ячий жир з 

печінки тріски (АТ «Галичфарм» Україна) у дозі 1 г на 100 г маси тіла, 

протягом 7 днів [156]. Друга дослідна група тварин разом із етанолом 

внутрішньошлунково отримувала кверцетин («Merck», Німеччина) у 

кількості 50 мг на кг маси тіла, протягом 7 днів. Враховуючи калорійність 

етанолу та риб’ячого жиру, раціон контрольних щурів та групи тварин що 

отримували кверцетин був компенсований за рахунок додавання 

соняшникової олії. Таким чином, дієта тварин контрольної групи складалась 

з 12 % білків, 14 % жирів і 74 % вуглеводів (146,52 ккал), а у щурів дослідних 

груп – з 9 % білків, 32 % жирів і 59 % вуглеводів (146,52 ккал). Після 

завершення експерименту щурів наркотизували діетиловим ефіром. Швидко 
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вилучали органи та проводили екстракцію ліпідів як описано в пункті 2.5. 

Вміст кардіоліпіну визначали як описано в пункті 2.8. 

 

2. 2. 7 Внутрішньочеревне введення доксорубіцину 3-місячним 

щурам  

 

Для вивчення особливостей вмісту кардіоліпіну за умов індукції 

накопичення ендогенних церамідів використовували препарат доксорубіцин 

(Pharmachemie B.V., Голландія), цитотоксична дія якого, відбувається за 

рахунок підвищення активності ферментів сфінгомієліназ, та збільшення 

рівня цераміду [157]. Тварин 3-місячного віку розподіляли на 2 групи, по 

6 тварин в кожній. Дослідна група щурів шляхом внутрішньочеревного 

введення отримувала розведений у фізіологічному розчині доксорубіцін 

(Pharmachemie B.V., Голландія) (5 мг/кг) протягом 4 тижнів до кумулятивної 

дози 20 мг/кг. Контрольні тварини в цей же час отримували 

внутрішньочеревну ін’єкцію відповідного об’єму фізіологічного розчину. 

Після завершення експерименту щурів наркотизували діетиловим ефіром. 

Швидко вилучали органи та проводили екстракцію ліпідів як описано в 

пункті 2.5. Вміст кардіоліпіну визначали як описано в пункті 2.8. 

 

2. 2. 8 Внутрішньом’язове введення іміпраміну та золедронової 

кислоти, або внутрішньошлункове введення N-ацетилцистеїну              

24-місячним щурам  

 

Для вивчення можливості корекції рівня кардіоліпіну в тканинах 

старих щурів використовували препарати іміпрамін (EGIS Pharmaceutical 

PLC, Будапешт, Угорщина), золедронову кислоту (Zometa, Novartis), або      

N-ацетилцистеїн (Sigma-Aldrich, Англія) що дозволяють модулювати обмін 

сфінголіпідів, впливаючи на активність сфінгомієліназ [158, 159, 160, 161]. 

Для вивчення дії препаратів іміпраміну, золедронової кислоти або                
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N-ацетилцистеїну тварини 24-місячного віку були розділені на 6 груп по 

6 тварин в кожній. Першої групі внутрішньом’язово вводили іміпрамін (EGIS 

Pharmaceutical PLC, Будапешт, Угорщина) в дозі 10 мг/кг маси тіла протягом 

14 днів [142]. Друга група отримувала внутрішньом’язово золедронову 

кислоту (препарат «Зомета» (Zometa, Novartis) 4 мг/5 мл) по 0,150 мг/кг маси 

тіла через добу протягом 10 днів. Третя група щурів – контроль до іміпраміну 

– тварини отримували ін’єкцію 0,9 % NaCl протягом 14 днів. Четверта група 

– контроль до золедронової кислоти – тварини отримували ін’єкцію 0,9 % 

NaCl через добу протягом 10 днів. Для вивчення модуляції вмісту 

кардіоліпіну за допомогою N-ацетилцистеїну п’ятої групі щурів внутрішньо 

шлунково вводили N-ацетилцистеїн (Sigma-Aldrich, Англія) 3 mM/кг маси 

тіла протягом 18 днів. Шоста група тварин протягом 18 днів внутрішньо 

шлунково отримувала розчин глюкози 1 % – в якості контролю до                

N-ацетилцистеїну (n=6). Після завершення експерименту щурів 

наркотизували діетиловим ефіром. Швидко вилучали органи та проводили 

екстракцію ліпідів як описано в пункті 2.5. Вміст кардіоліпіну визначали як 

описано в пункті 2.8. 

 

2. 3 Експерименти на тканинах 

  

2. 3. 1 Дослідження вмісту кардіоліпіну у тканинах щурів різного 

віку  

 

Для дослідження вікових особливостей вмісту кардіоліпіну 

використовували інтактних молодих статевозрілих (3-місячних), дорослих 

(12-місячних), старих (24-місячних) і дуже старих (30-32-місячних) щурів 

самців лінії Wistar. З серця, печінки і неокортексу цих тварин отримували 

препарати тканин для кількісного аналізу вмісту ліпідів. Перед розтином 

черевної порожнини тварин наркотизували діетиловим ефіром. Печінку 

щурів, перфузували in situ охолодженим до t +4 оС ізотонічним розчином 
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NaCl. Печінку, серце або кору мозку продавлювали крізь охолоджену 

перфоровану пластину з діаметром пор 0,3 мм при t +4°С. Для визначення 

вмісту ліпідів наважку тканини розтирали у гомогенізаторі з 0,9 % NaCl при 

t +4°С та використовували для подальшої екстракції ліпідів (пункт 2.5).  

 

2. 3. 2 Дослідження ефекту екзогенного цераміду на вміст 

кардіоліпіну в тканинах мозку 3-місячних щурів  

 

Для дослідження вмісту кардіоліпіну в структурах головного мозку       

3-місячних щурів за умов накопичення цераміду, після наркотизації тварин 

діетиловим ефіром, швидко вилучали мозок та виділяли гіпокамп i кору 

великих півкуль головного мозку на льодяний бані. Наважки кори мозку і 

гіпокампу 3-місячних щурів інкубували у буфері Кребс-Рінгера з додаванням 

60 мкМ С16-цераміду («Sigma», США) або розчинника С16-цераміду – 

етанол:додекана, при 37оС протягом 1, 2 або 3 годин. Після завершення 

інкубації шматочки тканини відмивали буфером, подрібнювали та проводили 

екстракцію ліпідів як описано в пункті 2.5. 

 

2. 3. 3 Дослідження ефекту екзогенного цераміду на вміст 

кардіоліпіну в тканинах серця 3-місячних щурів 

 

Для вивчення ефектів С16-цераміду («Sigma», США) на вміст 

кардіоліпіну у серці використовували короткочасну перфузію сердець           

3-місячних тварин за методом Лангендорфа [162, 163]. Серця перфузували 

оксигенованим буфером Кребс-Хенселейта (t=37  С) з додаванням 60 мкМ 

С16-цераміду («Sigma», США) –дослідним зразкам, або розчинника          

С16-цераміду – етанол:додекана – контрольним зразкам. Після завершення 

перфузії з сердець видаляли крупні судини, подрібнювали та гомогенізували. 

Екстракцію ліпідів проводили як описано в пункті 2.5. Вміст кардіоліпіну 

визначали як описано в пункті 2.8. 
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2. 3. 4 Дослідження ефекту екзогенного кардіоліпіну на базальний 

та стимульований інсуліном транспорт глюкози і синтез глікогену в 

м’язах та мозку 3- та 24-місячних щурів  

 

Для вивчення ефектів екзогенного кардіоліпіну на функціональний 

стан скелетних м’язів виділяли литковий м’яз 3- та 24-місячних тварин та 

культивували у буфері Кребс-Хенселейта, що містив 118 мM NaCl; 5 мМ 

KCl; 1 мМ KH2PO4, 1 мМ MgSO4; 2 мМ CaCl2; 0,2 % NaHCO3; 0,1 % бичачого 

сироваткового альбуміна («Sigma Aldrich», США); 61 мг/л пеніцилін і 

100 мг/л стрептоміцин (pH 7,5; +4 оС) з екзогенним кардіоліпіном (100 нМ) 

(«Sigma», США) протягом 1 години. Після чого до середовища культивації 

додавали 10 нМ інсуліну («Індар», Україна) та вивчали транспорт глюкози.  

Транспорт глюкози визначали з використанням 2-D-[3H]-глюкози 

(0,5 мкКі/мл) (4 МБк/М, Росія) [164]. Тканини інкубували в присутності 

10 нМ інсуліну («Індар», Україна) протягом 30-40 хвилин, після чого 

відмивали 3 рази теплим (37 °С) буфером НBS (HEPES-buffered saline, що 

містить 20 мМ HEPES), остання порція буфера була замінена 0,75 мл HBS, 

яка містила 0,5 мкКі/мл 2-D-[3H]–глюкозу (4 МБк/М, Росія). Клітини та 

тканини інкубували 10 хвилин при 37°С. Після чого тканини відмивали 

3 рази крижаним (4 °С) буфером HBS. Для лізису до тканини додавали 1 мл 

50 мМ NaOH та витримували ще 30 хвилин. Вміст міченої глюкози 

визначали за допомогою сцинтиляційного лічильника. При дослідженні 

утворення глікогену литковий м’яз культивували 60 хв при 37 °С в буфері 

НBS з 5мМ глюкозою, 10 нМ інсуліном (або 0,9 % NaCl) і 1 мкКі/мл             

D-[U14C]-глюкозою. Реакцію зупиняли крижаним 0,9 % NaCl. Тканину 

лізували 60 % КOH протягом 30 хв, потім до розчину додавали глікоген 

1 мг/мл і кип'ятили 30 хв при 95 °С. Осад двічі відмивали крижаним 

етанолом і розчиняли у воді. 
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2. 3. 5 Виділення мітохондрій з печінки, серця і мозку 3- та     

24-місячних щурів  

 

Для дослідження вікових змін вмісту кардіоліпіну в мітохондріальній 

фракції використовували щурів 3- та 24-місячного віку (n=6) з печінки, серця 

і мозку яких виділяли мітохондрії. 

Виділення мітохондрій проводили за методом Камату і співавторів 

[165] в модифікації Лемешко В.В. [166]. Наважку тканини продавлювали 

крізь прес і гомогенізували з 7-кратним об’ємом середовища для виділення 

на холоду у гомогенізаторі з тефлоновим товкачем 30 секунд (швидкість 

обертання – 1000 обертів за хвилину, зазор між склом та тефлоном – 0,2 мм). 

Гомогенат центрифугували при 600 g 10 хвилин у рефрижераторній 

центрифузі ЦЛР-1. Супернатант центрифугували при 10000 g 10 хвилин. 

Отриманий осад мітохондрій суспендували у 9 мл середовища для 

промивання, а до 12 мл постмітохондріальної фракції додавали CaCl2 до 

кінцевої концентрації 10 mМ. Зразки утримували на льодяний бані протягом 

3 хвилин, після чого суспензії мікросом і мітохондрій центрифугували 

одночасно при 10000 g 10 хвилин. Осад мітохондрій суспендованих в 1 мл 

середовища для промивання використовували для виділення ліпідів. 

 

2. 4 Експерименти на клітинах  

 

Гепатоцити 3-, та 24–місячних тварин виділяли за методом Петренка та 

співавторів [167]. Нативність клітин оцінювали за допомогою 0,4  % розчину 

трипанового синього («Serva», Німеччина) та визначення активності 

лактатдегідрогенази («Філісіт-Діагностика» Україна) у середовищі інкубації. 

Вихід життєздатних клітин печінки 3-місячних щурів становив 94±3,1 %,    

24-місячних тварин – 89±2,7 %. Свіжовиділені гепатоцити ресуспендували 

(до концентрації 2·106 клітин/мл) в середовищі Ігла (Інститут поліомієліту і 

вірусних енцефалітів, Росія) (рН 7,4), яка містила 10 % ембріональну 
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сироватку (ООО “БіолоТ”, Росія), 20 мМ Hepes (“Serva”, Німеччина), 

пеніцилін (61 мг/л) і стрептоміцин (100 мг/л). Отримані гепатоцити 

використовували у наступних експериментах:  

 

2. 4. 1 Дослідження впливу тривалості культивування та різних 

концентрацій екзогенних церамідів на вміст кардіоліпіну у гепатоцитах 

3-місячних щурів 

 

Для вивчення впливу екзогенних церамідів гепатоцити 3-місячних 

щурів інкубували протягом 1,5, 2 або 3 годин у живильному середовищі 199 

(«PAA», Австрія) (рН 7,4), що містив 25 мМ Hереs («Serva», Німеччина), 

пеніцилін (61 мг/л), стрептоміцин (100 мг/л), 10 % ембріональну сироватку 

бика (ТОВ «Біолот», Росія) при 37°С у присутності С2-цераміду (15, 30 або 

60 мкМ, «Amersham», Англія), С16-цераміду (60 мкМ, «Sigma», США) або 

С18-цераміду (60 мкМ, Kaunas University of Technology, Литва). Після 

закінчення інкубації реакцію зупиняли холодної сумішшю хлороформ: 

метанол (1: 2, за об’ємом) і проводили екстракцію ліпідів як описано в 

пункті 2.5. Вміст кардіоліпіну визначали як описано в пункті 2.8. 

 

2. 4. 2 Дослідження впливу індукторів накопичення цераміду на 

вміст кардіоліпіну у гепатоцитах 3-місячних щурів 

 

Для вивчення вмісту кардіоліпіну в гепатоцитах за умов підвищення 

рівня цераміду використовували попередник синтезу цераміду – 

пальмітинову кислоту, або доксорубіцін – препарат, який опосередковує свої 

ефекти шляхом збільшення внутрішньоклітинного рівня цераміду [157]. 

Гепатоцити 3-місячних щурів інкубували протягом 1,5, 2 або 3 години при 

37 °С у в живильному середовищі 199 («PAA», Австрія) (рН 7,4), що містило 

25 мМ Hереs (“Serva”, Німеччина), пеніцилін (61 мг/л), стрептоміцин 

(100 мг/л), 10 % ембріональну сироватку бика (ТОВ «Біолот», Росія) у 
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присутності пальмітинової кислоти (0,75 mM «Sigma», США), або 

доксорубиціну (5,2 нМ Pharmachemie B.V., Голландія) та інгібіторів 

метаболізму сфінголіпідів GW4869 (20 мкМ «Sigma», США), іміпраміну 

(50 мкМ «Sigma», США) або міріоцину (5 мкМ «Sigma», США) на тлі 

доксорубиціну. Після закінчення інкубації реакцію зупиняли холодної 

сумішшю хлороформ: метанол (1: 2, за об’ємом). Екстракцію ліпідів 

проводили як описано в пункті 2.5. Вміст кардіоліпіну визначали як описано 

в пункті 2.8. 

 

2. 4. 3 Дослідження одночасного впливу екзогенного кардіоліпіну та 

індукторів накопичення цераміду на базальний та стимульований 

інсуліном транспорт глюкози і синтез глікогену в гепатоцитах                 

3-місячних щурів 

 

В експериментах по вивченню ефектів кардіоліпіну гепатоцити            

3-місячних тварин інкубували в живильному середовищі 199 («PAA», 

Австрія) (рН 7,4), що містило 25 мМ Hереs (“Serva”, Німеччина), пеніцилін 

(61 мг/л), стрептоміцин (100 мг/л), 10 % ембріональну сироватку бика (ТОВ 

«Біолот», Росія), протягом 1 години з доксорубіцином (5,2 нМ Pharmachemie 

B.V., Голландія) або С16-церамідом (60 мкМ «Sigma», США) після чого до 

середовища культивування додавали екзогенний кардіоліпін (100 нМ, 

«Sigma», США) та продовжували культивування ще 1 годину. Після чого до 

середовища культивації додавали 10 нМ інсуліну («Індар», Україна) та 

вивчали транспорт глюкози з використанням 2-D-[3H]-глюкози (0,5 мкКі/мл) 

(4 МБк/М, Росія) [164]. Вміст міченої глюкози визначали за допомогою 

сцинтиляційного лічильника. При дослідженні утворення глікогену 

гепатоцити культивували 60 хв при 37 °С в буфері НBS з 5мМ глюкозою, 

10 нМ інсуліном (або 0,9 % NaCl) і 1 мкКі/мл D-[U14C]-глюкозою. Після 

закінчення інкубації реакцію зупиняли холодної сумішшю 
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хлороформ:метанол (1: 2, за об’ємом) і проводили екстракцію ліпідів як 

описано в пункті 2.5. Вміст кардіоліпіну визначали як описано в пункті 2.8. 

 

2. 4. 4 Вплив екзогенного кардіоліпіну на базальний та 

стимульований інсуліном транспорт глюкози та синтез глікогену в 

ізольованих гепатоцитах 3- та 24- місячних щурів 

 

Для вивчення ефектів екзогенного кардіоліпіну на функціональний 

стан клітин, гепатоцити 3- та 24-місячних тварин культивували в 

живильному середовищі 199 («PAA», Австрія) (рН 7,4), що містило 25 мМ 

Hереs (“Serva”, Німеччина), пеніцилін (61 мг/л), стрептоміцин (100 мг/л), 

10 % ембріональну сироватку бика (ТОВ «Біолот», Росія) у присутності 

кардіоліпіну (100 нМ, «Sigma», США) протягом 1 години. Після чого до 

середовища культивації додавали 10 нМ інсуліну («Індар», Україна) та 

вивчали транспорт глюкози з використанням 2-D-[3H]-глюкози (0,5 мкКі/мл) 

(4 МБк/М, Росія) [164]. 

Вміст міченої глюкози визначали за допомогою сцинтиляційного 

лічильника. При дослідженні утворення глікогену гепатоцити культивували 

60 хв при 37 °С в буфері НBS з 5мМ глюкозою, 10 нМ інсуліном (або 0,9 % 

NaCl) і 1 мкКі/мл D-[U14C]-глюкозою. Реакцію зупиняли крижаним 0,9 % 

NaCl.  

Після закінчення інкубації визначали кількість і життєздатність 

гепатоцитів (за допомогою 0,4 % розчину трипанового синього («Serva», 

Німеччина) та визначення активності лактатдегідрогенази («Філісіт-

Діагностика» Україна) у середовищі інкубації). Проби центрифугували 

(5 хвилин·3000 об/хв), клітини лизували, з використанням Н2О dist., та 

проводили екстракцію ліпідів як описано в пункті 2.5. 
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2. 5 Екстракція ліпідів печінки, серця, гіпокампу, неокортексу, 

ізольованих гепатоцитів та мітохондрій щурів різного віку 

 

Ліпіди з гомогенатів печінки, серця, гіпокампу, неокортексу 

(приготованих на льодяному 0,9 % NaCl), ізольованих гепатоцитів та 

мітохондрій екстрагували за методом Bligh, Dyer [168] в суміші хлороформ: 

метанол (1:2, за об’ємом), струшуючи. Отримані екстракти центрифугували 

10 хвилин при 3000 об/хв. Верхню фазу відбирали і доливали хлороформ і 

Н2О. Проби центрифугували протягом 10 хвилин при 3000 об/хв. Верхню 

фазу відкидали, а нижню випаровували під вакуумом при температурі +37оС. 

