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Публікація є фрагментом планованої науково- 
дослідної роботи кафедри нормальної фізіології: 
“Роль гідроген сульфіду у механізмах цитопротекції 
слизової оболонки стравоходу” , № державної реє­
страції 0116U004503.

Вступ. У генезі розвитку широкопоширених га­
строентерологічних хвороб, як гастроезофагальна 
рефлюксна хвороба, пептична виразка тощо, на­
шими попередніми дослідженнями встановлено 
важливу роль численних прозапальних чинників, які 
відіграють важливе значення у формуванні дисфунк­
ції епітеліального бар’єру слизової оболонки стра­
воходу і шлунку (СОС і СОШ, відповідно) за рахунок 
ураження судинного компоненту, а саме розвитку 
ендотеліальної дисфункції в умовах моделювання 
як топічних (кислотно-пепсинових і алкалічно-білі- 
арних), так і нетопічних (стрес-індукованих) пошко­
джень [19,25].

Нещодавно досліджено, що для оцінювання 
вазотропного компоненту цитопротекції важли­
во встановити роль хемокінів (хемотактичних ци- 
токінів, СС -  від англ.; chemotactic cytokines, білків 
5-15 kDa), що забезпечують гомеостаз імунної сис­
теми і створюють захистні реакції у організмі госпо­
даря. Крім того, вони мають важливе фізіологічне 
значення в ангіогенезі та онкогенезі, оскільки через 
взаємодію зі специфічними трансмембранними ре­
цепторами, пов’язаними з G-білком, індукують вну­
трішньоклітинні сигнальні процеси, які спричиняють 
оксидативний “респіраторний вибух” , вивільнення 
ензимів із лізосом і хемотаксис [9,14]. У залежності 
від позицій цистеїнових залишків виділяють дві під­
групи: CC і CXC. У залежності від наявності або від­
сутності амінокислотної послідовності Glu-Leu-Arg 
(ELR) на N-терміналі цистеїнового залишку, у родині 
CXC хемокінів виділяють ангіогенні (ELR+) і ангіоста- 
тичні (ELR-) білки. Відомо, що ELR+CXC хемокіни є 
специфічними і необхідними активаторами нейтро- 
фільних лейкоцитів, важливого ресурсу хемотакси­
су. У аспекті структурного аналізу GCP-2 -  найбільш 
споріднений з нейтрофільним аттрактантом-78 
(ENA-78)/CXCL5, похідним епітеліальних клітин (77% 
однакових амінокислот), а за біологічними функція­
ми -  інтерлейкіном-8 (IL-8)/CXCL8 (30% однакових 
амінокислот), оскільки використовують іденичні 
рецептори CXCR1 [2,22]. Важливим вазотропним 
цитокіном є IL-6, високочутливий прозапальний біо- 
маркер з плейотропним впливом, включно з участю 
у розвитку метаболічних порушень, мітохондріаль- 
них змін та аутоімунних реакцій [16]. Завдяки таким 
властивостям дослідження експресії GCP-2 i IL-6 до­

помагає комплексно оцінювати фізіологічні власти­
вості ендотелію.