Сухий осад розчиняли в суміші хлороформ:метанол (2:1, за об’ємом) і 

використовували для тонкошарової хроматографії. 

 

2. 6 Розподіл ліпідів на фракції за допомогою тонкошарової 

хроматографії 

 

Поділ ліпідів на фракції проводили за методом тонкошарової 

хроматографії на силікагелі (пластинки "Sorbfil", Росія). Використовували 

наступні системи розчинників: гексан/діетиловий ефір/крижана оцтова 

кислота (73:25:2, за об’ємом) для розділення нейтральних ліпідів та 

холестерину [169]. Для розподілення кардіоліпіну та фосфатидної кислоти 

використовували діетиловий ефір – 1 система та 

хлороформ/метанол/крижана оцтова кислота/вода (80:25:8:0,3, за об’ємом) – 

2 система [170]. Ліпіди виявляли в парах йоду та ідентифікували шляхом 

порівняння зі стандартами.  

 

2. 7 Елюювання ліпідів  

 

Плями ліпідів зіскоблювали з хроматографічних пластин в 

центрифужні пробірки, заливали 2 мл суміші хлороформ:метанол:14NNH4OH 
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(56: 42: 2, за об’ємом) – для фосфоліпідів інкубували на водяній бані при 

t+55оС протягом 15 хвилин з подальшим центрифугуванням протягом 10 

хвилин при 3000 об/хв. Елюат збирали в хімічні пробірки, операцію 

повторювали двічі. Об’єднані елюати випаровували насухо на водяній бані 

при температурі 75-85 °С. 

 

2. 8 Кількісне визначення ліпідів  

 

Кількісний вміст загальних фосфоліпідів, кардіоліпіну та фосфатидної 

кислоти в пробах проводили за методом Bartlett [171]. У випарені ліпідні 

зразки додавали по 0,6 мл суміші H2SO4:70 %HCl:H2O (9:1:40, за об’ємом) і 

розміщували у блоки для спалювання на 8 годин при t+160 оС. Після 

охолодження до зразків додавали по 0,9 мл dist. Н2О, 0,5 мл 0,9 % 

(NH4)6Mo7O24*4H2O і 0,2 мл 9 % аскорбінової кислоти. Вміст перемішували і 

інкубували 30 хвилин на водяній бані при t+45оС. Оптичну щільність проб 

вимірювали при довжині хвилі 820 нм на спектрофотометрі СФ-26. 

Крім того, визначення вмісту кардіоліпіну проводили методом 

забарвлювання флуоресцентним барвником акридин оранж 10-ноніл 

бромідом (Sigma-Aldrich, США), який з високою афінністю зв’язується з 

кардіоліпіном в мітохондріях і практично не зв’язується з його окисленою 

формою [172]. Клітини після відмивання переводили в свіже середовище, що 

містило сахарозу 250 мМ, KCl 5 мМ, Na2HPO4 0,4 мМ, MgCl2 0,8 мМ, 

EДТА 1 мМ, бичачого сироваткового альбуміна 0,5 %. До клітин 

2х107клітин/мл. додавали 20 мкм акридин оранж 10-ноніл броміду і 

інкубували 15 хвилин в темряві при кімнатній температурі. Після закінчення 

інкубації клітини центрифугували 3000 об/хв протягом 5 хвилин і проводили 

вимірювання. Інтенсивність флуоресценції вимірювалася на 

спектрофлуориметрі Hitachi 850 Fluorescent Sp. (Японія) при 518-530 нм. 

Калібрувальна крива будувалася за відомими концентраціями кардіоліпіну 
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(Sigma-Aldrich, США): від 10-60 мкм кардіоліпіну у пробі та 20 мкм акридин 

оранж 10-ноніл броміду (Sigma-Aldrich, США). 

Кількісне визначення вмісту нейтральних ліпідів (триацилгліцеролів, 

диацилгліцеролів, вільних жирних кислот) в пробах проводили за методом 

March і Weinstein [173]. Елюат випаровували, у пробірки додавали по 2 мл 

концентрованої H2SO4 і поміщали в блоки для спалювання на 15 хвилин при 

t+200 оС. Після охолодження в пробірки додавали по 2 мл dist. Н2О, вміст 

перемішували і знову охолоджували. Оптичну щільність проб вимірювали 

при довжині хвилі 375 нм на спектрофотометрі СФ-26. 

 

2. 9 Визначення вмісту білка 

 

Для визначення кількості білка брали 0,1 мл лізату гепатоцитів, 

гомогенату печінки, серця або неокортексу. Вміст білка в пробах визначали 

за методом Lowry і співавторів [174]. 

 

2. 10 Визначення активності аланінамінотрансфераз, 

аспартатамінотрансфераз та лактатдегідрогеназ у сироватці крови  

 

Визначення загальної активності аланінамінотрансферази, 

аспартатамінотрансферази та лактатдегідрогенази у сироватці крови щурів 

проводилось за допомогою стандартних наборів реактивів фірми «Філісіт-

Діагностика» Україна.  

 

2. 11 Визначення сфінгомієліназної активності в ізольованих 

гепатоцитах щурів 

 

Для визначення активності сфінгомієліназ у серцевому м’язі 

використовували субстрат ферменту — [N-метил-14С]сфінгомієлін 

(58 мкКі/mM) («PerkinElmer», USA). Реакційна суміш для визначення 
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активності кислої сфінгомієлінази в серці містила 50 мM ацетатного буферу 

(рН 5,0), 1 мM ЕДТА, 2 мM [N-метил-14С]сфінгомієліну. Проби інкубували 

при t 37 °C протягом 1 години при постійному перемішуванні. Реакцію 

зупиняли додаванням 1,5 мл охолодженої суміші хлороформ: метанол (1:2, за 

об’ємом) з подальшим додаванням 1 мл хлороформу і 1 мл Н2О. Суміш 

центрифугували протягом 5 хвилин при 3000 об/хв. Після поділу фаз 

аліквоти верхньої і нижньої фаз, що містили [14С]фосфорілхолін і 

[14С]сфінгомієлін відповідно, використовували для визначення 

радіоактивності за допомогою сцинтіляційного лічильника. Активність 

ферменту виражали в нмоль продукту або субстрату на 1 мг білка за 

1 годину.  

 

2. 12 Вивчення синтезу кардіоліпіну в ізольованих гепатоцитах 

3-місячних щурів 

 

Для вивчення синтезу кардіоліпіну гепатоцити інкубували у 

присутності попередника синтезу ліпідів [14C]лінолевої кислоти (Amersham 

(Англія) (0,25 мкКі/мл середовища). Після чого проводили екстракцію ліпідів 

як описано в пункті 2.5 та розподіляли ліпіди за методом тонкошарової 

хроматографії (див. пункт 2.6). Плями кардіоліпіну зіскоблювали з 

хроматографічних платівок у флакони та заливали сцинтиляційної рідиною. 

Радіоактивність проб, що містять мічені [14C]ліпіди, визначали за допомогою 

лічильника радіоактивності БЕТА. 

 

2. 13 Статистичний аналіз даних 

 

Для аналізу даних, отриманих у ході скринінгових досліджень при 

підборі доз і режиму введення модуляторів метаболізму сфінголіпідів, і при 

аналізі результатів поведінкових тестів щурів використовували 

непараметричні критерії Манна-Уітні, Крускала-Уоліса, Фрідмана і 
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Уілкоксона. При вивченні вікових особливостей вмісту ліпідів в різних 

тканинах щурів для порівняння двох груп використовували параметричний t-

критерій Стьюдента. З метою множинні порівнянь в роботі використовували 

дисперсійний аналіз (ANOVA). Відмінності між групами вважали 

статистично значущими при р ≤ 0,05. 

 

2. 14 Список використаних реактивів 

 

В даній роботі були використані наступні реактиви: сахароза, ЕДТА і 

інші реактиви вітчизняного виробництва кваліфікації х.ч. Набори для 

визначення загальної активності аланінамінотрансферази, 

аспартатамінотрансферази та лактатдегідрогенази, отримані від «Філісіт-

Діагностика» Україна. А також, HEPES, трипановий синій (“Serva”, 

Німеччина), пальмітинова кислота, бичачий сироватковий альбумін, 

GW4869, міріоцин, виробництва Sigma (США), D-еритро-N-

стеароїлсфінгозин (Kaunas University of Technology, Литва), D-еритро-N-

ацетилсфінгозин (Amersham, Англія), [14С]H3COONa (1,7 ТБк/М, Росія),       

D-еритро-N-пальмітоїлсфінгозин (Sigma, США), середа 199 («PAA», Австрія) 

середа Ігла (Інститут поліомієліту і вірусних енцефалітів, Росія), 

ембріональна сироватка (ООО “БіолоТ”, Росія), кардіоліпін, акридин оранж 

10-ноніл бромід (Sigma-Aldrich, США), золедронова кислота (Zometa, 

Novartis), аскорбінова кислота (Белгородський вітамінний комбінат, Росія), 

риб’ячий жир (АТ «Галичфарм» Україна), [14C]лінолева кислота 

(58 mKi/mmol) Amersham (Англія), кверцетин («Merck», Німеччина),            

N-ацетилцистеїн (Sigma-Aldrich, Англія), препарат «Інгаміст» (ТОВ «Юрія-

Фарм», Україна), іміпрамін (EGIS Pharmaceutical PLC, Будапешт, Угорщина), 

розчин глюкози 1 % (ЗАТ "Іфузія" Україна), доксорубицін (Pharmachemie 

B.V., Голландія), [3Н]глюкоза (4 МБк/М, Росія), інсулін («Індар», Україна), 

ЕДТА, сахароза та інші реактиви вітчизняного виробництва кваліфікації х.ч.  

 



72 
 

Висновки до розділу 2 

 

В ході підготовки дисертаційної роботи були використані фізіологічні 

методи: спостереження за поведінкою тварин в тестах «Відкрите поле», 

«Темний/світлий відсік», «Перевага до розчину сахарози», «Годування в 

незнайомій обстановці», «Іммобілізація за хвіст», «Сплеш-тест». У серії 

дослідів групу щурів утримували на експериментальних раціонах: високо 

жирової дієті або калорійно-обмеженої дієті за Маккеєм-Нікітіним. Крім того 

в роботі досліджували зміни кардіоліпіну під впливом етанолу та риб’ячого 

жиру і кверцетину на тлі етанолу в тканинах 3-місячних щурів. В роботі 

використовували сучасні методи клітинної біології (виділення та ізолювання 

гепатоцитів за методом Петренка і співавторів, виділення мітохондрій за 

методом Камату в модифікації Лемешко В.В., визначення цілісності 

клітинних мембран гепатоцитів – тест з трипановим синім, визначення 

лактатдегідрогенази та методів флуоресценції (визначення вмісту 

кардіоліпіну за методом забарвлення N-ноніл-акридин-оранжем); 

біохімічними методами (визначення активності сфінгомієліназ, екстракція 

ліпідів за методом Bligh, Dyer, визначення білка за методом Lowry, кількісне 

визначення ліпідів за методами Bartlett та March, Weinstein), хроматографічні 

(розподіл ліпідних фракцій за допомогою тонкошарової хроматографії), 

радіоізотопні (включення мічених попередників до ліпідів, поглинання 

міченої глюкози клітинами та тканинами), статистичні методи (аналіз 

отриманих даних). 

Результати власних досліджень наведено в публікаціях [142, 148, 156, 

163].  
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РОЗДІЛ 3 

 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

 

3. 1 Вікові особливості вмісту кардіоліпіну в функціонально різних 

тканинах і органах щурів  

 

Старіння - це багатофакторний процес, під час якого фізіологічні зміни 

відбуваються у всіх тканинах. Старіння характеризується збільшенням 

ризику розвитку інфаркту міокарда, інсульту, атеросклерозу, діабету, 

гіпертонії та ряду інших захворювань [175, 176]. Відомо, що біохімічні 

особливості тканини є основою їх фізіологічної функції. Так, тканини 

головного мозку, які характеризуються високим рівнем вмісту і 

різноманіттям ліпідів особливо чутливі до перебудов ліпідів [177]. Крім того 

старіння характеризується зменшенням кількості нейронів головного мозку 

та поступовим заміщенням їх гліальними елементами. Крім того, деякі 

дослідники вказують на уповільнення кровотоку в мозку і зменшення 

поглинання кисню тканинами мозку у людей похилого віку і тварин [178, 

179, 180]. 

Печінка відіграє ключову роль у ліпідному метаболізмі та є основним 

місцем утворення ліпопротеїдів і ліпідів. З віком зменшуються розмір та маса 

печінки. Разом із тим, при старінні відмічається поступове зменшення 

кількості гепатоцитів та зниження в цих клітинах вмісту глікогену. При 

електронно-мікроскопічному дослідженні виявляється зменшення кількості 

мітохондрій та рибосом і збільшення лізосом. 

Робота серця характеризується особливостями, пов’язаними з його 

функціонуванням, метаболізмом, кровопостачанням і іннервацією, що 

зумовлюють якісні особливості патологічних процесів, які розвиваються в 

ньому. Висока швидкість метаболізму ліпідів у серцевої тканини збільшує 
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ризик розвитку серцево-судинних захворювань при старінні. З віком 

відмічається збільшення відносної маси серця і площі поперечного перетину 

кардіоміоцитів, потовщення стінки, розширення лівого шлуночка, а також 

поява діастолічних дисфункцій [181, 182]. Зміни інтервалів серцевого ритму 

асоціюються із порушенням просторового розподілу коннексину 43 – білка, 

що утворює міжклітинні канали та забезпечує дифузію низькомолекулярних 

речовин між сусідніми клітинами і грає критичну роль в синхронізації 

серцевих скорочень [183]. Крім того, серце є органом з високим вмістом 

кардіоліпіну, що дозволяє деяким дослідникам пов’язувати вікові зміни 

вмісту кардіоліпіну в серці зі змінами в структурі та функціонуванні 

кардіоміоцитів [184].  

Для детального вивчення зміни рівня кардіоліпіну у процесі онтогенезу 

були досліджені тканини інтактних молодих статевозрілих (3-місячних), 

дорослих (12-місячних), старих (24-місячних), і групи дуже старих              

(30-32-місячних) щурів. У нашій роботі встановлено, що у 12-місячному віці 

вміст кардіоліпіну в серці знижується на 22 % у порівнянні з 3-місячними 

щурами (Рис. 3.1 А). В подальшому онтогенезі рівень кардіоліпіну в серці 

продовжував знижуватися і к 24-місячному віку складав лише 45 % від 

такого у серці 3-місячних тварин (Рис. 3.1 А). Однак, у дуже старих щурів, 

30-32-місячного віку вміст кардіоліпіну в серці не відрізнявся від рівня цього 

фосфоліпіду у 24-місячних тварин.  

З моменту відкриття кардіоліпіну і по теперішній час багато груп 

дослідників вивчали цей фосфоліпід, що призвело до накопичення великої 

кількості експериментальних даних щодо вмісту кардіоліпіну у різних 

тканинах і клітинах [30-38, 185]. Так, дослідження вікових змін рівня 

кардіоліпіну виявило зниження вмісту цього фосфоліпіду в серці 24-місячних 

щурів лінії Вістар [94, 95, 148, 163, 186], 30-місячних щурів-самців лінії 

Фішер 344 [96] та 22-місячних щурів зі спонтанною гіпертензією та серцевої 

недостатністю [97] порівняно з молодими щурами відповідних ліній. 
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Рис. 3.1 Вікові особливості вмісту кардіоліпіну в серці (А), печінці (Б), 

корі мозку (В) та гіпокампі (Г) щурів лінії Вістар 

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з групою 3-місячних щурів; ** – 

p<0,05 у порівнянні з групою 12-місячних щурів 

 

Якщо у серці вміст кардіоліпіну поступово знижувався протягом 

життя, то в печінці щурів спостерігається інша картина (Рис. 3.1 Б). Так, у 

печінці щурів 12-місячного віку рівень кардіоліпіну знижується на 25 % у 

порівнянні з 3-місячними щурами. В подальшому онтогенезі вміст 

кардіоліпіну лишається на рівні близькому до такого у 12-місячних щурів 

(Рис. 3.1 Б). Результати отримані іншими дослідниками показали зниження 
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вмісту кардіоліпіну в гепатоцитах 20-28-місячних щурів лінії Фишер у 

порівнянні з вмістом цього ліпіду в клітинах 3-5-місячних тварин [187].  

Наступним об’єктом нашого дослідження явився мозок, оскільки 

відомо, що розвиток багатьох нейродегенеративних захворювань щільно 

пов’язаний із віком. Крім того, вважаться, що старіння мозку ссавців 

пов’язане з поступовим зниженням продуктивності окисного 

фосфорилювання [188]. Мітохондрії виділені із гіпокампу дорослих           

(12-місячних) та старих 20-місячних щурів лінії Вістар характеризуються 

зниженням частоти переносу електронів в I (на 57–73 %) і в IV (на 33–54 %) 

комплексах респіраторного ланцюга, зменшенням мембранного потенціалу 

та збільшенням вмісту продуктів окиснення (на 66–74 %) у порівнянні з 

мітохондріями отриманими з гіпокампу молодих 4-місячних щурів [188, 189]. 

Існує багато доказів того, що мітохондріальна дисфункція та порушення 

дихальних комплексів пов’язані з втратою нейронів, та можуть передувати 

розвитку вік-асоційованих нейродегенеративних захворювань [190]. Разом із 

цим, при деяких нейродегенеративних захворюваннях спостерігалось падіння 

рівня кардіоліпіну, що передувало розвитку апоптотичної загибелі тканин 

головного мозку щурів [101, 102]. Дослідження зміни вмісту кардіоліпіну у 

мозку у процесі онтогенезу виявило, що на відміну від такого в серці та 

печінці, вміст кардіоліпіну в мозку 12-місячних тварин не відрізняється від 

рівня цього ліпіду у молодих 3-місячних щурів (Рис. 3.1 В). У старих           

24-місячних щурів спостерігалося зниження вмісту кардіоліпіну у корі мозку 

порівняно з 3-місячними щурами (Рис. 3.1 В). Суттєве падіння вмісту 

кардіоліпіну в корі мозку виявлялось у 30-32-місячних щурів – на 59 % 

нижче, ніж рівень кардіоліпіну в корі мозку 3-місячних тварин (Рис. 3.1 В). У 

той же час, рівень кардіоліпіну в гіпокампі 24-місячних щурів виявився на 

25 % нижчим, ніж у 3-місячних щурів (Рис. 3.1 Г).  

Раніше було встановлено значне зниження активності цитохром с 

оксидази в мозку 24-місячних щурів (на 30 % від такого у 3-місячних щурів), 

що асоціюється із порушенням дихання, змінами мембранного потенціалу, та 
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зростанням генерації H2O2 [191]. Крім того, у ряді досліджень, проведених 

Paradies та співавторами [185, 192, 193, 194], вікова залежність втрати 

кардіоліпіну в мітохондріях серця була тісно пов’язана зі зниженою 

активністю транспортера фосфату [192], транспортера пірувату [185], 

транспортера аденинового нуклеотиду, цитохромоксидази [193] і 

транспортеру карнітин-ацилкарнітину [194]. Вважається, що мітохондріальне 

дихання є важливим джерелом активних форм кисню та потенційним 

фактором функціональних змін мозку при старінні. Разом із цим, 

встановлено накопичення перекісних форм кардіоліпіну в мітохондріях 

головного мозку 24-місячних щурів [38]. Пригнічену з віком активність 

цитохром с оксидази у тканинах головного мозку щурів вдавалось відновити 

до рівня молодих тварин, шляхом додавання екзогенного кардіоліпіну, що 

дозволило продемонструвати суттєву роль кардіоліпіну у функціонуванні 

комплексів респіраторного ланцюга [38]. 

 Мітохондрії грають критичну роль в регулюванні генерації енергії, 

метаболізму, сигнальній трансдукції та апоптозу. З віком відмічається зміна 

морфології мітохондрій. Так, в кардіоміоцитах щурів з 18-місячного віку 

спостерігалося набухання мітохондрій, деструкція крист і просвітлення 

матриксу цих органел, що дозволило авторам встановити вік появи ранніх 

ознак мітохондріальної дисфункції в серці щурів [195]. Багатьма 

дослідженнями встановлено, що морфологічні та функціональні зміни 

мітохондрій відбуваються внаслідок зміни їх ліпідного складу і зокрема 

зменшення вмісту кардіоліпіну – фосфоліпіду необхідного для підтримки 

структури і функції мітохондрій [31, 37].  

У нашій роботі встановлено вікове зниження рівня кардіоліпіну в 

мітохондріях серця (на 37 %), печінки (на 54 %) та мозку (на 20 %)              

24-місячних щурів лінії Вістар у порівнянні з рівнем кардіоліпіну в тканинах 

3-місячних тварин (Рис. 3.2). 
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Рис. 3.2 Вікові зміни вмісту кардіоліпіну в мітохондріальної фракції 

мозку, печінки і серця 

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з групою 3-місячних щурів  

 

Таким чиним, дані отримані з мітохондріальної фракції підтверджують 

результати дослідження цілої тканини та узгоджуються з результатами інших 

дослідників, які встановили зниження вмісту кардіоліпіну в мітохондріях 

серця (на 40 %) [103] та в мітохондріях печінки (на 50 %) [187] 26-місячних 

щурів лінії Фішер у порівнянні з молодими щурами цієї лінії. Крім того, 

дослідження мітохондрій мозку 24-місячних щурів Вістар, також виявили 

зниження рівня кардіоліпіну у порівнянні з групою 5-місячних щурів [191]. 

 

3. 2 Роль церамідів у вікових змінах метаболізму кардіоліпіну в 

функціонально різних тканинах щурів 3- та 24-місячного віку 

 

3. 2. 1 Вплив дієтичних факторів та фармакологічних препаратів, 

що індукують накопичення церамідів у клітинах на вміст кардіоліпіну в 

тканинах щурів різного віку  

 

Порушення метаболізму кардіоліпіну в клітинах відзначається при 

розвитку багатьох патологічних станів і асоціюється з вік-залежними 
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захворюваннями. Зменшення дихальної активності мітохондрій, збільшення 

проникності мембран, пригнічення життєздатності клітин і входження 

клітини в апоптоз пов’язане зі зниженням вмісту кардіоліпіну. У той же час 

відомо, що церамід наряду з кардіоліпіном є важливим компонентом 

мітохондрій, та може безпосередньо впливати на функціонування цих 

органел, реалізуючи апоптогенні ефекти [23]. Крім того, у численних роботах 

було продемонстроване накопичення церамідів у клітинах печінки та мозку з 

віком [10, 12, 13, 14, 15, 142]. Це дозволяє припустити, що метаболізм 

мітохондріальних ліпідів, і зокрема кардіоліпіну може бути пов’язаний з 

сигналінгом цераміду. Для встановлення взаємозв’язку між змінами вмісту 

кардіоліпіну та цераміду на наступному етапі роботи проведена серія 

дослідів у яких штучно підвищували рівень ендогенного цераміду в клітинах 

дослідних щурів.  

В даний час вважається, що багато які сполуки можуть реалізовувати 

свої ефекти шляхом підвищення рівня цераміду та порушення 

функціонального стану мітохондрій [196, 197, 198]. Так, відомо, що 

протипухлинний препарат доксорубіцін, етанол, пальмитинова кислота та 

дієти з підвищеним вмістом насичених жирних кислот, а також екзогенне 

введення цераміду може сприяти підвищенню рівня ендогенних церамідів у 

клітинах.  

Доксорубіцин – препарат, що оказує потужну цитостатичну дію, та 

застосовується в хіміотерапії онкологічних захворювань різного ґенезу. 

Багаточисленними дослідженнями показане, що висока кардіотоксичність 

доксорубіцину пов’язана з наростанням в клітинах активних форм кисню, 

активізацією перекісного окиснення ліпідів в міокарді та в печінці щурів, що 

у свою чергу підвищує проникність клітинних мембран і призводить до 

перевантаження клітин Са2+ [199]. Збільшення продукції активних форм 

кисню при дії доксорубіцину, призводить до зниження 

внутрішньоклітинного вмісту відновленого глутатіону і зменшення окисно-

відновного потенціалу, що в результаті призводить до запуску програми 
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апоптозу. Однак останні дослідження показали, що ефект доксорубіцину 

може й не залежати від окисного ушкодження. Так, дослідження впливу 

доксорубіцину на гепатоцити щурів показали здатність доксорубіцину 

стимулювати накопичення в клітинах-мішенях активного метаболіту 

сфінгомієліну – цераміду [13, 157, 200]. Показане, що доксорубіцин активує 

ферменти синтезу цераміду de novo: серинпальмітоїлтрансферазу та 

церамідсинтазу [200]. 

Дослідження дії доксорубіцину на організм щурів виявило, що низькі 

дози (3 мг/кг ваги тварини) не мають будь-яких ефектів на зовнішній вигляд 

тварин чи кількість їжі, що вживається щурами [201]. Однак високі дози 

(9 мг/кг ваги тварини) викликають значне зниження вживання корму, 

розвиток часткової алопеції, гіперпігментації шкіри і слизових оболонок 

[201]. Тривале введення високих доз доксорубіцину призводило до значного 

зниження маси тіла тварин, причому рівень зниження ваги залежав від дози 

введеного препарату [201]. В нашій роботі встановлено, що введення 

доксорубіцину у дозі 5 мг/кг ваги щурів протягом 4 тижнів викликає 

зниження ваги тварин (Рис. 3.3 А) та збільшення відносної ваги серця і 

печінки у порівнянні з контрольною групою (Рис. 3.3 Б і 3.3 В відповідно). 

Однак, обрана нами доза і термін введення препарату не призводили до 

погіршення зовнішнього вигляду дослідних тварин. Відсутність токсичного 

впливу доксорубіцину в обраних дозах підтверджується рівнями 

аланінамінотрансфераз (0,43±0,02 мкат/л/год. у контрольних щурів та 

0,38±0,03 мккат/л/год. у дослідних тварин) та аспартатамінотрансфераз 

(0,28±0,03 мккат/л/год. у контрольних щурів та 0,26±0,02 мкат/л/год. у 

дослідних тварин) в сироватці крові щурів після введення доксорубіціну. 

Встановлено, що додавання доксорубіцину до середовища культивування 

гепатоцитів призводить до збільшення ендогенних церамідів у гепатоцитах 

щурів, а запобігання накопиченню цераміду досягалось дією специфічних 

інгібіторів ферментів синтезу сфінголіпідів і деградації сфінгомієліну – 

міріоцину, GW4869 та іміпраміну [11]. 
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Рис. 3.3 Вплив доксорубіцину на масу тіла (А), та відносну вагу серця 

(Б) і печінки (В) 3-місячних щурів  

Примітка. 1 – контрольні щури; 2 – щури, що отримували 

доксорубіцин; * – p<0,05 у порівнянні з групою «Контроль» 

 

Враховуючи те, що накопичення в клітинах цераміду може впливати на 

функціонування мітохондрій на наступному етапі роботи досліджували зміни 

вмісту кардіоліпіну при моделюванні підвищеного рівня цераміду 

доксорубіцином [202, 203]. В серці і печінці щурів, що отримували ін’єкцію 

доксорубіцину спостерігається зниження рівня кардіоліпіну на 25 % (в 

печінці) і на 28 % (в серці) у порівнянні з контрольними тваринами (Рис. 3.4). 

Порівнюючи зміни кардіоліпіну при дії цитостатику і при природному 

старінні, можна відзначити, що доксорубіцин викликає зниження рівня 

кардіоліпіну в печінці дослідних тварин до такого в печінці інтактних 24-

місячних щурів. В корі мозку піддослідних щурів зміни вмісту кардіоліпіну 

не спостерігалося (Рис. 3.4). Вочевидь, доксорубіцин не впливає на кору 

мозку в даних умовах експерименту, внаслідок його не здатності проникати 

крізь гематоенцефалічний бар’єр. 

 Раніше було встановлено, що пригнічення активності сфінгомієліназ 

меліпраміном або D609 перед експериментальної ішемією дозволяє знизити 
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ішемічне ураження серця. Так, внутрішньовенне введення D609, так саме як і 

меліпраміну, запобігає акумуляції цераміду і зниженню тиску в лівому 

шлуночку, зменшує розмір інфарктних ділянок, експресію 

антиапоптотичного білка Bcl-2 і запобігає загибелі кардіоміоцитів [204, 205, 

206]. 

 

Рис. 3.4 Вміст кардіоліпіну в тканинах щурів при дії доксорубіцину  

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з групою «3-місячні»; ** – p<0,05 у 

порівнянні з групою  «3-міс. контроль»; *** – p<0,05 у порівнянні з групою 

«24-місячні»  

 

Враховуючи ці данні, а також відомий кардіотоксичний вплив 

доксорубіціну [207, 208] можна припустити, що цей препарат опосередковує 

свої ефекти у серці завдяки збільшенню рівня цераміду, який у свою чергу 

порушує обмін кардіоліпіну. Щоб перевірити це припущення, на наступному 

етапі нашої роботи ми моделювали підвищений вміст цераміду в гепатоцитах 

3-місячних щурів за допомогою додавання доксорубіцину та інгібіторів 

метаболізму цераміду (іміпраміну, GW4869 та міріоцину) на тлі 

доксорубіцину до середовища інкубації клітин. Попередніми дослідженнями 

було встановлено, що введенням в середовище інкубації гепатоцитів           

24–місячних щурів специфічних інгібіторів різних ланок метаболізму 
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сфінголіпідів можна запобігти накопиченню цераміду в клітинах [10, 11]. 

Так, показано, що введення до середовища інкубації клітин інгібітору 

серинпальмітоїлтрансферази – міріоцину – запобігало накопиченню 

ендогенного цераміду, та нормалізувало вміст цього ліпіду як в гепатоцитах 

старих щурів, так і в клітинах 3-місячних щурів, що піддавалися дії 

екзогенного цераміду [10, 13]. В нашій роботі встановлено зниження вмісту 

кардіоліпіну та підвищення рівня фосфатидної кислоти при дії 

доксорубіцину на гепатоцити щурів у порівнянні з контролем (Табл. 3.1). 

Накопичення фосфатидної кислоти, яка є попередником синтезу 

фосфоліпідів, може свідчити про пригнічення шляхів біосинтезу ліпідів, і 

зокрема кардіоліпіну. В той же час, введення до середовища культивації 

гепатоцитів міріоцину на тлі доксорубіцину запобігало падінню рівня 

кардіоліпіну і накопиченню фосфатидної кислоти (Табл. 3.1).  

Таблиця 3.1  

Вміст кардіоліпіну і фосфатидної кислоти в гепатоцитах при дії 

доксорубіцину та інгібіторів на тлі доксорубіцину. Данні представлені в 

нмоль/мг білка 

 кардіоліпін фосфатидна кислота 

Контроль 7,21±0,31 1,64±0,25 

Доксорубіцин 5,59±0,22* 3,89±0,31* 

Доксорубіцин+Іміпрамін 5,91±0,25* 2,79±0,35* 

Доксорубіцин+GW4869 5,77±0,16* 3,51±0,19* 

Доксорубіцин+Міріоцин 6,67±0,25# 2,22±0,39# 

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»; # – р<0,05 у 

порівнянні з групою «Доксорубіцин»  

 

Відомо, що міріоцин зв’язує активний центр 

серинпальмітоїлтрасферази, що призводить до порушення синтезу 

сфінголіпідів de novo [209]. Крім того запобігти накопиченню церіміду 
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можна шляхом пригнічення активності нейтральних та кислих груп 

сфінгомієліназ, які розщеплюють сфінгомієлін з утворенням цераміду. 

Одним з препаратів, що пригнічує активність сфінгомієліназ є іміпрамін. 

Іміпрамін – трициклічний антидепресант, що блокує поглинання 

адренергічних нейромедіаторів в центральній нервовій системі, завдяки чому 

широко використовується при лікуванні важких депресій, сприяє 

покращенню настрою, появі бадьорості, зменшенню рухової загальмованості. 

Відомо, що іміпрамін ефективно пригнічує активність кислої сфінгомієлінази 

шляхом порушення її зв’язку з негативно зарядженими ліпідами 

лізосомальних мембран, після чого цей фермент піддається протеолізу [145, 

160]. Інший найчастіше застосовуваний фармакологічний інструмент для 

вивчення ролі сфінгомієліназ – GW4869 – селективний інгібітор нейтральної 

сфінгомієлінази, який повністю пригнічує початкове накопичення цераміду, 

але не впливає на інші ферменти метаболізму сфінголіпідів [159, 210]. Однак, 

в нашій роботі використання іміпраміну та GW4869 на тлі доксорубіцину не 

впливали на метаболізм кардіоліпіну і фосфатидної кислоти (Табл. 3.1). 

Таким чином, з усіх досліджених модуляторів обміну сфінголіпідів тільки 

міріоцин нівелював ефекти доксорубіцину та відновлював рівні кардіоліпіну 

та фосфатидної кислоти до таких у контролі. Оскільки обрані інгібітори 

впливають на різни ланки метаболізму цераміду, можна припустити, що в 

даних умовах експерименту ефекти доксорубіцину на вміст кардіоліпіну 

опосередковані саме збільшенням знов синтезованого цераміду. Тому 

пригнічення шляхів синтезу цераміду de novo міріоцином призводило до 

нормалізації вмісту кардіоліпіну та фосфатидної кислоти в гепатоцитах        

3-місячних щурів.  

Відомо, що дієтичні фактори можуть впливати на рівень кардіоліпіну і 

моделювати його вміст в мітохондріях. Різні жирні кислоти по-різному 

метаболізуються і тому можуть надавати неоднакові фізіологічні ефекти 

[211]. В експериментах, при дії різних дієтичних факторів у щурів, було 

виявлено, що модифікація фосфоліпідів мітохондрій збагаченням раціону 
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риб’ячим жиром запобігає зниженню кардіоліпіну і респіраторної активності 

мітохондрій з віком [30]. Цікаво, що при дієті, що збільшує вміст 

кардіоліпіну, спостерігалася підвищена толерантність молодих щурів до 

експериментальної ішемії та реперфузії [32]. Так, додавання сафлорової олії 

(багатої на лінолеву кислоту) до харчового раціону 21- місячних щурів зі 

спонтанною гіпертензією протягом 4-х тижнів запобігало зменшенню рівня 

кардіоліпіну і мітохондріальної функції за умов моделювання ішемії та 

реперфузії, та дозволило авторам припустити, що сафлорова олія може 

використовуватись у якості допоміжної терапії при серцевій недостатності 

[212]. Відомо, що накопичення насичених жирних кислот в таких тканинах, 

як серцева, ниркова, тканини головного мозку, може призводити до 

ліпотоксичності [213]. Ostrander D. B. і співавторами було показане, що 

насичена жирна кислота – пальмітат індукує апоптоз в неонатальних 

кардіоміоцитах у щурів і знижує рівень кардіоліпіну [80]. Hardy S. і 

співробітниками було продемонстроване, що пальмітат викликає раннє 

посилення обміну кардіоліпіну в культурі клітин раку молочної залози і 

подальше зниження рівня цього мітохондріального фосфоліпіду [214]. Однак 

механізм, яким пальмітат індукує загибель клітини лишається не до кінця 

зрозумілим. C одного боку передбачається, що наявність амфіфільних 

молекул може послаблювати біосинтез кардіоліпіну, що і спостерігається при 

підвищених концентраціях довголанцюгових жирних кислот [29]. 

Відзначається також, що пальмітинова кислота знижує мембранний 

потенціал мітохондрій і викликає апоптоз в культурі клітин раку молочної 

залози людини MDA-MB-231 [214]. Вважається, що заміна ненасичених 

жирних кислот у складі кардіоліпіну на насичені (наприклад, пальмітинову) 

призводить до зменшення вмісту кардіоліпіну, і як наслідок до апоптозу. Так, 

індукція апоптозу насиченими жирними кислотами спостерігалася в 

кардіоміоцитах [215] і астроцитах [216]. 

З іншого боку, деякі дослідники припускають, що надлишок пальмітату 

індукує клітинну загибель шляхом збільшення внутрішньоклітинної 
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концентрації церамідів [217, 218]. У зв’язку з цим, наступним етапом нашої 

роботи стало моделювання підвищення ендогенних церамідів у клітинах і 

тканинах молодих щурів шляхом збільшення калорійності харчового раціону 

насиченими жирними кислотами яловичого жиру [219, 220, 221]. Відомо, що 

яловичий жир являє собою високотвердий жир, який містить 65 % насичених 

жирних кислот (переважно пальмітинову кислоту). 

У цій роботі встановлено підвищення вмісту вільних жирних кислот у 

сироватці та в клітинах печінки щурів, які утримувались на насиченому 

пальмітинової кислотою раціоні (Рис. 3.5).  

 

Рис. 3.5 Вміст вільних жирних кислот в сироватці і печінці щурів 3-

місячного віку, що отримували високожирову дієту  

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з групою «Контроль» 

 

Попередніми дослідженнями встановлено, що утримування тварин на 

харчовому раціоні, збагаченому насиченими жирами яловичого жиру, 

супроводжується збільшенням рівня вільних жирних кислот та знов 

синтезованих церамідів у печінці, м’язах і мозку 24-місячних щурів у 

порівнянні з контрольними тваринами цього ж віку [222]. Церамід і ацил-

карнітин є медіаторами дисфункції мітохондрій, що пов’язана з розвитком 

інсулінорезистентності у людей при ожирінні [223, 224].  
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Відомо, що сфінголіпіди є не тільки ключовими медіаторами відповіді 

клітини на стрес але і впливають на деякі процеси в мітохондріях. Так, 

Novgorodov і співавтори [223, 224] показали, що при діабеті збільшується 

рівень дигідроцерамідів у мітохондріях серця і припустили, що 

мітохондріальна нейтральна церамідаза регулює рівень цераміду в 

мітохондріях при діабеті. Аналіз вмісту гліцерофосфоліпідів в тканинах 

щурів, які отримували дієту, збагачену насиченими жирними кислотами, 

виявив зниження вмісту кардіоліпіну на 28 % в серці, і на 27 % в печінці 

щодо щурів, яких утримували на стандартному раціоні (Рис. 3.6 А). В умовах 

надмірного надходження в організм вільних жирних кислот активуються 

шляхи їх метаболізму, такі як синтез цераміду de novo. Насичені жирні 

кислоти – пальмітинова і стеаринова є основними попередниками синтезу 

цераміду і через нього опосередковують свої апоптогенні ефекти в клітинах 

[225].  