Актуальним фундаментальним завданням су­
часної медицини та вкрай перспективним у галузі 
експериментальної медицини є створення нових 
«розумних» ліків, дія яких ґрунтується на фізіоло­
гічних механізмах та з ’ясуванню молекулярних 
механізмів їх ефектів. Враховуючи, що серед вазо- 
активних чинників цитопротекції особлива роль на­
лежить ендогенним газотропним чинникам, а саме 
Нітроген монооксиду, Карбон монооксиду, Гідроген 
сульфіду, (сірководню, H2S), які легко дифундують 
через мембрани у клітини, існує можливість змен­
шити цитоагресивний вплив патогенних чинників 
[6-8,10,23]. Нещодавно встановлено, що створен­
ня нових субстанцій, збагаченням традиційних лі­
кувальних препаратів H2S, допомагає нівелювати їх 
побічну дію (напр., провиразкову дію нестероїдних 
протизапальних препаратів або дисбіоз) за рахунок 
взаємодії одинарного газотропного вазодилятатор­
ного та протизапального впливу H2S і/або взаємодії 
модифікування активності цистатіонін-у -ліази (від 
англ.: cystathionine у-lyase, CSE), цистатіонін-р- 
синтази (від англ.: cystathionine p-synthetase, CBS), 
ключових ензимів синтезу сірководня [1,5,15,17,20]. 
В експериментальній медицині для дослідження 
регуляторної ролі широко використовують спо­
творення стереотипу відповіді сірководня за раху­
нок блокування CSE або CBS [7]. Відомо, що H2S 
є ключовою сигнальною молекулою плейотропних 
механізмів, що контролюють ноціцепцію, секретор­
ну та моторно-евакуаторну функції травної системи 
шляхом зменшення лейкоцитарно-ендотеліальної 
адгезії, запальних реакцій, зміни активності екс­
пресії циклооксигенази II [5,12,18,19]. У попере­
дніх дослідженням нами використовувались моде­
лювання змін транссульфурування використанням 
H2S інгібітора CSE, DL-пропаргілгліцину (від англ.: 
propargylglycine, PAG), та інгібітора CBS -  карбок- 
симетил-гідроксиламін геміхлорид натрій сульфід 
(від англ.: О-carboxymethylhydroxylamine; СНН), або 
екзогенне введення донору сірководню, сульфіду 
натрію (NaHS), що дозволяє вивчити баланс про- та 
протизапальних реакцій, які розвиваються під час 
модифікації біосинтезу H2S [25]. В останню декаду 
розпочато створення та апробація нових збагачених 
H2S ліків, як Н^-асоційовані нестероїдні протиза­
пальні препарати (Н^-НСПЗП), що попереджують 
розвиток потенційних життєвонебезпечних усклад­
нень, характерних для НСПЗП, а їх дія ґрунтується 
на виразних протизапальних ефектах [24]. Проте
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про особливості впливу Н2Б-НСПЗП на властивості 
ендотелію, пов’язані з вивільненням вазоактивних 
медіаторів, що ініціюють хемотаксис, адгезію лей­
коцитів та зміни проникливості ендотелію дотепер 
невідомо.

Проведення порівняльного аналізу вмісту GCP-2 
і IL-6 за дії класичних НСПЗП та новосинтезованих 
субстанцій -  Н2Б-збагачених похідних НСПЗП (H2S- 
НСПЗП), може стати основою для з ’ясування моле­
кулярних механізмів реалізації їх впливу та впрова­
дження в практику “розумних” ліків.

Метою досліджень стало проаналізувати зміни 
експресії GCP-2 і IL-6 у сиворотці крові за дії H2S- 
збагаченого похідного НСПЗП (Н^-НСПЗП) АТВ- 
346 (Н^-напроксен) відповідно до дії напроксену.

Об’єкт і методи дослідження. Експеримен­
тальні дослідження проведено згідно стандартів Єв­
ропейської конвенції про захист хребетних тварин, 
які використовуються для експериментальних та 
інших наукових цілей (1986 р.), та українським зако­
нодавством та політикою з біоетики і на підставі до­
зволу Комітету з біоетики Львівського національного 
медичного університету (протокол № 5, 17.05.2014 
р.) на щурах самцях, вагою 180-220 г (n=95). Щури 
перебували в постійних умовах віварію на стандарт­
ній дієті. За 18 годин до початку експерименту тва­
ринам застосовували депривацію до їжі, залишаючи 
вільний доступ до води. Для евтаназії використо­
вували знечулення кентаміном (60 мг/кг-1). Тварин 
групували (в кожній групі було по 6-7 щурів) у дві 
серії досліджень, виділяючи групу контролю, яким 
вводили 1,0 мл фізіологічного розчину. Для дослі­
дження ролі H2S у захисних реакціях тваринам per or 
вводили інгібітор CSE -  PAG у дозі 25 мг/кг), інгібі­
тор CBS -  СНН у дозі 20 мг/кг ), як контроль щурі од­
нієї групи отримували перорально плацебо (1,0 мл 
0,9% NaCl). Для експериментального моделювання 
НСПЗП-асоційованих пошкоджень СОС і СОШ вико­
ристовували разове введення «класичного» напро­
ксену (в-во «Борщагівський завод», Київ, Україна), у 
дозі 30 мг /  кг, та Н.Д-напроксену (АТВ-346), у дозі 
14,5 мг/кг, per os, і хронічного застосування упро­
довж 28 днів. Дозозалежний ефект Н.Д-НСПЗП і мо­
дуляторів біосинтезу H2S (в-во «Antibe Therapeutics 
Inc», Сапасіа) апробовано у 2006-2013 рр. в ла­
бораторних умовах J.L. Wallace*, головним на­
уковим керівником Farncombe Family Digestive 
Health Research Institute, McMaster University, «Antibe 
Therapeutics Inc, Toronto, Ontario» [1,3,17]. На 29 
день експерименту половині тварин індукували вод­
но-імобілізаційний стрес (Takagi, 1964), після чого 
застосовували усім тваринам евтаназію для виве­
дення з експерименту.

Після виведення тварин з експериментів брали 
зразки крові брали з черевної вени і поміщали в ЕД- 
ТА-пробірки, піддавали центрифугуванню, відбира­
ли плазму для майбутнього визначення концентра­
цій прозапальних медіаторів. Для визначення вмісту 
GCP-2 та IL-6 зразки крові центрифугували при 3500 
об/хв впродовж 10 хв при температурі 15°С. Плазму 
крові було зібрано і збережено до імуно-ферментно- 
го аналізу, який проводили відповідно до інструкцій 
виробника (Multi-Analyte ELISArray® Kit; Cedarlane

Labs, Канада). Інтенсивність кольорової реакції 
оцінювали за допомогою GBG Stat-Fax 303 Plus 
Microstrip Reader (Shaker Stat-Fax 2200 Awareness 
Technology, Inc., Palm City, Флорида, США) при до­
вжині хвилі 450 нм і 620-655 нм відповідно.

Для аналізу даних і розрахунків застосовува­
ли програму Mісrosoft Excel та Origin, результати 
статистично опрацьовано та представлено у вигля­
ді середнього значення ± стандартне відхилення 
(Mean±StandarC deviation, M±SD). Для порівняння 
всіх груп з контролем, використовували ANOVA і 
тест Даннетта. Ймовірність стандартного відхилен­
ня менше 5% вважалася значущою.

Результати досліджень та їх обговорення. 
Проаналізовано зміни у вмісті GCP-2 та IL-6 в ба­
зальних умовах (у тварин групи контролю) та умов 
застосування напроксену та АТВ-346 без та з моди­
фікацією біосинтезу H2S та індукцією стресу. Вста­
новлено, що в тварин групи контролю вміст GCP-2 
^лав  7,86±0,51 пг/мл, IL-6 -  30,10±0,45 пг/мл.

Така динаміка експресії прозапальних хемокінів 
свідчить про те, що за умов порушення ендогенного 
синтезу H2S відбувається зменшення вазопротек- 
торних властивостей природніх захисних реакцій, 
що співпадає з даними інших досліджень [7,12,17]. 
Таким чином, блокування активності CSE та CBS у 
тварин, яким вводили НСПЗП, призвело до знижен­
ня протизапальних захисних реакцій та індукції ен- 
дотеліальної дисфункції. Це дає змогу константува- 
ти, що у щурів виникнення запальної реакції сприяє 
зміні ендотеліальної експресії хемокінів, унаслідок 
чого проявляються адгезивні властивості та ініцію­
ється хемотаксис. Отримані дані вказують, що об­
рані СС можуть стати біомаркерами дисбалансу 
між про- та протизапальними реакціями. Раніше 
було відзначено також, що кількісні та кінетичні до­
слідження змін GCP-2 також вказують, що саме екс­
пресія цього хемокіну, а не ENA-78/CXCL5 або IL-8, 
ендотеліоцитами різко збільшуєтся у пацієнтів з за­
пальними процесами на тлі ульцерогенного коліту 
[4,13].

Поєднання цитолітичної дії НСПЗП (напроксену 
та АТВ-346) та індукції стресу з зменшувала у тва­
рин секрецію обох хемокінів: GCP-2 на 23% та 45%, 
IL-6 -  30% та 45%, відповідно. Наші дослідження 
показали, що збачений Н.Д-НСПЗП виявляв більшу 
вазопротекторну дію, і може бути лікувальним засо­
бом і у більшій мірі зменшує прояви ендотеліальної 
дисфункції, що спричиняють порушення цілісності 
ендотелію та утворення ендовазатів.