Синтез цераміду de novo починається з реакції конденсації пальмітоїл-

СоА і серину, в результаті чого утворюється 3-кетосфінганін, який в 

результаті декількох послідовних реакцій перетворюється в церамід. В той 

же час данні літератури свідчать про те, що збільшення концентрації 

довголанцюгових жирних кислот у серці приводить до зниженню вмісту 

кардіоліпіну [29]. Беручи до уваги ці данні, можна припустити, що 

порушення синтезу кардіоліпіну в умовах перевантаження тканин 

насиченими жирними кислотами може відбуватися внаслідок накопичення 

цераміду та розвитку дисфункції мітохондрії. 

Фосфатидна кислота займає центральне місце в обміні фосфоліпідів в 

різних тканинах і клітинах. Додавання пальмітинової кислоти до дієти 

експериментальних тварин викликає підвищення вмісту фосфатидної 

кислоти в печінці (на 142 %) і в серці (на 35 %) у порівнянні з контрольними 

тваринами (Рис. 3.6 Б). Збільшення маси фосфатидної кислоти в клітинах 

може бути результатом як посилення її синтезу de novo, так і пригнічення її 

використання в синтезі фосфоліпідів.  
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Рис. 3.6 Вплив насичених жирів дієти на вміст кардіоліпіну (А) та 

фосфатидної кислоти (Б) в різних тканинах 3-місячних щурів  

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з групою «3-місячні»; ** – p<0,05 у 

порівнянні з групою «3-міс. контроль»  

 

Таким чином, отримані у цій роботі данні свідчать про те, що 

збільшення вмісту насичених жирів в дієті викликає глибокі зміни ліпідного 

обміну. Насичені жирні кислоти дієти опосередковують свої ефекти шляхом 

збільшення вмісту вільних жирних кислот у сироватці і клітинах печінки, а 

зниження вмісту кардіоліпіну і збільшення рівня фосфатидної кислоти при 

дії аліментарних жирів може бути обумовлено змінами обміну сфінголіпідів і 
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накопиченням продукту конденсації пальмітинової кислоти та серину – 

цераміду у вивчених тканинах. 

Деякі дослідники припускають, що надлишок пальмітату викликає 

загибель клітин шляхом збільшення внутрішньоклітинної концентрації 

церамідів [217, 218], тому на наступному етапі цього дослідження ми 

вивчали вплив пальмітинової кислоти на вміст кардіоліпіну і фосфатидної 

кислоти в ізольованих гепатоцитах 3-місячних щурів. Встановлено, що після 

інкубації клітин протягом 3 годин з екзогенної пальмітинової кислотою 

спостерігається зниження кількості гепатоцитів, як відносно контролю, так і 

в порівнянні з гепатоцитами, які інкубували протягом 1 години з 

пальмітинової кислотою (Рис. 3.7 А). Крім того, через 3 години після 

додавання пальмітинової кислоти спостерігалося зниження життєздатності 

гепатоцитів у порівнянні з клітинами печінки в контролі (Рис. 3.7 Б).  

 

Рис. 3.7 Вплив пальмітинової кислоти на кількість гепатоцитів 3-

місячних щурів (А) та їх життєздатність (Б)  

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»; # – p<0,05 у 

порівнянні з 1-годиною інкубації  

 

Таким чином, додавання екзогенної пальмітинової кислоти до 

середовища культивації гепатоцитів 3-місячних щурів призводило до 

зниження кількості гепатоцитів і їх життєздатності зі збільшенням часу 
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інкубації. Відомо, що екзогенно додані насичені жирні кислоти знижують 

життєздатність і індукують апоптоз в кардіоміоцитах [215, 226], астроцитах 

[216], гепатоцитах [227] та в культурі клітин раку молочної залози людини 

MDA-MB-231 [214].  

Нашими дослідженнями показано, що дія пальмітинової кислоти на 

гепатоцити 3-місячних щурів призводила до зниження вмісту кардіоліпіну 

щодо контролю, причому цей ефект посилювався зі збільшенням часу 

інкубації (Табл. 3. 2). 

Таблиця 3.2 

Вплив пальмітинової кислоти на вміст кардіоліпіну в гепатоцитах 

3-місячних щурів 

Час інкубації (години) Контроль Пальмітинова кислота 

1 7,58±1,20 6,63±1,18 

2 7,56±1,11 2,40±0,59 * # 

3 6,17±1,09 1,14±0,42 * # 

Примітка. *– p<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»; # – p<0,05 у 

порівнянні з 1-годиною інкубації. Данні представлені у % від загальних 

фосфоліпідів 

 

Таким чином, зміна вмісту кардіоліпіну відбувається після інкубації з 

пальмітинової кислотою протягом 2 годин, коли ще не спостерігається 

зниження життєздатності гепатоцитів і їх кількості. Враховуючи те, що 

кардіоліпін необхідний клітині для підтримки її функціонального стану, 

зниження вмісту цього ліпіду в гепатоцитах при дії пальмітинової кислоти 

може передувати зниженню життєздатності клітин. Поряд з дослідженням 

вмісту кардіоліпіну в нашому експерименті ми аналізували зміни вмісту 

фосфатидної кислоти в гепатоцитах щурів [228, 229]. Встановлено, що 

пальмітинова кислота призводила до суттєвого зростання відносного вмісту 

фосфатидної кислоти протягом першої години інкубації клітин у порівнянні з 

контролем (Табл. 3.3). 



91 
 

Таблиця 3.3 

Вплив пальмітинової кислоти на вміст фосфатидної кислоти в 

гепатоцитах 3-місячних щурів 

Час інкубації (години) Контроль Пальмітинова кислота 

1  3,76±0,81 6,98±0,80 * 

2  3,89±0,96 8,32±0,79 * 

3  3,60±1,18 9,07±0,75 * 

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з групою «Контроль». Данні 

представлені у % від загальних фосфоліпідів 

 

Накопичення фосфатидної кислоти, індуковане пальмітатом на тлі 

зниження вмісту кардіоліпіну в клітинах, може свідчити про гальмування в 

даних умовах експерименту синтезу останнього. Причому, зростання вмісту 

фосфатидної кислоти спостерігається після 1 години інкубації клітин з 

пальмітинової кислотою, коли зниження рівня кардіоліпіну ще не значне. 

Таким чином, дослідження залежності впливу пальмітинової кислоти на 

вміст кардіоліпіну і фосфатидної кислоти в гепатоцитах від часу показало, 

що зниженню вмісту кардіоліпіну передує збільшення його джерела – 

фосфатидної кислоти. У той же час, падіння рівня кардіоліпіну в гепатоцитах 

при дії пальмітинової кислоти передує зниженню кількості гепатоцитів і їх 

життєздатності. Індуковані пальмітатом зміни вмісту кардіоліпіну і 

фосфатидної кислоти в гепатоцитах щурів можна інтерпретувати як ранні 

зміни в клітинах, що призводять в остаточному підсумку до зниження їх 

життєздатності. Отримані дані дозволяють припустити, що індуковане 

пальмітатом накопичення в клітинах цераміду може призводити до зниження 

життєздатності клітин, впливаючи на метаболізм кардіоліпіну.  

В даний час, одним з провідних підходів у вивченні вікових змін 

метаболізму лабораторних тварин є калорійно обмежена дієта [230, 231]. 

Показано, що обмеження калорійності харчового раціону істотно впливає на 

розвиток вікової патології, знижуючи частоту виникнення діабету, 
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нейродегенеративних та серцево-судинних захворювань [232]. Попередніми 

дослідженнями було встановлено, що утримання щурів на калорійно-

обмеженому раціоні призводило до збільшення вмісту фосфатидилхоліну в 

гіпокампі та сфінгомієліну в неокортексі [233]. Крім того, зміни у складі 

ліпідів мозку щурів, які отримували калорійно-обмежену дієту,  корелювали 

зі значним поліпшенням умовно-рефлекторної діяльності, когнітивних 

функцій та поведінкових реакцій при старінні [234].   

Припускається, що калорійно обмежена дієта впливає на 

функціональний стан мітохондрій знижуючи окисне пошкодження, 

активацію апоптозу і вміст про-апоптотичних білків Bcl-XS/Bcl-XL, а також 

попереджає транслокацію Bax в мітохондріях і вивільнення цитохрому с до 

цитозолю [235, 236]. З іншого боку ефекти калорійно обмеженої дієти 

можуть реалізовуватися шляхом зміни метаболізму сфінголіпідів, знижуючи 

рівень цераміду в нирках мишей [237] і мозку щурів [233]. Враховуючи 

можливість модуляції підвищеного з віком вмісту цераміду і його метаболітів 

обмеженням калорійності харчового раціону [233, 237] метою нашої 

подальшої роботи явилось вивчення вмісту кардіоліпіну та фосфатидної 

кислоти в різних тканинах щурів з віком та при тривалої дії калорійно 

обмеженої дієти [148].  

Накопичення цераміду в плазматичної мембрані при старінні може 

посилювати сигнал смерті шляхом кластеризації рецепторів в багатих на 

церамід ділянках або впливати на зміну співвідношення про- та 

антиапоптотичних білків сімейства Bcl-2 на зовнішній мембрані мітохондрій 

[5, 8]. Крім того церамід пригнічує дихальну активність респіраторного 

ланцюга і регулює проникність мітохондріальної пори і зовнішньої мембрани 

мітохондрій для цитохрому с, діючи самостійно або разом з білком Bax [5, 8]. 

У той же час, зниження продукції АТФ і активності електрон-транспортного 

ланцюга мітохондрій, як правило, характеризується зниженням рівня 

кардіоліпіну – фосфоліпіду, розташованого виключно на внутрішній 

мембрані мітохондрій і приймаючого участь у стабілізації мембран та 
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біоенергетиці цих органел [30]. Встановлене в даній роботі зниження вмісту 

кардіоліпіну і фосфатидної кислоти у серці, печінці та мозку 3-місячних 

щурів, з 1-місячного віку переведених на калорійно обмежену дієту у 

порівнянні з інтактними 3-місячними тваринами (Рис. 3.8) може 

спостерігатися внаслідок уповільнення метаболічних процесів і адаптації 

організму до обмеження калорійності харчового раціону. Слід зазначити, що 

рівень кардіоліпіну в серці і печінці старих щурів, яких утримували на 

калорійно обмеженій дієті відповідав такому у інтактних молодих щурів, тоді 

як в тканинах старих щурів, які отримували стандартну дієту, спостерігалося 

значне зниження вмісту кардіоліпіну (Рис. 3.8 А та 3.8 Б). У мозку щурів, 

яких утримували на калорійно-обмеженому раціоні спостерігалось зниження 

вмісту кардіоліпіну у 3-місячному віці, однак цей рівень в подальшому не 

змінювався протягом всього життя дослідних тварин (Рис. 3.8 В). В той же 

час, в мозку 24-місячних щурів, що отримували стандартну дієту рівень 

кардіоліпіну був значно нижчій ніж у 3-місячних тварин (Рис. 3.8 В).  

Відомо, що основною причиною зниження кардіоліпіну є підсилення 

його деградації під дією фосфоліпаз, пригнічення синтезу de novo в 

результаті порушення роботи ферментів, що беруть участь у біосинтезі 

кардіоліпіну або зниження біодоступності прекурсорів кардіоліпіну. 

Водночас, вікове збільшення рівня цераміду може безпосередньо впливати на 

вміст кардіоліпіну, модулюючи активність фосфатидил-гліцерофосфат 

синтази, яка є ключовим ферментом в синтезі кардіоліпіну [238] або 

підвищуючи активність фосфоліпази А2 і продукцію активних форм кисню, 

які посилюють деградацію кардіоліпіну. Таким чином, можна припустити, 

що спостережуване зниження вмісту кардіоліпіну в серці, печінці і мозку 

старих тварин може бути опосередковано зростанням рівня цераміду в цих 

тканинах, тоді як калорійно обмежена дієта попереджає накопичення 

цераміду в серці і печінці щурів з віком і збільшує вміст кардіоліпіну до 

рівня молодих інтактних тварин.  
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Рис. 3.8 Вплив калорійно-обмеженої дієти на вміст кардіоліпіну і 

фосфатидної кислоти у серці (А), печінці (Б) та корі мозку (В) 3- і                

24-місячних щурів 

Примітка. * – p<0,05 у порівнянні з інтактними 3-місячними щурами;   

# – p<0,05 у порівнянні з інтактними 24-місячними щурами; $ – p<0,05 у 

порівнянні з 3-місячними щурами, які отримували калорійно обмежену дієту  
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Відомо, що фосфатидна кислота модулює активність деяких ферментів, 

таких як фосфоліпаза С, протеїнкінази, АМФ-циклічна фосфодіестераза, 

білок Ras, протеїн-тирозин фосфатаза 1 [239]. Відмічають, що фосфатидна 

кислота і церамід здійснюють протилежні ефекти на такі процеси в клітинах 

як проліферація, активація протеїнкінази С, активація NADPH оксидази і 

активність протеїнфосфатази 1 [240]. В нашій роботі фосфатидна кислота, 

яка є прекурсором у синтезі фосфоліпідів і кардіоліпіну, накопичувалась в 

печінці і знижувалась у мозку старих 24-місячних щурів, які отримували їжу 

ad libitum (Рис. 3.8 Б та 3.8 В). Відомо, що фосфоліпіди, утворюються 

розгалуженим біосинтетичним шляхом [31], що починається з фосфатидної 

кислоти і збільшення вмісту фосфатидної кислоти в печінці при старінні 

може свідчити про пригнічення її використання в синтезі фосфоліпідів. Крім 

того, пул фосфатидної кислоти в клітині залежить від активності 

фосфоліпази Д, яка піддає гідролізу такі фосфоліпіди як фосфатидилхолін, 

фосфатидилетаноламін, фосфатидилінозитол, або диацилгліцеролкіназу яка 

фосфорилює диацилгліцерол. Водночас, деякими дослідниками відзначається 

вікове зниження активності фосфоліпази Д у корі головного мозку щурів 

[15], що в свою чергу може викликати зниження вмісту фосфатидної кислоти 

в цьому органі. Калорійно обмежена дієта викликала зниження вмісту 

фосфатидної кислоти у всіх вивчених тканинах 3-місячних щурів і зберігала 

рівень цього ліпіду незмінним до 24-місячного віку (Рис. 3.8). Збереження 

низького рівня фосфатидної кислоти з віком у тварин на калорійно 

обмеженій дієті супроводжується зниженим вмістом решти вивчених ліпідів і 

може свідчити про уповільнення метаболічної активності в вивчених 

тканинах старих щурів, які отримували калорійно обмежену дієту. 

Відомо, що печінка відіграє ключову роль в ліпідному метаболізмі і є 

основним місцем утворення ліпідів і ліпопротеїдів. У зв’язку з цим саме в 

печінці тварин, що отримували калорійно обмежену дієту протягом             

24-місячного віку, спостерігалося відновлення вмісту кардіоліпіну до рівня 

інтактних 3-місячних щурів. При цьому у серці і мозку старих щурів 
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калорійно обмежена дієта також запобігала зниженню рівня кардіоліпіну, але 

зберігаючи вміст цих ліпідів, на рівні молодих щурів, які отримували 

калорійно обмежену дієту. Враховуючи, те, що церамід робить значний 

вплив на метаболізм кардіоліпіну і фосфатидної кислоти [238], можна 

припустити, що калорійно обмежена дієта перешкоджаючи накопиченню 

цераміду в клітинах різних органів з віком сприяє відновленню вмісту 

мітохондріального ліпіду кардіоліпіну і таким чином нівелює суттєві вікові 

зміни рівня даного фосфоліпіду, що у свою чергу може бути важливою 

причиною відновлення функцій мітохондрій в старості [31] та поліпшення 

когнітивних здібностей старих щурів [233, 234].  

Попередніми дослідженнями встановлено, що введення етанолу           

3-місячним щурам призводить до збільшення вмісту цераміду, зменшенню 

сфінгомієліну та порушує метаболізм фосфоліпідів у тканинах 3-місячних 

щурів, викликаючи схожі на вікові зміни ліпідного обміну [51]. Відомо, що 

етанол – біологічно високоактивна речовина, споживання якої приводить до 

різноманітних структурних та метаболічних порушень в клітинах [241]. Під 

впливом алкоголю і прозапальних медіаторів (таких як TNF- альфа і оксид 

азоту) в мітохондріях відбувається роз’єднання процесів окислення і 

фосфорилювання, внаслідок чого значно зростає утворення активних форм 

кисню. Передбачається, що індукція оксидативного стресу і генерація 

цитокінів при дії етанолу є результатом накопичення цераміду в клітині 

внаслідок посилення синтезу de novo і активації сфінгомієліназ. Встановлено, 

що цераміди, попередньо синтезовані в ендоплазматичному ретикулумі 

можуть проникати в мітохондрії крізь мембранні контакти і збільшувати 

проникність мембран для цитохрому с і аденілаткінази [23]. У свою чергу, 

кардіоліпін також може впливати на метаболізм цераміду, змінюючи 

активність ключових ферментів метаболізму цераміду – церамідази та 

церамідкінази [242, 243, 244].  

Цераміди також здатні посилювати генерацію активних форм кисню 

шляхом пригнічення III комплексу респіраторного ланцюга [245]. Шкідливу 
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дію активних форм кисню можна знизити шляхом додавання в дієту 

флаваноїда кверцетина або n-3 поліненасичених жирних кислот риб’ячого 

жиру, які впливають на вільно-радикальні процеси і проявляють мембрано-

стабілізуючу дію [246, 247]. Показано, що додавання n-3 поліненасичених 

жирних кислот до раціону тварин протягом 4 тижнів приводить до зміни 

жирнокислотного складу фосфоліпідів мембран кардіоміоцитів у бік 

збільшення їхньої ненасиченості і поряд з кверцетином запобігає зниженню 

активності ферментів антиоксидантного захисту – супероксиддисмутази і 

каталази, в умовах ішемії - реперфузії [248]. Крім того, було показане, що 

додавання до харчового раціону флавоноїдів [47] і поліненасичених жирних 

кислот [9] призводить до нормалізації вмісту цераміду в умовах вікового та 

експериментального порушення [47, 48]. Так, раніше, було показано, що 

додавання до раціону n-3 поліненасичених жирних кислот риб’ячого жиру 

знижує синтез і накопичення цераміду і нормалізує рівень сфінгомієліну, 

фосфатидилсерину та фосфатидилетаноламіну в мозку щурів, які отримували 

етанол [9]. Вважається, що модулюючи ефекти дієти, збагаченої 

поліненасиченими жирними кислотами риб’ячого жиру пов’язаний зі 

здатністю цих речовин вбудовуватися у фосфоліпіди та змінювати 

властивості мембран, а також їхніми антиоксидантними й протизапальними 

якостями [47, 48]. Корекція вмісту цераміду і сфінгомієліну при додаванні 

кверцетину до раціону тварин, які отримували етанол, обумовлена 

антиоксидантними властивостями кверцетину і його здатністю 

вбудовуватися в ліпідний бішар та послаблювати мембранні ефекти етанолу 

[47, 48].  