Висновки. Таким чином, зміни секреції GCP-2 та 
IL-6 можуть бути інструментом аналізу стану ендоте- 
лій-залежних вазотропних реакцій. Зниження при­
родного синтезу H2S унаслідок блокування транс- 
фульфурування сприяє посиленню прозапальних 
реакцій, асоційованих зі змінами властивостей ен­
дотелію. Використання у якості новітніх Н.Д-НСПЗП 
-  субстанції АТВ-346 -  сприяє зміні експресії GCP-2 
та IL-6 за рахунок донорського впливу сірководня, 
що реалізується виразним протизапальним і вазо- 
протекторним ефектами.

Перспективи подальших досліджень. Про­
ведення досліджень є актуальним і перспективним
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напрямком для вирішення проблеми попередження 
можливих ускладнень та покращення процесів цито- 
протекції епітеліального бар’єру слизової оболонки 
травної системи у разі потреби застосування без­
печних потужних протизапальних препаратів, якими 
є НСПЗП.

*Висловлюємо щиру вдячність Wallace J.L. 
(Farncombe Family Digestive Health Research

Institute, McMaster University, Antibe Therapeutics Inc, 
Toronto, Ontario) за допомогу у забезпеченні необ­
хідними матеріалами для виконання досліджень, та 
Центральній науково-дослідній лабораторії та ла­
бораторії промислової токсикології Львівського на­
ціонального медичного університету (в.о. зав. лаб. 
-  Зазуляк Т.С.) за допомогу у проведенні імуноло­
гічних досліджень.
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КЛІНІЧНА ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА МЕДИЦИНА

УДК: 612.014.484:615.276]:616.155.3-097.37-092.9
ЕКСПРЕСІЯ GCP-2 І IL-6 ЯК ІНСТРУМЕНТ ОЦІНКИ ВПЛИВУ ГІДРОГЕН СУЛЬФІД-АСОЦІЙОВАНОГО 

НАПРОКСЕНУ ДО І ПІСЛЯ ІНДУКЦІЇ СТРЕСУ (ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ)
Була Н.
Резюме. Досліджували зміни експресії GCP-2 і IL-6 у сиворотці крові за дії Н2Б-збагаченого похідного 

НСПЗП (Н28-НСПЗП) АТВ-346 (Н23-напроксен) відповідно до дії напроксену. Встановили, що зміни секреції 
GCP-2 та IL-6 можуть бути інструментом аналізу стану ендотелій-залежних вазотропних реакцій. Зниження 
природного синтезу H2S унаслідок блокування природнього трансфульфурування сприяє посиленню про- 
запальних реакцій, асоційованих зі зміної властивостей ендотелію. Використання новітньої субстанції АТВ- 
346, що відноситься до H2S-HCn3n, сприяє зміні експресії GCP-2 та IL-6 за рахунок донорського впливу 
сірководня, що реалізується виразним вазопротекторним та протизапальним ефектом.

Ключові слова: ендотелій, запалення, хемокіни, GCP-2 і IL-6, сірководень, НСПЗП, Н.Д-напроксен.

УДК: 612.014.484: 615.276]: 616.155.3-097.37-092.9
ЭКСПРЕССИЯ GCP-2 И IL-6, КАК ИНСТРУМЕНТ ОЦЕНКИ ВЛИЯНИЯ ВОДОРОДА СУЛЬФИД- 

АССОЦИИРОВАННОГО НАПРОКСЕНА ДО И ПОСЛЕ ИНДУКЦИИ СТРЕССА (ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ 
ИССЛЕДОВАНИЕ)

Була Н.
Резюме. Исследовали изменения экспрессии GCP-2 и IL-6 в сыворотке крови за действия H2S- 

обогащенного производного НПВП (H2S-HПВП) АТВ-346 (H2S-напроксен) в соответствии с действием на- 
проксена. Установили, что изменения секреции GCP-2 и IL-6 могут быть инструментом анализа состояния 
эндотелий-зависимых вазотропных реакций. Снижение естественного синтеза H2S вследствие блокиро­
вания естественного трансфульфурування способствует усилению про-воспалительных реакций, ассоции­
рованных с изменением свойств эндотелия. Использование новейшей субстанции АТВ-346, относящийся к 
Н ^-Н О Т В ^ способствует изменению экспрессии GCP-2 и IL-6 за счет донорского воздействия сероводо­
рода, реализуемого с выразительным вазопротекторным и противовоспалительным эффектом.