Враховуючи можливість моделювання рівня цераміду етанолом, 

поліненасиченими жирними кислотами риб’ячого жиру та кверцетином 

[9, 47, 48] в даній роботі вивчали вплив поліненасичених жирних кислот 

риб’ячого жиру та кверцетину на вміст кардіоліпіну в печінці та серці 

молодих щурів в умовах короткострокової дії етанолу [156, 249, 250]. 

Встановлено, що вміст кардіоліпіну в серці тварин, яким вводили етанол 
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знижувався на 30 %, а в печінці алкоголізованих щурів знижувався на 38 % 

порівняно з щурами контрольної групи (Рис. 3.9). В той же час, введення 

етанолу піддослідним тваринам супроводжувалось зростанням рівня 

фосфатидної кислоти у серці (на 43 %) та в печінці (на 74 %) відносно 

контрольних тварин, які отримували воду. 

 

Рис. 3.9 Ефект етанолу, риб’ячого жиру і кверцетину на вміст 

кардіоліпіну та фосфатидної кислоти в тканинах 3-місячних щурів 

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»; # – р<0,05 у 

порівнянні з групою «Етанол» 

 

Отримані дані дозволяють припустити, що зміна метаболізму 

компонентів сфінгомієлінового циклу в клітинах печінки і серця при дії 

етанолу супроводжувалася зниженням вмісту кардіоліпіну і накопиченням 

фосфатидної кислоти. Введення до раціону  n-3 поліненасичених жирних 

кислот риб’ячого жиру сприяло відновленню зниженого дією етанолу рівня 

кардіоліпіну на 29 % в серці та на 36 % в печінці піддослідних тварин. Крім 

того, додавання до раціону  n-3 поліненасичених жирних кислот риб’ячого 

жиру на тлі дії етанолу призводило до зниження вмісту фосфатидної кислоти 

у серці (на 24 %) та печінці (на 34 %) відносно рівня щурів, що отримували 

етанол на тлі стандартного раціону (Рис. 3.9). Ефекти кверцетину на тлі 
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етанолу були аналогічними дії n-3 поліненасичених жирних кислот риб’ячого 

жиру та сприяли зростанню рівня кардіоліпіну як в серці (на 28 %), так і в 

печінці (на 35 %) у порівнянні з групою тварин, що отримували етанол. 

Разом із цим під дією кверцетина на тлі етанолу спостерігалось зниження 

вмісту фосфатидної кислоти в серці (на 23 %) та печінці (на 37 %) у 

порівнянні з таким у тканинах алкоголізованих тварин (Рис. 3.9). 

Накопичення фосфатидної кислоти в серці та печінці щурів при дії 

етанолу може відбуватися внаслідок пригнічення використання її в синтезі 

фосфоліпідів, зокрема кардіоліпіну [31, 251]. Крім того, фосфатидна кислота 

може утворюватися за участю мітохондріального пулу фосфоліпази D, яка 

локалізована в зовнішній мембрані мітохондрій, та може гідролізувати 

кардіоліпін до фосфатидної кислоти [252]. Рядом досліджень показано, що 

церамід підвищує активність фосфоліпази А2, яка піддає гідролізу 

кардіоліпін, знижуючи його вміст в клітинах. В той же час, вважається, що 

жирно-кислотна специфічність кардіоліпіну забезпечується ремоделюванням 

цього ліпіду, оскільки ферменти, відповідальні за його синтез de novo, не є 

специфічними для ацильних груп [3, 4]. У даний роботі аліментарні фактори 

нормалізували вміст кардіоліпіну і фосфатидної кислоти в серці та печінці 

експериментальних тварин (Рис. 3.9). Вочевидь, додавання до раціону 

поліненасичених жирних кислот риб’ячого жиру і кверцетину з одного боку 

запобігає розвитку оксидативного стресу і утворенню цитокінів і таким 

чином перешкоджає накопиченню цераміду в клітинах і розвитку клітинної 

дисфункції при дії етанолу, а з іншого боку додавання до раціону 

поліненасичених жирних кислот риб’ячого жиру може активізувати шляхи 

ремоделювання кардіоліпіну та підвищувати рівень цього фосфоліпіду. 

Враховуючи разом результати, щодо підвищення вмісту цераміду в 

печінці та мозку щурів, що отримували етанол [51], та дані про пригнічення 

церамідом активності деяких метаболічних шляхів кардіоліпіну [238] та 

функціонування мітохондрій [23, 247], можна припустити, що зниження 

рівня кардіоліпіну в печінці та серці щурів при дії етанолу відбувалось 
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внаслідок підвищення рівня цераміду в цих тканинах. А відновлення вмісту 

кардіоліпіну і фосфатидної кислоти до рівня контрольних тварин при 

додаванні до харчового раціону кверцетина або n-3 поліненасичених жирних 

кислот риб’ячого жиру на тлі етанолу відбувалося завдяки здатності цих 

речовин ефективно знижувати вміст цераміду. 

Таким чином, всі використані в даної роботі індуктори накопичення 

церамідів – доксорубіцин, етанол, пальмітинова кислота та збагачення 

раціону насиченими жирними кислотами призводили до зниження рівня 

кардіоліпіну в досліджених тканинах 3-місячних щурів. Для отримання 

чіткого доказу, що спостережуване зниження кардіоліпіну було викликане 

саме накопиченням цераміду ми використовували різні модулятори 

метаболізму цераміду в клітинах – іміпрамін, GW4869, міріоцин, кверцетин 

або n-3 поліненасичені жирні кислоти риб’ячого жиру разом із індукторами 

накопичення цього сфінголіпіду. У даній роботі збільшення вмісту 

кардіоліпіну в серці та печінці щурів досягалося шляхом пригнічення 

продукції цераміду, що передбачає взаємозв’язок між метаболізмом цих 

ліпідів. Крім того, утримання щурів на калорійно-обмеженому раціоні, який 

попереджав накопичення цераміду з віком, запобігало зниженню рівня 

кардіоліпіну в тканинах 24-місячних щурів. 

 

3. 2. 2 Модуляція метаболізму кардіоліпіну за допомогою 

екзогенних натуральних і синтетичних церамідів у серці, ізольованих 

гепатоцитах та мозку 3-місячних щурів 

 

3. 2. 2. 1 Вплив екзогенних церамідів на вміст кардіоліпіну в 

клітинах печінці та серця 3-місячних щурів  

 

У даній роботі встановлено зниження вмісту кардіоліпіну в серці і 

печінці старих щурів. Попередніми дослідженнями показано також 

збільшення вмісту цераміду в тканинах тварин при старінні. Крім цього 
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показано, що екзогенний церамід, внесений в середовище культивування 

молодих клітин імітує вікове накопичення ендогенних церамідів та сприяє 

формуванню фенотипу старої клітини [129]. При дії речовин, що індукують 

накопичення церамідів, також відбувається зниження вмісту кардіоліпіну. 

Разом з тим, використання n-3 поліненасичених жирних кислот риб’ячого 

жиру або кверцетину – препаратів, які попереджають накопичення церамідів, 

запобігало зниженню вмісту кардіоліпіну в серці і печінці щурів, які 

отримували етанол. Ці дані припускають щільний взаємозв’язок між рівнями 

цераміду і кардіоліпіну в клітинах. Для строгого доказу впливу рівня 

цераміду на вміст кардіоліпіну в нашій роботі, в середу культивування клітин 

або безпосередньо в тканини, вводили екзогенні природні або синтетичні 

цераміди. Раніше роботами нашої лабораторії було встановлено, що 

інкубація кератиноцитів у присутності синтетичного С2-цераміду, природних 

церамідів мозку або С18-церамідів призводила до залежного від концентрації 

сфінголіпіду збільшення вмісту цераміду цих клітин, а при тривалому впливі 

до пригнічення проліферації та індукції апоптозу [253]. Крім того, 

передбачається, що цитотоксичні і проапоптотичні ефекти церамідів 

залежать від довжини їх ацильних ланцюгів. У той же час встановлено, що 

індукція синтезу С18-цераміду в клітинах за участю дигідроцерамідсинтази-1 

викликає апоптоз клітин карциноми. Тоді як, С16-церамід, що утворюється 

дією дигідроцерамідсинтази-6 надає антиапототичні ефекти і захищає 

пухлинні клітини карциноми від дії стресу [254]. У даній роботі вивчали дію 

С2-, С16- і С18-церамідів на вміст кардіоліпіну, фосфатидної кислоти і 

життєздатність ізольованих клітин печінки молодих 3-місячних щурів [255, 

256, 257, 258]. Крім того, вивчали вміст кардіоліпіну при введенні 

довголанцюгового природного С16-цераміду безпосередньо в серця              

3-місячних щурів. В результаті перфузії сердець молодих щурів                 

С16-церамідом спостерігалося суттєве зниження вмісту кардіоліпіну в 

серцевої м’язової тканини в порівнянні з таким в серці контрольних               

3-місячних тварин (Рис. 3.10). 
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Рис. 3.10 Вплив короткочасної перфузії серця розчином С16-цераміду, 

на вміст кардіоліпіну в серці 3-місячних щурів  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з контрольними серцями, які 

перфузували етанол:додеканом  

 

Відомо, що вміст цераміду в клітинах значно збільшується при 

старінні, а експериментальне збільшення цього ліпіду у молодих тварин 

може приводити до появи вікових зміни в їх клітинах [10, 50, 51, 127, 259, 

260]. Так, показано, що при підвищенні рівня цераміду пригнічується 

реплікація ДНК і проліферація клітин, збільшується експресія                        

β-галактозидази і апоптоз [260]. У ряді експериментів in vitro, та in vivo було 

показано, що активність ферменту β-галактозидази збільшується при старінні 

[261]. На теперішній час активність β-галактозидази розглядається як один з 

маркерів старіння клітини. Крім того, підвищення цераміду в клітинах 

молодих щурів дієтами або дією попередників синтезу церамідів призводить 

до порушення сигналінгу інсуліну і тироксину, та індукує розвиток 

резистентності тканин до гормональних сигналів, подібно тому, як це 
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відбувається в клітинах-мішенях старих тварин [12, 13, 15, 48, 129]. За 

допомогою екзогенних церамідів було встановлено, що накопичення 

церамідів у клітинах пригнічує регулятор клітинного циклу Cdk2 і 

призводить до появи морфологічних змін, характерних для старої клітини. 

Порівнюючи зниження кардіоліпіну при природному старінні і при дії       

С16-цераміду на тканини серця молодих щурів можна відзначити, що 

екзогенний церамід наближав рівень кардіоліпіну до вмісту такого в серці    

12-місячних щурів (Рис. 3.10). Відомо, що церамід регулює активність 

фосфоліпази А2 і фосфоліпази Д [262]. Ці дані дозволяють припустити, що 

спостережуване зниження кардіоліпіну може бути пов’язано з підвищенням 

активності фосфоліпази А2, яка розщеплює кардіоліпін на 

монолізокардіоліпін і жирні кислоти. В той же час, в мітохондріях знайдено 

особливий мітохондріальний пул фосфоліпази Д, тому зниження рівня 

кардіоліпіну може бути обумовлено дією фосфоліпази Д, яка піддає гідролізу 

кардіоліпін з утворенням фосфатидної кислоти. Той факт, що в нашій роботі 

зниження вмісту кардіоліпіну викликане накопиченням цераміду 

відбувається на тлі збільшення вмісту фосфатидної кислоти дозволяє 

припустити, що ефекти цераміду на рівень кардіоліпіну можуть бути 

опосередковані шляхом підвищення активності мітохондріальної 

фосфоліпази Д. 

Експерименти, проведені з синтетичним аналогом цераміду, що має 

скорочений жирнокислотний ланцюг, N-ацетил-d-еритро-сфінгозином        

(С2-церамід), показали, що церамід здатний індукувати загибель клітин, 

викликаючи міжнуклеосомну деградацію ДНК і деякі морфологічні зміни в 

структурі клітини [127, 128]. Для порівняння ефектів природних та 

синтетичних церамідів на вміст кардіоліпіну, в даній роботі до середовища 

інкубації гепатоцитів 3-місячних щурів додавали цераміди з різною 

довжиною ацильного ланцюга (С2-церамід, С16-церамід або С18-церамід). 

Крім того, вивчалась залежність ефектів С2-цераміду від його концентрації в 

інкубаційному середовище на вміст кардіоліпіну в гепатоцитах 3-місячних 
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щурів [255, 256, 257, 258]. Встановлено, що інкубація гепатоцитів з високими 

концентраціями довголанцюгових С16- і С18-церамідів (60 μM) призводила 

до зниження вмісту кардіоліпіну на 25 % і 28 % відповідно. У той же час, 

коротколанцюговий С2-церамід в концентрації 15 μМ викликав зниження 

кардіоліпіну на 54 %, а збільшення концентрації цього цераміду призводило 

до подальшого падіння рівня кардіоліпіну (Рис. 3.11). Крім того, при дії 

зростаючих концентрацій С2-цераміду спостерігалося зниження частки 

кардіоліпіну щодо інших фосфоліпідів в клітині (Рис. 3.12). 

 

Рис. 3.11 Вплив церамідів з різною довжиною ацильного ланцюга на 

вміст кардіоліпіну в гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»  

 

Передбачається, що ефекти церамідів у клітинах визначаються їх 

внутрішньоклітинною локалізацією. Так цераміди, які синтезуються de novo в 

ендоплазматичному ретикулумі, регулюють процеси апоптозу [137], а 

цераміди, утворені в плазматичній мембрані, пригнічують сигнальний шлях 

NFkB і переміщення протеїнкінази С в мембрану, не блокуючи клітинного 

циклу [263]. Показано, що при стимулюванні апоптозу TNF-α або радіацією, 
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церамід, синтезований de novo в ендоплазматичному ретикулумі, 

транспортується в мітохондрії [21]. У той же час, кардіоліпін  є 

фосфоліпідом, зниження якого також пов’язують з розвитком апоптозу. 

 

Рис. 3.12 Вплив різних концентрацій C2-цераміду на вміст кардіоліпіну 

в гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»  

 

Встановлено, що кардіоліпін в мембранах мітохондрій щільно 

пов’язаний з цитохромом с, утримуючи його в мембрані. При зниженні 

вмісту кардіоліпіну цитохром с вивільняється з мітохондрій та запускає 

процес апоптозу. Встановлені в нашої роботі розбіжності ефектів коротко- і 

довголанцюгових церамідів, можуть бути пов’язані з різними шляхами їх 

метаболізму. Це припущення підтверджується експериментами в яких, було 

встановлено, що додавання довголанцюгового С18-цераміду в культуру 

епітеліальних клітин викликало зростання рівня сфінгомієліну, що 

передбачає активізацію шляхів швидкого перетворення цераміду в 

сфінгомієлін [253]. У той же час, внесення С2-цераміду в культуру цих 

клітин не призводило до збільшення сфінгомієліну, і зростанню рівня 

ендогенних довголанцюгових церамідів. 
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Крім зниження вмісту кардіоліпіну при дії екзогенних церамідів 

спостерігалося зменшення включення [14C]лінолевої кислоти до складу 

кардіоліпіну (Рис. 3.13).  

 

Рис. 3.13 Вплив екзогенних церамідів на включення [14C]лінолевої 

кислоти до складу кардіоліпіну в гепатоцитах 3-місячних щурів 

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль» 

  

Кардіоліпін набуває характерного складу жирних кислот шляхом пост-

синтетичного ремоделювання. Ремоделювання кардіоліпіну залежить від 

активності ферменту тафаззіну – неспецифічної фосфоліпід-

лізофосфоліпідтрансацилази. У той же час, церамід може впливати на синтез 

кардіоліпіну, регулюючи фермент його синтезу – 

фосфатидилгліцерофосфатсинтазу [238]. На клітинах раку молочної залози 

MDA-MB-231 було показано, що введення пальмітинової кислоти 

призводило до зниження рівня кардіоліпіну після короткочасного посилення 

його синтезу [214]. Передбачається, що синтез кардіоліпіну може 

регулюватися сфінголіпідами. Так, фармакологічне пригнічення 

серинпальмітоїлтрансферази збільшувало синтез кардіоліпіну в 

кардіоміоцитах АС16 [264]. Крім того, зниження цераміду в серці нокаутних 

мишей з дефіцитом специфічною для кардіоміоцитів 
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серинпальмітоїлтрансферази – Sptlc2, супроводжувалось збільшенням вмісту 

кардіоліпіну і посиленням експресії генів синтезу цього ліпіду [264]. 

У той же час, високі концентрації досліджених церамідів поряд зі 

зниженням рівня кардіоліпіну в даних умовах експерименту призводили до 

накопичення попередника в синтезі фосфоліпідів – фосфатидної кислоти 

(Рис.  3.14), причому пропорційне зниження кардіоліпіну супроводжувалося 

відповідним зростанням вмісту фосфатидної кислоти. Відомо, що 

фосфатидна кислота в клітинах міститься в невеликій кількості, і є важливим 

проміжним продуктом синтезу фосфоліпідів. У зв’язку, з чим накопичення 

фосфатидної кислоти в клітинах передбачає пригнічення її подальшого 

перетворення в гліцерофосфоліпіди, і зокрема в кардіоліпін. Не виключено, 

що індукована церамідом деградація кардіоліпіну та/або інших фосфоліпідів, 

під дією фосфоліпази Д, може призводити до накопичення фосфатидної 

кислоти в клітинах печінки. 

 

Рис. 3.14 Вплив екзогенних церамідів на вміст фосфатидної кислоти  в 

гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»  

 

Встановлене в даній роботі, зниження вмісту кардіоліпіну при 

додаванні до середовища інкубації гепатоцитів великих концентрацій 
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цераміду, супроводжувалося зниженням життєздатності цих клітин 

(Рис. 3.15). Так, при дії 15 μМ С2-цераміду життєздатність гепатоцитів 

знижувалася не суттєво, тоді як більші концентрації – 30 і 60 μМ С2-цераміду 

і 60 μМ довголанцюгових церамідів призводять до значного зниження 

життєздатності гепатоцитів вже через 3 години інкубації. Раніше було 

показано, що дія С2-, С16- і С18-церамідів у концентрації 5 і 10 мкг/мл не 

призводять до зниження життєздатності гепатоцитів [127]. У той же час, 

показано, що С18-церамід і С2-церамід в концентрації 15, 30 і 60 μМ 

приводили до апоптозу клітин епітелію [253].  

 

Рис. 3.15 Вплив екзогенних церамідів на життєздатність гепатоцитів    

3-місячних щурів  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»  

 

Низкою сучасних досліджень показано, що коротко- і довголанцюгові 

цераміди, здатні утворювати в мембранах мітохондрій стабільні ділянки 

підвищеної проникності, так звані церамідні канали, пропускна здатність 

яких залежить від концентрації вільного цераміду в мембрані [265, 266]. 

Дослідження впливу N-ацетил-d-еритро-сфінгозину на клітини 

нейробластоми (NB16), проведені Ramos B. та співавторами, показали, що 

С2-церамід (20 μМ) знижує життєздатність клітин на 75 % через 24 години і 
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викликає появу некротичних клітин, тоді як обробка цих клітин                    

С2-церамідом в концентрації 40 μМ призводила до збільшення кількості 

пошкоджених клітин в ранні терміни інкубації [267]. В експериментах 

Guo Y.L. та співавторів С2-церамід (12 μМ), введений в культуру 

мезенгіальних клітин, не впливав на їх життєздатність, однак, при високих 

концентраціях С2-цераміду (50 μМ) вже після 4 годин інкубації 

життєздатність мезенгіальних клітин знижувалася на 50 % [268]. 

З огляду на те, що зниження вмісту кардіоліпіну призводить до 

вивільнення з мембран мітохондрій цитохрому с, можна припустити, що 

апоптотичні ефекти цераміду можуть бути опосередковані не тільки 

підвищенням проникності мембран мітохондрій, а й його дією на ключові 

ферменти метаболізму кардіоліпіну. Зниження життєздатності гепатоцитів 

при дії великих концентрацій коротколанцюгового С2-цераміду (30 μМ та 

60 μМ) супроводжувалося вивільненням в середовище інкубації вільних 

жирних кислот, диацилгліцеролів, триацилгліцеролів і фосфоліпідів 

(Табл. 3.4), тоді як менші концентрації (15 μМ) не чинили подібного ефекту. 

Встановлено, що вільні жирні кислоти і диацилгліцероли зростали в 

середовищі інкубації при дії 60 μМ С2-цераміду в 2,4 рази щодо контролю, а 

триацилгліцероли та фосфоліпіди при дії 60 μМ С2-цераміду збільшувалися в 

2,6 разів відносно контрольної групи.  

При експериментальної індукції апоптозу лейкемичних клітин людини 

(U937 і Jurkat) встановлено, що загибель клітин супроводжується 

збільшенням вмісту фосфоліпідів і вільних жирних кислот в середовищі 

культивації [269]. Подібні зміни автори пов’язують з формуванням 

апоптотичних тілець, які складаються з компонентів плазматичних мембран. 

При цьому ранні ознаки апоптотичних змін в клітинах спостерігалися вже 

після першої години інкубації з екзогенним церамідом [269]. З огляду на те, 

що зниження життєздатності гепатоцитів при дії 30 і 60 μМ С2-цераміду 

супроводжувалося вивільненням триацилгліцеролів, диацилгліцеролів, 

фосфоліпідів та вільних жирних кислот (Рис. 3.15, Табл. 3.4), можна зробити 
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висновок про загибель деяких клітин. Це припущення підтверджується 

появою апоптотичних змін в клітинах епітелію після 24-годинної інкубації з 

С18- і С2-церамідами [253]. 

Таблиця 3.4  

Вміст ліпідів, у середовищі інкубації при дії різних концентрацій 

С2- цераміду на гепатоцити 3-місячних щурів 

 Вільні жирні 

кислоти 
Фосфоліпіди Диацилгліцероли Триацилгліцероли 

Контроль 40,96±1,52 37,02±2,28 22,26±1,02 24,11±1,02 

С2-церамід 

(15 µМ) 

41,61±2,98 36,43±0,59 21,6±0,52 25,25±0,44 

С2-церамід 

(30 µМ) 

54,12±3,2 * 50,98±0,94 * 31,93±0,99 * 38,36±0,53* 

С2-церамід 

(60 µМ) 

99,36±2,31 * 96,69±6,37 * 53,29±3,06* 61,83±7,57* 

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль». Данні представлені в 

нмолях/мг білка 

 

Таким чином встановлено, що використані в роботі екзогенні 

натуральні і синтетичні цераміди істотно знижують вміст кардіоліпіну в 

серці і клітинах печінки 3-місячних щурів. Падіння рівня кардіоліпіну, в 

свою чергу, може провокувати зниження життєздатності гепатоцитів і 

передувати вивільненню диацилгліцеролів, триацилгліцеролів, фосфоліпідів 

та вільних жирних кислот в середовище культивування клітин. Отримані дані 

дозволяють розглядати зменшення вмісту кардіоліпіну в гепатоцитах при дії 

15 μМ С2-цераміду, як ранній маркер погіршення життєздатності 

гепатоцитів. Отримані дані свідчать про те, що збільшення в клітинах вмісту 

цераміду опосередковує зниження рівня кардіоліпіну, що в подальшому 

може призводити до загибелі клітин і розвитку патологій серця і печінки. 
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3. 2. 2. 2 Вплив екзогенного С16-цераміду на вміст кардіоліпіну в 

гіпокампі і корі мозку та поведінку 3-місячних щурів 

 

У даній роботі встановлено зниження вмісту кардіоліпіну, як при дії 

індукторів накопичення церамідів (доксорубіцину, етанолу, пальмітинової 

кислоти, насичених жирних кислот раціону), так і при внесенні екзогенних 

церамідів (С2-, С16- і С18-церамідів) до середовища культивування клітин. 

Крім того, зниження вмісту кардіоліпіну спостерігалося в клітинах печінки, 

серця, кори мозку і гіпокампу 24-місячних щурів. Також встановлено, що 

додавання до середовища культивації гепатоцитів екзогенних церамідів 

призводить до зниження вмісту кардіоліпіну та життєздатності клітин 

печінки. Аналіз отриманих результатів дозволяє припустити, що зниження 

вмісту кардіоліпіну може передувати порушенню функціонування 

мітохондрій і розвитку ряду патологій, асоційованих зі старінням. 

В останні роки велика увага приділяється питанням мітохондріальної 

дисфункції як причині, що призводить до розвитку нейродегенерації, і 

патогенезу хвороби Альцгеймера, Паркінсона, Гантігтона, бічного 

аміотрофічного склерозу, спадкової спастичної параплегії та захворювань 

мозочка [16]. З іншого боку, відомо, що асоційовані з віком нейродегенерації 

можуть бути пов’язані з накопиченням цераміду [270, 271, 272]. Однак 

механізми нейродегенеративних порушень, викликаних накопиченням 

цераміду залишаються недостатньо вивченими. Так, індукція апоптозу при 

введенні екзогенних церамідів у середовище культивації деяких 

нейрональних клітин була встановлена на клітинах нейробластоми людини, 

нейронах середнього мозку і гранулярних клітинах мозочка [273, 274, 275, 

276]. Крім того, сучасні уявлення про розвиток депресії припускають, що 

зміна клітинної пластичності в гіпокампі і порушення балансу між 

нейрогенними і апоптотичними процесами призводить до нейродегенерації 

та атрофії гіпокампу [150]. У той же час, застосування антидепресантних 

препаратів збільшують нейрогенез і можуть запобігати порушенню функцій 
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гіпокампу [150]. Виходячи з цього, наступним напрямком нашої роботи стало 

дослідження ефекту С16-цераміду на вміст кардіоліпіну в корі головного 

мозку і гіпокампі, та на поведінку молодих щурів. 

Останнім часом багатьма дослідниками пропонується інтраназальний 

спосіб введення фармакологічних препаратів, як перспективний і найменш 

травматичний порівняно з ін’єкційним способом введення [277, 278]. При 

інтраназальному введенні фармакологічні препарати не беруть участі в 

первинному метаболізмі в печінці, так як швидко виявляються в крові 

завдяки багатому кровоносними судинами епітелію носової порожнини 

можуть доставлятися безпосередньо в ЦНС [150]. В даний час, цей спосіб 

введення лікарських препаратів розглядається як перспективна альтернатива 

в лікуванні хвороби Альцгеймера та Паркінсона, депресивно-подібних 

розладів і інших патологій ЦНС [279]. З метою збільшення вмісту цераміду в 

мозку тварин в наступній серії експериментів молодим 3-місячним щурам 

вводили С16-церамід шляхом інтраназального вприскування. 

В результаті експерименту спостерігалася поява деяких особливостей в 

поведінці піддослідних щурів. Так встановлено, що під дією С16-цераміду 

щури починали віддавати перевагу воді вже після 4-го внутрішньоназального 

введення С16-цераміду (Рис. 3.16 А), тоді як контрольні тварини 

продовжували віддавати перевагу 2 % розчину сахарози. Відомо, що щури 

зазвичай віддають перевагу солодкому розчину ніж воді, проте 

передбачається, що при розвитку депресивно-подібних станів у тварин 

з’являється ангедонія – стан при якому тварина відмовляється від таких 

позитивних стимулів, як вживання солодкого в умовах вільного вибору між 

водою і розчином сахарози [280, 281, 282]. Крім того, в даній роботі було 

проведено порівняння схильності до вживання солодкого розчину між 

інтактними щурами 3-, 24- та 30-32-місячного віку (Рис. 3.16 Б), та виявлено, 

що старі щури в значно меншому ступені віддають перевагу розчину 

сахарози, ніж молоді 3 місячні тварини. 
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Рис. 3.16 Перевага до вживання розчину сахарози (2 %) відносно 

загального об’єму вжитої рідини за добу  

Примітки:  

1. А – щури, що отримували С16-церамід, шляхом 

внутрішньоназального введення; Б – порівняння вікових особливостей 

переваги до сахарози в інтактних щурів; 

2. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Етанол:додекан»; ** – р<0,05 у 

порівнянні з групою «3-місячні»; 

3. Дані представлені у % від загальної кількості вжитої рідини 

 

З огляду на те, що багато дослідників пов’язують вікове накопичення 

цераміду в мозку з появою депресивно-подібних станів [150], можна 

припустити, що саме збільшення цераміду в мозку 3-місячних щурів може 

відповідати за розвиток ангедонії.  В даний час для виявлення тривожності та 

депресивно-подібних змін в поведінці тварин застосовують різні тести. 

Одним з таких тестів є аналіз часу нерухомості при іммобілізації щура за 

хвіст. Відомо, що тварина, яка схильна до депресивно-подібного стану, 
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менше часу витрачає на спроби вивільнитися з незручного становища [283, 

284, 285].  

Значне збільшення часу нерухомості тварин, які отримували             

С16-церамід (Рис. 3.17) підтверджує результати отримані при аналізі 

переваги до сахарози і характеризують розвиток депресивно-подібної 

поведінки при дії С16-цераміду. 

 

Рис. 3.17 Час нерухомості в тесті іммобілізації за хвіст щурів, які 

отримували С16-церамід шляхом внутрішньоназального введення  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Етанол:додекан»  

 

В даний час тест «темний/світлий відсік» застосовується для 

оцінювання тривожності у гризунів. Камера складається з «безпечного» 

темного відсіку і яскраво освітленого – світлого відсіку, що створює 

конфліктну ситуацію для тварини, схильного з одного боку досліджувати 

нову територію і страху перед невідомою світлою частиною камери. 

Вважається, що тривалість перебування в темному відсіку корелює з рівнем 

тривожності, тоді як число виходів до світлого відсіку і час його обстеження 

– характеризує дослідницьку активність тварин [286]. У даній роботі в тесті 
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«темний/світлий відсік» спостерігалося зменшення кількості переходів до 

світлого відсіку (Рис. 3.18 А) і зниження локомоторної активності щурів 

(Рис. 3.18 Б), які отримували С16-церамід шляхом внутрішньо назального 

введення. Разом з цим, під впливом назального введення С16-цераміду у 

щурів значно збільшувався час, проведений в темному відсіку (Рис. 3.18 В). 

Ці дані свідчать про те, що введення С16-цераміду призводило до зниження 

дослідницької активності щурів та підвищення тривожності у цих тварин. 

Крім того, оцінити тривожність і дослідницький інстинкт можна в тесті 

«годування в незнайомій обстановці», коли тварину, яка голодувала 

протягом 24 годин, поміщають в незнайому клітку, в якій знаходиться звична 

для неї їжа. Вважається, що, незважаючи на голод, щури витрачають деякий 

час на дослідження незнайомої території, і тривалість часу, витраченого на 

дослідження клітки перед початком їжі, характеризує збільшення 

тривожності тварин. При вивченні ефектів внутрішньоназального введення 

С16-цераміду встановлено, що контрольні тварини набагато менше часу 

витрачали на дослідження нової території та швидше адаптувалися до нової 

обстановки на відміну від тварин дослідної групи (Рис. 3.18 Г). 

При вивченні особливостей поведінки тварин не менш важливі тести 

оцінки грумінгу і інстинкти догляду за собою. Показано, що введення 

цераміду в гіпокамп мишей призводило до зміни поведінкових реакцій цих 

тварин, зокрема, шерстка цих мишей ставала неохайною, що свідчить про 

порушення поведінкових реакцій «догляду за собою» і характеризує 

розвиток депресивно-подібних станів [150]. У нашій роботі поведінкові 

реакції «догляду за собою» досліджували в тесті «Сплеш», при якому 

мордочку щура обприскували концентрованим солодким розчином, що 

призводило до активізації очисних реакції у щурів. 
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Рис. 3.18 Особливості поведінки щурів після назального введення     

С16-цераміду в тестах «Темний/світлий відсік» (А-В), при годуванні в 

незнайомій обстановці (Г), та «Сплеш-тесті» (Д, Е)  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Етанол:додекан»  
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Встановлено, що введення С16-цераміду призводило до збільшення 

часу протягом, якого у тварин дослідної групи з’являлася необхідність 

грумінгових реакцій (Рис. 3.18 Д), а загальний час, витрачений на очисні 

реакції зменшувався (Рис. 3.18 Е). 

Таким чином, аналіз різних поведінкових тестів, проведених після 

введення С16-цераміду 3-місячним тваринам, свідчить про розвиток 

депресивно-подібного стану і зростання тривожності у щурів дослідної 

групи. Крім того, порівняння поведінки молодих (3-місячних), старих        

(24-місячних) і дуже старих (30-32-місячних) щурів виявило зміни в 

поведінці щурів в пізньому онтогенезі (Рис. 3.19) подібні спостережуваним 

при введенні С16-цераміду 3-місячним тваринам. Зміни поведінки тварин і 

розвитку депресивно-подібного стану з віком відбуваються на тлі збільшення 

рівня цераміду і зниження вмісту кардіоліпіну в гіпокампі і корі старих 

тварин [150]. 

Фізіологія депресивно-подібних станів залишається нез’ясованою, хоча 

існують різні теорії щодо механізмів її розвитку. Останнім часом деякими 

дослідниками вважається, що дисфункція мітохондрій в різних ділянках 

мозку може бути пов’язана з розвитком депресивних станів [287, 288]. Так, 

було показано, що хронічний стрес пригнічує процеси окисного 

фосфорилювання в мітохондріях, і призводить до пошкоджень 

ультраструктури цих органел в різних областях мозку, включаючи гіпокамп, 

кору і гіпоталамус мишей [289, 290].  

Мітохондрії грають роль у виробництві АТФ, балансу активних форм 

кисню і виконання складних процесів нейротрансмісії. З огляду на, те що 

церамід може реалізовувати свої ефекти впливаючи на мітохондрії, а 

функціональний стан цих органел щільно пов’язаний з рівнем важливого 

мітохондріального ліпіду – кардіоліпіну, в нашій роботі вивчали зміни вмісту 

кардіоліпіну та ендогенного цераміду в гіпокампі щурів в умовах введення 

С16-цераміду. 
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Рис. 3.19 Особливості поведінки щурів різного віку при годуванні в 

незнайомій обстановці (А), в «Сплеш-тесті» (Б) і в тесті «Темний/світлий 

відсік» (В, Г)  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою 3-місячних щурів  
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В ході цієї роботи було встановлено, що внутрішньоназальне введення      

С16-цераміду 3-місячним щурам призводило до зростання вмісту ендогенних 

церамідів, і зменшенню рівня кардіоліпіну в гіпокампі (Рис. 3.20).  

 

Рис. 3.20 Ефекти С16-цераміду на вміст цераміду та кардіоліпіну в 

гіпокампі  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Етанол:додекан»  

 

Таким чином, в даній роботі встановлено взаємозв’язок між змінами 

вмісту кардіоліпіну і цераміду, а також розвитком асоційованої з віком 

тварин депресивно-подібної поведінки. Зростання вмісту цераміду в 

гіпокампі молодих щурів шляхом введення С16-цераміду за допомогою 

внутрішньоназального введення призводив до зниження вмісту кардіоліпіну 

в мозку і появи депресивно-подібних особливостей поведінки: у щурів 

дослідної групи зменшувався час, витрачений на очисні реакції, з’являлася 

ангедонія, знижувалася локомоторна і дослідницька активність, зростала 

тривожність щурів. З огляду на те, що церамід може безпосередньо впливати 

на мітохондрії та мітохондріальні ліпіди, отримані дані дозволяють 

припустити, що збільшення рівня цераміду в мозку веде до порушень 

метаболізму кардіоліпіну, і зниження рівня цього ліпіду, що в свою чергу 

викликає появу депресивно-подібних розладів у щурів. 
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3. 3 Вплив інгібіторів обміну сфінголіпідів на вміст кардіоліпіну в 

тканинах і клітинах та поведінку 24-місячних щурів  

 

В попередніх дослідженнях ми моделювали підвищений рівень 

цераміду в клітинах і тканинах молодих щурів за допомогою індукторів 

накопичення цераміду: доксорубіцину, етанолу, пальмітинової кислоти, дієти 

з насиченими жирними кислотами, або введення екзогенних церамідів різної 

природи, з метою вивчення їх ефектів на метаболізм кардіоліпіну. 

Встановлено, що при індукції накопичення цераміду, спостерігалось 

зниження рівня кардіоліпіну, а препарати да дієти, що запобігали 

накопиченню цераміду попереджали зниження кардіоліпіну. Результати, 

отримані в експериментах на клітинах і тканинах молодих тварин, 

припускають щільний взаємозв’язок метаболізму сфінголіпідів та 

кардіоіліпіну. У той же час численними роботами встановлено накопичення 

цераміду в різних тканинах старих тварин [142, 143, 144]. Одними з основних 

шляхів утворення цераміду в клітинах є синтез de novo в мітохондріях та 

ендоплазматичному ретикулумі за участю церамідсинтаз та при деградації 

мембранного сфінгомієліну групою ферментів сфінгомієліназ. Вважається 

що при старінні основна маса цераміду в клітинах утворюється в результаті 

активації сфінгомієліназ, а не шляхом синтезу de novo [6, 142, 144]. Зсув 

балансу в обміні сфінголіпідів у напрямку генерації цераміду може 

приводити до індукції апоптозу, як шляхом кластеризації рецепторів, що 

задіяні в передачі апоптотичних сигналів на мембрані, так і участю цераміду 

в активації каспаз та утворенні мітохондріальних пор [17, 18]. Вікове 

накопичення цераміду в клітинах деякі дослідники пов’язують з надмірною 

активацією сфінгомієліназ [142]. Клас сфінгомієліназ поділяють на кислі та 

нейтральні. Найбільш ефективними інгібіторами кислої сфінгомієлінази є 

фосфоінозит-ліпіди – вторинні месенджери інозит-3-фосфатного сигнального 

каскаду [158]. Однак, через погану проникність мембран введення 
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фосфоінозит-ліпідів в клітини для пригнічення сфінгомієліназної активності 

не набуло поширення [158]. У той же час, для деградації кислої 

сфінгомієлінази успішно застосовуються трициклічні антидепресанти, 

наприклад іміпрамін і амітриптилін [159]. Основним ефектом препаратів 

цього ряду є блокада зворотного захоплення нейромедіаторів адренергічних 

рецепторів, проте ряд досліджень вказує на те, що пригнічення 

сфінгомієліназної активності також вносить значний вклад в 

антидепресантний ефект іміпраміну [292]. Іміпрамін (Рис. 3.21 А) ефективно 

пригнічує кислу сфінгомієліназу шляхом порушення її зв’язку з негативно 

зарядженими ліпідами лізосомальних мембран, після чого фермент 

піддається протеолізу [4, 160].  