Ключевые слова: эндотелий, воспаление, хемокины, GCP-2 и IL-6, сероводород, НСПВП, H2S- 
напроксен.

UDC: 612.014.484: 615.276]: 616.155.3-097.37-092.9
EXPRESSION OF GCP-2 AND IL-6 IS A TOOL ASSESSMENT OF HYDROGEN SULFIDE-ASSOCIATED 

NAPROXEN BEFORE AND AFTER INDUCTION STRESS (EXPERIMENTAL STUDY)
Bula N.
Abstract. We investigated changes in expression changes GCP-2 and IL-6 in the blood serum under the in­

fluence H2S-enriched derivative NSAID (H2S-NSAIDs) ATB-346 (H2S-naproxen) under the action of naproxen. 
Established that changes in the secretion of GCP-2 and IL-6 may have the possibility of analysis of vasotropic 
endothelium-depended reactions. Reducing natural biosynthesis of H2S due to blocking of its enzyme activities 
enhances inflammatory reactions associated with changes in the properties of the endothelium. Our hypothesis 
was to test the latest ATB-346 substance relating to the H2S-NSAIDs vs classical naproxen (NPX) on expression of 
GCP-2 and IL-6, key chemokines of evaluation endothelian functions.

Aim. To determine the expression of serum GCP-2 and IL-6 under effects endogenous H2S biosynthesis modi­
fication, effects of ATB-346 without and with stress-associated injury.

Methods. Rats with single and 28-days pretreatment of NPX (30 mg/kg) and ATB-346 (14,5 mg/kg, Antibe 
Therapeutics Inc) per os without and with 3,5 h water immersion and restraint stress received i.p. injection of ve­
hicle (1,0 ml 0.9% saline), cystathionine y-lyase inhibitor, DL-propargylglycine (PAG, 25 mg/kg i.p.), cystathionine 
p-synthetase inhibitor, O-carboxymethylhydroxylamine (СНН 20 mg/kg i.p.), at 0,5 h prior to stress, after animals 
were anaesthetized with ketamine (60 mg/kg-1). All experimental procedures were approved by Bioethical commit­
tee. The level of serum GCP-2 and IL-6 was evaluated by ELISA with their specific kits (Multi-Analyte ELISArray® 
Kit; Cedarlane Labs, Canada).

Results. Effects of H2S synthesis modification by blocker PAG has shown significantly increased level of GCP-2 
in twice, while IL-6 -  70% (p >0,05); using CHH was without any significant changes in CC. Action NPX had led to 
the increased of GCP-2 to 10,18 ± 4,70 pg /  ml (30% from control, p <0,05), and IL -  15,47 ± 0,35 pg /  mL (50% p 
<0,05). Administration of ATB-346 had caused a twofold reduction of GCP-2 (p <0,05) compared to the group of 
animals treated with naproxen. The level of IL-6 was -  9,72 ± 0,55 pg /  ml (p <0,05). Induction of stress were signifi­
cantly rise of the GCP-2 and IL-6 compared to normal -  29,30 ± 0,25 pg/ml and 72,36 ± 0,55 pg/ml, respectively, 
with bloking biosynthesis of H2S (PAG and CNS) there were marked increase of chemokines at 18% and 30%, 
respectively.

Conclusion. These results indicate that expression of GCP-2 and IL-6 could be novel endogenous biomarkers of 
endothelial disfucntion which is important for vasoprotection. H2S plays a protective role in vasoprotection, mark­
edly improved endothelial-related CC expression. These findings have important implications for new mechanism 
of effects H2S-NSAIDs which could be novel potent anti-inflammatory drugs.

Keywords: endothelium, inflammation, chemokines, GCP-2 and IL-6, hydrogen sulfide, NSAIDs, H2S-naproxen.
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