A  Б        В  

Рис. 3.21 Структурні формули іміпраміну гідрохлориду (А), 

золедронової кислоти (Б) та N-ацетилцистеїну (В) 

 

Зв’язування активного центру кислої сфінгомієлінази можна досягти 

застосовуючи препарати на основі бифосфонатів, наприклад золедронову 

кислоту [158]. Золедронова кислота (Рис. 3.21 Б) пригнічує активність кислої 

сфінгомієлінази шляхом утворення стабільного комплексу з Zn2+ в 

реакційному центрі ферменту [158]. Золедронова кислота використовується, 

зокрема при лікуванні остеопорозу, причому, природа її впливу на 

остеокласти залишається не до кінця з’ясованої [161]. Можливо, в даному 

випадку пригнічення кислої сфінгомієлінази також вносить значний вклад в 

терапевтичний ефект. Іміпрамін та золедронова кислота широко 

використовуються при експериментальному селективному пригніченні 

кислої сфінгомієлінази при інкубації клітин in vitro [154, 158]. Крім того 
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встановлено, що N-ацетилцистеїн (Рис 3.21 В) широко використовуваний 

in vivo та in vitro антиоксидант, в той же час є інгібітором нейтральної 

сфінгомієлінази [293]. Введення старим тваринам N-ацетилцистеїну викликає 

пригнічення нейтральної сфінгомієлінази, активність якої підвищується з 

віком в різних тканинах, та зниження рівня цераміду в гіпокампі, корі мозку, 

сироватці крові, скелетних м’язах та нирках [293, 294]. Беручи до уваги, що 

накопичення церамідів у тканинах супроводжується зниженням вмісту 

кардіоліпіну, наступним етапом нашій роботи, явилось вивчення шляхів 

корекції вмісту кардіоліпіну в клітинах та тканинах старих тварин при дії 

інгібіторів кислої сфінгомієлінази (іміпраміну і золедронової кислоти) та 

інгібітору нейтральної сфінгомієлінази – N-ацетилцистеїну [295, 296]. 

Низкою попередніх досліджень було продемонстрована можливість 

модуляції вікових змін обміну сфінголіпідів в різних тканинах старіючого 

організму за допомогою іміпраміну [143] або N-ацетилцистеїну [293, 294]. 

Введення іміпраміну значно коригувало вміст цераміду в тканинах старих 

щурів лінії Вістар, наближаючи баланс церамід/сфінгомієлін до показників 

молодих тварин [142, 143]. Так, раніше в нашої лабораторії було встановлено 

збільшення вмісту сфінгомієліну і зниження співвідношення 

церамід/сфінгомієлін в гіпокампі (на 39 %), корі мозку (на 29 %), серці 

(на 19 %) і печінці (на 13 %) старих щурів після 14-денного введення 

тваринам меліпраміну (препарату, діючою речовиною якого, є іміпрамін) 

[143]. Зниження співвідношення рівня цераміду до сфінгомієліну в клітинах є 

важливим показником підвищення активності сфінгомієліназ. Вважається, 

що підвищення співвідношення церамід/сфінгомієлін в клітинах у процесі 

старіння організму, збільшує чутливість клітин до апоптотичних сигналів і 

може індукувати загибель клітин шляхом апоптозу або некрозу [153]. 

Значення сфінгомієліназ у змінах рівня сфінголіпідів, викликаних 

іміпраміном, можна підтвердити дією специфічного інгібітору кислої 

сфінгомієлінази – золедронової кислоти. Так, ін’єкції золедронової кислоти 

старим щурам викликали зниження вмісту цераміду, накопичення 
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сфінгомієліну та зменшення співвідношення церамід/сфінгомієлін в 

сироватці крові, печінці, серці і литковому м’язі 24-місячних щурів [142]. 

При цьому найбільш виражений ефект золедронової кислоти спостерігався в 

серці старих тварин: вміст сфінгомієліну підвищувався на 47 %, в той час як 

рівень цераміду знижувався майже в 2 рази, в порівнянні з контрольними 

тваринами [142]. 

У даній роботі встановлено, що рівень кардіоліпіну, знижений в серці і 

печінці 24-місячних щурів, збільшувався в цих тканинах при дії іміпраміну, 

золедронової кислоти або N-ацетилцистеїну (Рис. 3.22). Причому, в печінці 

іміпрамін збільшував рівень кардіоліпіну на 38 %, а золедроновая кислота на 

28 % порівняно з вмістом цього ліпіду в печінці молодих тварин (Рис. 3.22). 

У той же час в серці, обидва препарати приводили до збільшення рівня 

кардіоліпіну на 29 % (у щурів які отримували іміпрамін) і на 33 % (при дії 

золедронової кислоти) в порівнянні з контрольними щурами 24-місячного 

віку. Однак якщо іміпрамін і золедронат в печінці викликали значне 

збільшення вмісту кардіоліпіну, як в порівнянні зі старими, так і з                   

3-місячними тваринами, то в серці обрані дози інгібіторів кислої 

сфінгомієлінази виявилися недостатніми для відновлення вмісту кардіоліпіну 

до рівня 3-місячних щурів, хоча і підвищували вміст кардіоліпіну в 

порівнянні з 24-місячними щурами. Можна припустити, що іміпрамін і 

золедронат металізуються в печінці, в зв’язку, з чим концентрація і ефекти 

цих препаратів в тканинах печінки виявилися вищими, ніж в серці. При 

цьому інгібітор нейтральної сфінгомієлінази – N-ацетилцистеїн в серці і 

печінці відновлював рівень кардіоліпіну до рівня молодих щурів (Рис. 3.22). 

У корі мозку жоден з застосованих інгібіторів кислої сфінгомієлінази не 

впливав на рівень кардіоліпіну, тоді як пригнічення активності нейтральної 

сфінгомієлінази дією N-ацетилцистеїну значно підвищувало вміст 

кардіоліпіну. Можна припустити, що ефекти N-ацетилцистеїну на рівень 

кардіоліпіну в серці і печінці старих щурів частково обумовлені його 

антиоксидантними властивостями, але в той же час показано, що в 
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мітохондріях присутня мітохондрія-асоційована нейтральна сфінгомієліназа 

[297], тому спостережувані ефекти можуть бути викликані дією                     

N-ацетилцистеїну саме на метаболізм сфінголіпідів в мітохондріях. Крім 

того, раніше було показано, що ін’єкції іміпраміну старим щурам протягом 

14 днів ефективно знижували рівень цераміду в сироватці крові і м’язах, але 

не в гіпокампі і корі мозку цих тварин [143]. 

 

Рис. 3.22 Вплив інгібіторів нейтральної та кислої сфінгомієліназ на 

вміст кардіоліпіну в тканинах 24-місячних щурів 

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль 3-місячні»;      

** – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль 24-місячні». Данні представлені 

у % від 3-місячних тварин 

 

Встановлено, що в тканинах мозку основний внесок в збільшення рівня 

цераміду досягається саме за рахунок дії нейтральної сфінгомієлінази, тоді як 

кисла сфінгомієліназа бере участь у формуванні пулу цераміду в 

периферичних тканинах [293, 298, 299, 300]. Таким чином, значний ефект    

N-ацетилцистеїну на рівень кардіоліпіну в мозку в порівнянні з дією 

інгібіторів кислої сфінгомієлінази може пояснюватися тканинної 

специфічністю сфінгомієлінази. 
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У той же час, збільшення вмісту кардіоліпіну при дії інгібіторів кислої 

сфінгомієлінази супроводжувалися зниженням рівня фосфатидної кислоти в 

печінці та серці старих щурів, у порівнянні з контрольними тваринами 

(Рис. 3.23). Зниження рівня фосфатидної кислоти на тлі збільшення вмісту 

кардіоліпіну ймовірно пов’язано з активізацією використання фосфатидної 

кислоти в синтезі фосфоліпідів. Тоді як відсутність змін фосфатидної 

кислоти в серці і мозку при дії N-ацетилцистеїну передбачає збільшення 

вмісту кардіоліпіну за рахунок блокування шляхів його деградації. У той же 

час, в мозку старих щурів при дії іміпраміну і золедронової кислоти 

спостерігається зниження вмісту фосфатидної кислоти (на 34 % і на 42 % 

відповідно), яке супроводжується не значним збільшенням рівня кардіоліпіну 

(Рис. 3.23). Можна припустити, що інгібітори кислої сфінгомієлінази в мозку 

старих тварин прискорюють перетворення фосфатидної кислоти в 

фосфоліпіди.  

 

Рис. 3.23 Вплив інгібіторів нейтральної та кислої сфінгомієлінази на 

вміст фосфатидної кислоти в тканинах 24-місячних щурів  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль 3-місячні»;       

** – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль 24-місячні». Данні представлені 

у % від 3-місячних тварин 
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Показано, що накопичення цераміду в мембранах клітин з віком 

призводить до латентної активації церамід-залежних сигнальних каскадів, 

відповідальних зокрема за запальні процеси і активацію імунної системи, що 

в свою чергу може провокувати хронічні запальні процеси в тканинах [5, 125, 

153, 154]. Введенням інгібіторів нейтральної та кислої груп сфінгомієліназ 

встановлено, що зниження вмісту цераміду, призводить до збільшення вмісту 

кардіоліпіну в досліджених тканинах старих щурів. Крім того, відсутність 

ефекту іміпраміну і золедронової кислоти на вміст кардіоліпіну в мозку 

старих щурів, може бути обумовлено тканинної специфічністю дії кислої 

сфінгомієлінази.  

Низкою дослідників показана здатність N-ацетилцистеїну пригнічувати 

активність нейтральної сфінгомієлінази, і знижувати підвищений гіпоксією 

рівень цераміду в клітинах PC12 [298], і мозку старих щурів [293]. У 

пізньому постнатальному онтогенезі в гіпокампі і неокортексі щурів 

встановлена підвищена активність нейтральної сфінгомієлінази і акумуляція 

цераміду [293], тоді як введення N-ацетилцистеїну цим тваринам призводило 

до зниження надмірної генерації цераміду за рахунок пригнічення активності 

нейтральної сфінгомієлінази і поліпшенню когнітивних здібностей старих 

щурів [293]. З огляду на те, що під дією N-ацетилцистеїну в мозку рівень 

кардіоліпіну збільшувався (Рис. 3.22), а зниження вмісту кардіоліпіну в мозку 

при дії С16-цераміду призводило до появи депресивно-подібної поведінки   

3-місячних щурів (див. розділ 3.2.2.2), в подальших дослідженнях для 

вивчення взаємозв’язку поведінки тварин і вмісту цього ліпіду старим щурам 

вводили N-ацетилцистеїн шляхом інтраназального введення (Рис. 3.24). 

Встановлено, що введення N-ацетилцистеїну старим 24-місячним щурам 

протягом 14 днів шляхом інтраназального вприскування призводило до 

підвищення рівня кардіоліпіну (на 86 %) та зменшенню відношення 

церамід/сфінгомієлін з 0,80±0,08 (в гіпокампі контрольних щурів) до 

0,49±0,03 (у гіпокампі щурів, що отримували N-ацетилцистеїн). Ці зміни 
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вмісту ліпідів у гіпокампі супроводжувалися коригуванням поведінки 

піддослідних щурів (Рис. 3.24). 

 

Рис. 3.24 Вплив N-ацетилцистеїну на особливості поведінки щурів    

24-місячного віку в тесті на перевагу до сахарози (А), «Сплеш-тесті» (Б та В) 

та при годуванні в незнайомій обстановці (Г)  

Примітка. * – р<0,05 у порівнянні з групою «Контроль»  
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Встановлено що, вже після 9 введення N-ацетилцистеїну щури 

дослідної групи починали віддавати перевагу солодкому розчину 

сахарози (Рис. 3.24 А), значно зменшувався латентний період перед початком 

грумінгових реакцій які складались в очисних реакцій та 

вмиваній (Рис. 3.24 Б), збільшувався загальний час догляду за собою 

(Рис. 3.24 В). В тесті годування щурів в незнайомій обстановці дослідні 

тварини скоріше адаптувалися в нової клітці, та раніше починали приймати 

їжу (Рис. 3.24 Г), що може свідчити про зменшення рівня їхньої тривожності. 

Раніше при дослідженні поведінки щурів старого (24-місячного) та дуже 

старого (30-32-місячного) віку були виявлені ознаки депресивно-подібної 

поведінки в щурів цих вікових груп (Рис. 3.19). 

Одним з факторів ризику розвитку депресивно-подібних станів є вплив 

стресу. Відомо, що значний депресивно-подібний розлад поведінки у 

піддослідних тварин досягається при пред’явленні їм різних 

непередбачуваних стресорів протягом тривалого часу. Крім того, показано, 

що в патології депресивно-подібних станів задіяний ліпідний шлях, який 

активується окисним стресом, запаленням, а також психосоціальним стресом 

[301]. Збільшення цераміду в мозку при введенні С16-цераміду 

безпосередньо в гіпокамп імітує зміни, що виникають при стресі [150]. У той 

же час, введення N-ацетилцистеїну старим тваринам призводило до 

зниження рівня цераміду, пригнічення активності нейтральної 

сфінгомієлінази і поліпшення когнітивних функцій у 24-місячних 

щурів [302].  

У нашій роботі встановлено, що інтраназальне введення                       

N-ацетилцистеїну знижувало вміст кардіоліпіну і співвідношення 

церамід/сфінгомієлін, а також нівелювало ознаки депресивно-подібної 

поведінки старих щурів (див. розділ 3.2.2.2), посилюючи інстинкти догляду 

за собою, частоту грумінгових реакцій і знижуючи тривожність цих тварин. 

Зменшення депресивно-подібних симптомів при введенні N-ацетилцистеїну 

старим тваринам виражається також у зниженні ангедонії та надання 
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переваги солодкому розчину ніж воді. Таким чином отримані данні є строгим 

доказом того, що депресивно-подібна поведінка пов’язана із рівнями 

цераміду та кардіоліпіну, а регулювання вмісту цих сигнальних ліпідів 

дозволяє коригувати вік-асоційовані депресивно-подібні стани та прояви 

тривожності.  

 

3. 4 Вплив екзогенного кардіоліпіну на чутливість клітин              

24-місячних щурів до інсуліну 

 

В даній роботі встановлено, що індукція накопичення ендогенних 

церамідів шляхом збільшення вмісту насичених жирів раціону, введення 

щурам етанолу або доксорубіцину, та додавання до середовища інкубації 

гепатоцитів екзогенних церамідів, доксорубіцину, пальмітинової кислоти 

призводило до зниження вмісту кардіоліпіну в досліджених клітинах 

(див. розділи 3.2.1 та 3.2.2.1). В той же час, обмеження калорійності раціону 

щурів протягом життя, або введення інгібіторів різних етапів метаболізму 

цераміду запобігало зниженню при старінні вмісту кардіоліпіну в клітинах 

печінки, серця та кори мозку (див. розділи 3.2.1 та 3.3). Крім того, зниження 

рівня кардіоліпіну в гепатоцитах щурів передувало зниженню життєздатності 

цих клітин (див. розділ 3.2.2.1), а зменшення вмісту кардіоліпіну в гіпокампі, 

викликане введенням С16-цераміду, супроводжувалось появою депресивно-

подібних розладів поведінки щурів, що також може бути обумовлено 

порушенням функціонування клітин мозку (див. розділ 3.2.2.2). Отримані 

результати вказують на взаємозв’язок між рівнями кардіоліпіну, цераміду та 

функціонуванням тканин.  

Відомо, що при старінні в клітинах накопичується церамід, що 

багатьма дослідниками вважається причиною розвитку метаболічних 

захворювань, діабету 2 типу та нейродегенерацій, внаслідок розвитку 

резистентності клітин-цілей до дії інсуліну [10, 11, 13, 136, 271]. Раніше в 

нашої лабораторії було встановлено, що моделювання підвищеного вмісту 



130 
 

цераміду в гепатоцитах, корі мозку або діафрагмі призводить до порушення 

інсулін-залежного поглинання глюкози та утворення глікогену [10, 13, 15]. 

Тоді як введення до середовища інкубації клітин модуляторів обміну 

сфінголіпідів, які призводять до зниження вмісту цераміду, відновлювало 

чутливість клітин до інсуліну та стимулювало процеси поглинання глюкози 

клітинами [11, 13]. Таким чином модулюючи обмін сфінголіпідів в клітинах 

вдавалось відновлювати порушений із віком або експериментально 

функціональний стан клітин [11, 13]. Враховуючи встановлену здатність 

відновлювати чутливість клітин до гормональних стимулів шляхом зниження 

вмісту цераміду, а також те що накопичення цераміду призводило до 

порушення метаболізму кардіоліпіну (див. розділ 3.2.2.1) в клітинах 

наступним етапом нашої роботи явилось вивчення впливу екзогенного 

кардіоліпіну на функціональний стан клітин та тканин 24-місячних щурів.  

На теперішний час мітохондріальна дисфункція вважається важливим 

фактором розвитку багатьох патологій при діабеті [223, 224, 303, 304, 305]. В 

той же час порушення функції мітохондрій при діабеті, ожирінні, 

метаболічному синдромі і інших метаболічних захворюваннях, ряд 

дослідників пов’язують з окисним пошкодженням кардіоліпіну та зниженням 

вмісту цього фосфоліпіду [303, 304, 305]. Дослідження стрептозоцин-

індукованого діабету у мишей FVB, за допомогою аналізу Вестерн-блот 

виявили, що причиною зниження рівня кардіоліпіну явилось пригнічення 

активності кардіоліпінсинтази, ферменту, що забезпечує останній етап 

синтезу кардіоліпіну з фосфатидилгліцеролу [91]. Вважається, що 

терапевтичні заходи спрямовані на збереження вмісту фосфоліпідів та білків 

внутрішньої мембрани мітохондрій, і зокрема кардіоліпіну, можуть 

забезпечити протекторний вплив при розвитку діабету [303].  

В нашої роботі екзогенний кардіоліпін вводили до середовища 

інкубації гепатоцитів, м’язової тканини або кори мозку старих щурів, та 

вивчали здібності цих клітин та тканин поглинати глюкозу та синтезувати 

глікоген при дії інсуліну. Встановлено, що додавання кардіоліпіну до 
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середовища культивації гепатоцитів, корі мозку або литкового м’яза 

призводило до збільшення поглинання клітинами міченої глюкози та 

підсилювала синтез глікогену (Рис. 3.25). Раніше було виявлено різке 

зниження здатності інсуліну індукувати поглинання глюкози і синтез 

глікогену в гепатоцитах 24-місячних щурів у порівнянні з молодими             

3-місячними щурами [10]. Внесення до середовища інкубації гепатоцитів, 

кори мозку та литкового м’яза екзогенного кардіоліпіна не тільки 

збільшувало пасивне поглинання клітинами глюкози, але й призводило до 

значного зростання інсулін-стимульованого поглинання міченої глюкози 

дослідженими клітинами та тканинами (Рис. 3.25). Крім того, стимуляція 

інсуліном гепатоцитів та литкового м’язу попередньо інкубованих з 

екзогенним кардіоліпіном призводила до підвищення використання міченої 

глюкози в синтезі глікогену (Рис. 3.25).  

Виявлено, що резистентність клітин до інсуліну виникає, коли інсулін-

чутливі тканини, в основному, скелетні м’язи, жирова тканина і печінка, 

втрачають здатність адекватно реагувати на цей гормон [306]. Причому на 

клітинному рівні в розвитку інсулін-резистентності ключову роль відіграє 

порушення функціонування мітохондрій. Встановлено, що при діабеті та 

розвитку резистентності клітин до дії інсуліну спостерігається зниження 

активності комплексу респіраторного ланцюга, мутації або втрата ділянок 

мітохондріальної ДНК, зниження біоенергетичної ємності мітохондрій та 

пригнічення експресії генів, залучених в біогенез цих органел [307, 308]. 

Вважається, що патологічні процеси, які розвиваються при діабеті та 

метаболічному синдромі пов’язані з надмірної генерацією активних форм 

кисню в мітохондріях. В той же час, кардіоліпін грає важливу роль у 

функціонуванні дихального ланцюга в клітинах, а окисне пошкодження 

цього фосфоліпіду або зменшення його вмісту асоціюється з порушеннями 

комплексів респіраторного ланцюга та розвитком мітохондріальної 

дисфункції [30, 31, 34]. 
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Рис. 3.25 Вплив екзогенного кардіоліпіну на індуковане інсуліном 

поглинання 2-D-[3H]-глюкози та утворення D-[U14C]-глікогену у гепатоцитах 

(А), корі мозку (Б) та литкового м’яза (В) старих щурів  

Примітки: 

1. 24-міс. – клітини 24-місячних щурів; 24-міс+КЛ – клітини         

24-місячних щурів, що були культивовані у присутності екзогенного 

кардіоліпіну;  

2. * – p<0,05 у порівнянні з відповідним контролем 24-місячних 

щурів; ** – p<0,05 у порівнянні з контролем до інсуліну (0,9 % NaCl)  
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При дослідженні діабетичного стану в мишей, вже у перші дні 

введення стрептозоцину в міокарді спостерігалась втрата багатьох 

молекулярних видів кардіоліпіну та ремоделювання решти молекулярних 

молекул цього ліпіду, що за 6 тижнів приводило до критичного зниження 

вмісту кардіоліпіну та розвитку діабетичної кардіоміопатії [305]. При 

дослідженні мітохондрій генетично змінених дріжджів (в клітинах яких не 

утворюється кардіоліпін) встановлено, що відсутність кардіоліпіну в 

клітинах викликає зниження мітохондріальних мембранних потенціалів [309] 

та гальмування трансляції білкових компонентів електронтранспортного 

ланцюга [79]. Аналогічні порушення ультраструктури та функції мітохондрій 

спостерігались у нематоди Caenorhabditis elegans з дефіцитом кардіоліпіну 

внаслідок відсутності кардіоліпінсинтази [310]. 

В той же час введення мишам з моделлю хвороби Альцгеймера (миши 

APP/PS1) липосом, що містили фосфатидну кислоту або кардіоліпін, 

приводило до суттєвого зниження амілоїду Аβ у периферичній крові та мозку 

[311]. Разом із цим на мітохондріях серця старих щурів продемонстроване 

відновлення активності цитохром-оксидази до рівня контрольних 3-місячних 

тварин шляхом додавання липосом з екзогенним кардіоліпіном [103]. 

Роботами Робінсона та співавторів [312], було показане, що саме екзогенно 

доданий кардіоліпін, але не інші фосфоліпіди, виявився ефективним при 

відновленні активності цитохром оксидази. Крім того, у дослідах in vitro 

встановлено, що екзогенний кардіоліпін або фосфатидилгліцерол здатен 

проникати у внутрішню мембрану мітохондрій головного мозку щурів та 

попереджати вивільнення цитохрому с, запобігаючи активації сигналів в 

апоптозному каскаді [39].  

Вважається, що одним з механізмів порушення поглинання клітинами 

глюкози при зниженні вмісту кардіоліпіна може бути зниження активності 

респіраторного ланцюга мітохондрій і зменшення вироблення АТФ, що в 

свою чергу викликає порушення роботи транспортерів глюкози, яким для 

нормального функціонування необхідна енергія АТФ [313]. Так на 
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ендотеліальних клітинах мозку було показано що зниження вмісту 

кардіоліпіну призводить до збільшення експресії транспортера глюкози 

GLUT-1, що автори пов’язують з компенсаторним механізмом в клітинах 

[313]. Таким чином, механізм взаємозв’язку між зниженням кардіоліпіну і 

поглинанням глюкози та розвитком інсулінорезистентності може полягати в 

дефіциті енергії АТФ необхідної для роботи транспортерів глюкози. Це 

припущення підтверджується встановленим в нашої роботі збільшенням не 

стимульованого інсуліном поглинання глюкози клітинами при введенні 

екзогенного кардіоліпіна до середовища культивації клітин та тканин. Для 

роботи інсулін-залежного транспортера глюкози GLUT-4 також необхідна 

енергія АТФ, продукція якої значно зменшується при старінні. Можна 

припустити, що додавання екзогенного кардіоліпіну, яке нормалізує роботу 

мітохондрій та утворення АТФ, також сприяє роботі GLUT-4, та відновлює 

інсулін-стимульоване поглинання глюкози в клітинах старих тварин. 

В той же час відомо, що розвиток резистентності тканин печінки щурів 

до інсуліну в умовах висококалорійної дієти супроводжується підсиленням 

експресії генів синтезу церамідів у цьому органі, підвищенням активності 

сфінгомієліназ, зростанням перекісного окиснення ліпідів, а також 

збільшенням вмісту цераміду в сироватці крови [314]. Крім того, показано, 

що в печінці та м’язах щурів, резистентних до інсуліну, рівень цераміду був 

значно вищим, ніж в нормальних щурів [315]. Вважається, що механізм 

впливу цераміду на розвиток інсулінрезистентності полягає в здатності цих 

біологічно активних ліпідів пригнічувати ряд молекул, що беруть участь в 

передачі гормональних сигналів в клітинах, таких як Akt/протеїнкіназа В і 

фосфоліпаза Д [1, 200, 316, 317]. Разом із цим, Novgorodov та співавтори 

[223] показали, що при діабеті збільшується рівень дигідроцерамідів у 

мітохондріях серця і припустили, що рівень цераміду в цих органелах при 

діабеті регулюється мітохондріальною нейтральною церамідазою. В той же 

час відомо, що церамід може впливати на функціонування мітохондрій, 

пригнічуючи дихальну активність респіраторного ланцюга, і регулюючи 
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проникність зовнішньої мембрани мітохондрій для цитохрому с [19, 21, 27]. 

Ці дані дозволяють припустити, що збільшення концентрації 

внутрішньоклітинних церамідів викликає порушення сигналінгу інсуліну, 

шляхом впливу на мітохондрії, тоді як збільшення вмісту кардіоліпіну в 

мітохондріях відновлює функціонування цих органел і нівелює ефекти 

накопичення цераміду в клітинах.  

Для підтвердження цього припущення у наступній серії експериментів 

ми досліджували вплив екзогенного кардіоліпіну на інсулін-стимульоване 

поглинання глюкози в умовах моделювання підвищеного рівня цераміду в 

клітинах молодих тварин [318]. Підвищення рівня цераміду в гепатоцитах     

3-місячних щурів викликали інкубацією в присутності цитотоксичного 

препарату доксорубіцину або С16-цераміду, після чого в середовище 

культивації клітин дослідної групи вводили екзогенний кардіоліпін і 

продовжували інкубацію ще протягом години (Рис.3.26).  

 

Рис. 3.26 Вплив екзогенного кардіоліпіну на інсулін-стимульоване 

поглинання 2-D-[3H]-глюкози клітинами печінки 3-місячних щурів  

Примітки:  

1. 1 – Контроль; 2 – Доксорубіцин; 3 – С16-церамід; 4 – 

Доксорубіцин+Кардіоліпін; 5 – С16-церамід+Кардіоліпін; 

2. * – р<0,05 у порівнянні з контролем до інсуліну (0,9 % NaCl)  
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Після завершення інкубації досліджували поглинання клітинами 

міченої глюкози при дії інсуліну. Встановлено, що інкубація клітин в 

присутності доксорубіцину або С16-цераміду призводить до порушення 

поглинання глюкози клітинами молодих тварин, тоді як введення в 

середовище інкубації клітин ліпосом з кардіоліпіном значно підсилює 

інсулін-стимульоване поглинання глюкози клітинами (Рис. 3.26). 

Таким чином, встановлено збільшення поглинання глюкози і синтезу 

глікогену клітинами і тканинами старих щурів при введенні в середовище їх 

інкубації екзогенного кардіоліпіну. Через це, значне збільшення інсулін-

стимульованого поглинання глюкози і синтезу глікогену в клітинах і 

тканинах при дії кардіоліпіну може характеризувати відновлення 

функціонального стану клітин старих тварин і підвищення їх чутливості до 

інсуліну. Отже, отримані данні дозволяють припустити, що сигнальні 

функції цераміду можуть бути опосередковані через його ефекти на 

метаболізм кардіоліпіну, зміни рівня якого в свою чергу визначають 

функціональний стан клітин і тканин у процесі онтогенезу. А, підвищення 

поглинання глюкози в гепатоцитах 3-місячних щурів при дії екзогенного 

кардіоліпіну на тлі індукції накопичення цераміду, дією доксорубіцину або 

С16-цераміду підтверджує це припущення.  

 

Висновки до розділу 3 

 

В нашій роботі вікове зниження вмісту кардіоліпіну спостерігалось в 

серці, печінці, корі мозку та гіпокампі щурів лінії Вістар. Було встановлено, 

що в тканинах серця та печінки щурів вікові зміни вмісту кардіоліпіну 

спостерігаються у 12-місячному віці. В той же час, в корі мозку та гіпокампі 

зниження рівня кардіоліпіну виявлялось лише після 24-місячного віку у 

порівнянні з вмістом кардіоліпіну у 3-місячних щурів. Таким чином 

встановлено, що зниження вмісту кардіоліпіну спостерігається в усіх 
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досліджених тканинах, але вік появи цих змін відрізняється для кожної 

тканини.  

В той же час, індукція накопичення ендогенних церамідів шляхом 

введення молодим щурам доксорубіцину або додавання цього препарату до 

середовища інкубації гепатоцитів призводило до зниження вмісту 

кардіоліпіну в серці та клітинах печінки. У той же час, інгібітор синтезу 

цераміду – міріоцін попереджав зниження рівня кардіоліпіну, викликане 

доксорубіцином у гепатоцитах 3-місячних щурів.  

Збільшення вмісту насичених жирів в дієті експериментальних тварин, 

викликало зниження вмісту кардіоліпіну в тканинах серця і печінки. Подібні 

результати були отримані в умовах in vitro при інкубації гепатоцитів з 

пальмітинової кислотою: вже через 2 години інкубації клітин спостерігалось 

значне зниження вмісту кардіоліпіну та накопичення фосфатидної кислоти. А 

після 3-годинної інкубації падіння рівня кардіоліпіну супроводжувалось 

зниженням життєздатності гепатоцитів.  

Внесення до середовища інкубації клітин та тканин синтетичного 

коротколанцюгового С2-цераміду, або довголанцюгових С16-, та               

С18-церамідів призводило до порушення метаболізму кардіоліпіну і 

зниження життєздатності клітин. Крім того встановлено, що короткочасна 

перфузія серця 3-місячних щурів С16-церамідом призвело до накопичення 

цераміду та  істотному зниженню вмісту кардіоліпіну в серцевої м’язової 

тканині.  

Порушення обміну сфінго- і гліцероліпідів, викликаних етанолом, 

можна коригувати додаванням до харчового раціону кверцетину і 

поліненасичених жирних кислот риб’ячого жиру на тлі етанолу. Крім того, 

попередити вікове зниження вмісту кардіоліпіну в серці, печінці та мозку 24-

місячних щурів вдавалося за допомогою утримання тварин на калорійно-

обмеженому раціоні. 

Показано також, що збільшення вмісту цераміду в корі мозку і 

гіпокампі молодих тварин за допомогою інкубації цих тканин в присутності 
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екзогенного С16-цераміду або шляхом внутрішньоназального введення 

пальмитоїл-цераміду призводило до зниження рівня кардіоліпіну в гіпокампі. 

Збільшення вмісту цераміду і зниження рівня кардіоліпіну в гіпокампі 

молодих щурів сприяло появі депресивно-подібної поведінки: з’являлася 

ангедонія, зменшувалася частота грумінгу і реакції догляду за собою, 

збільшувалася тривожність. В той же час, введення старим 24-місячним 

щурам N-ацетилцистеїну призводило до підвищення рівня кардіоліпіну та 

зникненню ознак депресивно-подібної поведінки:  

Модулювання вмісту цераміду в серці та печінці 24-місячних щурів за 

допомогою інгібіторів ферментів, які каталізують створення цераміду – 

іміпраміну та золедронової кислоти дозволили нормалізувати знижений 

рівень кардіоліпіну в цих тканинах. Крім того, введення інгібітору 

нейтральної сфінгомієлінази N-ацетилцистеїну 24-місячним щурам 

підвищувало вміст кардіоліпіну в мозку.  

В нашій роботі встановлена залежність функціонального стану клітин і 

тканин від вмісту кардіоліпіну. Так показано, що введення екзогенного 

кардіоліпіну до ізольованих гепатоцитів, м’язової тканини і кори мозку      

24-місячних щурів або до гепатоцитів 3-місячних щурів, попередньо 

інкубованих з С16-церамідом або доксорубіцином, призводило до 

збільшення базального та інсулін-стимульованого поглинання клітинами 

міченої глюкози та підсилювало синтез глікогену. 

Таким чином, в даної роботі встановлено щільний взаємозв’язок між 

накопиченням цераміду у старості та зниженням рівня кардіоліпіну в серці, 

печінці та мозку щурів. Встановлена залежність функціонального стану 

клітин і тканин, та поведінки щурів від вмісту кардіоліпіну, а також 

продемонстровані можливості корекції метаболізму кардіоліпіну за 

допомогою аліментарних факторів або модуляторів обміну сфінголіпідів. 

Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено 

[94, 95, 142, 143, 148, 156, 163, 202, 203, 219, 220, 221, 228, 229, 249, 250, 255, 

256, 257, 258, 295, 296, 318]. 
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі встановлено зниження рівня кардіоліпіну в 

серці, печінці та мозку щурів при старінні або при експериментальному 

накопиченні цераміду в клітинах. Крім того, зменшення вмісту кардіоліпіну в 

гіпокампі 3-місячних щурів, викликане введенням С16-цераміду, 

супроводжувалось появою депресивно-подібних розладів поведінки щурів, 

подібних до спостережуваних у щурів старечого віку: зростанням 

тривожності, пригніченням локомоторної та дослідницької активності, 

ослаблення інстинктів догляду за собою. В той же час збільшення вмісту 

кардіоліпіну в мозку 24-місячних щурів шляхом введення N-ацетилцистеїну, 

який інгібує продукцію церамідів, призводило до корекції порушень у 

поведінці щурів. Додавання екзогенного кардіоліпіну до середовища 

культивування гепатоцитів, м’язової тканини і кори мозку старих щурів 

призводило до збільшення інсулін-стимульованого поглинання клітинами 

міченої глюкози та синтезу глікогену, що може свідчити про відновлення 

фізіологічного стану клітин та тканин старих тварин.  

1. Встановлено зниження вмісту кардіоліпіну у серці, печінці, корі 

мозку, гіпокампі та в мітохондріях серця, печінки та кори мозку 24-місячних 

щурів лінії Вістар у порівнянні з вмістом цього ліпіду в тканинах 3-місячних 

тварин.  

2. Встановлено зниження вмісту кардіоліпіну в серці та печінці      

3-місячних щурів, при дії етанолу, збагачення насиченими жирними 

кислотами раціону, або внутрішньо м’язовому введенні доксорубіцину. В той 

же час утримання щурів на калорійно-обмеженому раціоні, який попереджав 

накопичення цераміду з віком, запобігало зниженню рівня кардіоліпіну в 

серці, печінці та корі мозку 24-місячних щурів, зберігаючи вміст цього ліпіду 

на рівні 3-місячних тварин. 
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3. Встановлено зниження вмісту кардіоліпіну в м’язової тканині 

серця 3-місячних щурів після перфузії цього органу С16-церамідом та в 

гепатоцитах молодих щурів при культивуванні клітин у присутності 

екзогенних С2-, С16-, С18-церамідів, або препаратів які індукують 

накопичення цераміду – пальмітинової кислоти та доксорубіцину. В той же 

час інгібітор серинпальмитоїлтрансферази – міріоцин, попереджуючий 

накопичення цераміду, нівелював ефекти доксорубіцину на гепатоцити, 

знижуючи рівень цераміду та нормалізував вміст кардіоліпіну к клітинах 

молодих щурів. 

4. Зростання вмісту цераміду в гіпокампі 3-місячних щурів шляхом 

інтраназального введення С16-цераміду приводило до зниження вмісту 

кардіоліпіну в мозку та появи депресивноподібних особливостей поведінки: 

зниження локомоторної та дослідницької активності, поява ангедонії,  

зменшення часу витраченого на очисні реакції та зростання тривожності. 

Виявлені зміни у поведінці щурів та вмісті кардіоліпіну в мозку молодих 

тварин були подібні до таких у інтактних щурів 24-місячного віку. 

5. Зниження вмісту цераміду в мозку 24-місячних щурів за 

допомогою інтраназального введення інгібітору нейтральної сфінгомієлінази 

– N-ацетилцистеїну приводила до збільшення вмісту кардіоліпіну та корекції 

депресивно-подібної поведінки піддослідних щурів: зменшення тривожності, 

підвищення локомоторної та дослідницької активності, зменшення 

латентного періоду перед початком грумінгових реакцій та збільшення 

загального часу догляду за собою. 

6. Внутрішньом’язове введення інгібіторів кислої сфінгомієлінази – 

іміпраміну або золедронової кислоти запобігало зниженню вмісту 

кардіоліпіну у серці та печінці 24-місячних щурів. Внутрішньошлункове 

введення інгібітору нейтральної сфінгомієлінази – N-ацетилцистеїну, 

дозволяло нормалізувати знижений рівень кардіоліпіну в печінці, серці та 

мозку 24-місячних тварин до такого в тканинах 3-місячних щурів. 
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7. Внесення екзогенного кардіоліпіну до середовища інкубації 

клітин печінки, кори мозку або литкового м’язу 24-місячних щурів, або 

гепатоцитів 3-місячних щурів, попередньо інкубованих з доксорубіціном або 

С16-церамідом, підвищує чутливість цих клітин до дії інсуліну: збільшує 

базальне та гормон-стимульоване поглинання ними глюкози і синтез 

глікогену. 
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