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ВПЛИВ МОДУЛЯТОРІВ ТРАНСКРИПЦІЙНИХ ЧИННИКІВ NF-КАПА B І NRF2  
НА ПОКАЗНИКИ ОКСИДАТИВНО-НІТРОЗАТИВНОГО СТРЕСУ В ТКАНИНАХ 
ТОНКОЇ КИШКИ  ЩУРІВ ПІСЛЯ ЛАПАРАТОМІЇ  НА ТЛІ  
ЛІПОПОЛІСАХАРИД-ІНДУКОВАНОЇ СИСТЕМНОЇ ЗАПАЛЬНОЇ ВІДПОВІДІ 
Полтавський державний медичний університет 

Вивчали вплив модуляторів транскрипційних чинників NF-κB та Nrf2 на показники оксидативно-
нітрозативного стресу в тканинах тонкої кишки щурів після виконання операції лапаротомії на тлі 
відтворення ліпополісахарид (ЛПС)-індукованої системної запальної відповіді (СЗВ). Дослідження бу-
ли проведені на 35 білих щурах-самцях лінії Вістар масою 220-250 г, розподілених на 5 груп: 1-ша 
(контрольна) – «хибнооперовані» тварини; 2-га – щурам виконували лапаротомію після відтворен-
ня ЛПС-індукованої СЗВ; тваринам 3-ї, 4-ї та 5-ї груп після лапаротомії, змодельованої на тлі ЛПС-
індукованої СЗВ протягом 7-діб внутрішньоочеревинно вводили, відповідно, інгібітор активації NF-
κB амонію піролідиндитіокарбамат (у дозі 76 мг/кг), індуктор Nrf2 диметилфумарат (у дозі 15 мг/кг 
у 10% розчині диметилсульфоксиду) та водорозчинну форму кверцетину (у дозі 100 мг/кг, що ста-
новить 10 мг/кг у перерахунку на кверцетин), відповідно. Дослідження проводили через 7 діб після 
часу «хибної» операції або лапаротомії.  Виявлено, що застосування піролідиндитіокарбамату амо-
нію, диметилфумарату, а також водорозчинної форми кверцетину за умов поєднаного впливу хіру-
ргічної травми (лапаротомії) та ЛПС S. typhi значно обмежує продукцію супероксидного аніон-
радикала різними джерелами (мікросомами та конститутивними ізоформами NO-синтази у не-
спряженому стані, мітохондріями та NADPH-оксидазою лейкоцитів), загальну та індуцибельну  
NO-синтазну активність, утворення пероксинітриту у тканинах тонкої кишки щурів. Виявлено 
здатність диметилфумарату, на відміну від піролідиндитіокарбамату амонію та кверцетину, по-
кращувати за умов експерименту конститутивний синтез оксиду азоту. 
Ключові слова: транскрипційні фактори NF-κB і Nrf2, хірургічна травма, лапаротомія, ліпополісахарид-індукована системна 
запальна відповідь, оксидативно-нітрозативний стрес, тонка кишка. 
Робота є фрагментом НДР «Роль транскрипційних факторів, системи циркадіанного осцилятора та метаболічних розла-
дів в утворенні та функціонуванні патологічних систем» (№ держреєстрації 0119U103898).  

Вступ 
Щорічна глобальна смертність прооперова-

них осіб (від 1 до 4%) висуває хірургічні втручан-
ня на рівень близький до провідних причин сме-
рті – серцево-судинних захворювань та інсульту, 
злоякісних пухлин та травм [1]. Нині відомо, що 
основу патогенезу хірургічної травми складають 
психоемоційний стрес та системна запальна 
відповідь (СЗВ), яка у тяжких випадках призво-
дить до розвитку синдрому, відомому як SIRS 
(від англ. Systemic inflammatory response 
syndrome) [2]. 

Раніше нами показано, що поєднаний вплив 
операції лапаротомії та ліаополісахарид (ЛПС)-
індукованої СЗВ супроводжується суттєвим збі-
льшенням маркера хірургічного стресу – концен-
трації в плазмі крові кортизолу, дисбалансом ак-
тивності індуцибельної та конститутивних ізо-
форм NO-синтази, розвитком декомпенсованого 
пероксидного окиснення ліпідів (з істотним зме-
ншенням антиоксидантного потенціалу крові [3]. 
Виявлено зв’язок порушень, що виникають за 
умов травматичного процесу, з активністю спе-
ціальних транскрипційних факторів – NF-κB і 
Nrf2, що активуються за умов надходження екзо-
генних і ендогенних флогогенів та зміни редокс-
потенціалу клітин [4, 5]. Застосування інгібітора 
активації NF-κB піролідиндитіокарбамату амонію 
й індуктора Nrf2 диметилфумарату за умов по-
єднаного впливу хірургічної травми (лапарото-

мії) та ЛПС S. typhi, за нашими спостереження-
ми, значно зменшує концентрацію кортизолу в 
плазмі крові та вміст маркера СЗВ церулоплаз-
міну в сироватці крові, зменшує рівень гіперглі-
кемії та  гіпертриацилгліцеролемії [6]. 

Нещодавно виявлено здатність біофлавоної-
ду кверцетину пригнічувати NF-κB-залежну сиг-
нальну систему та активувати фактор транскри-
пції Nrf2 [7-9].  

Проте закономірності дії модуляторів транс-
крипційних чинників NF-κB і Nrf2 на показники 
оксидативно-нітрозативного стресу в тканинах 
внутрішніх органів, зокрема тонкої кишки, за 
умов хірургічної травми та ліпополісахарид-
індукованої системної запальної відповіді зали-
шаються нез’ясованимим. 

Метою нашої роботи було вивчення впливу 
модуляторів транскрипційних чинників NF-κB та 
Nrf2 на показники оксидативно-нітрозативного 
стресу в тканинах тонкої кишки щурів після ви-
конання операції лапаротомії на тлі відтворення 
ЛПС-індукованої СЗВ. 

Матеріали та методи 
Дослідження були проведені на 35 білих щу-

рах-самцях лінії Вістар масою 220-250 г, розпо-
ділених на 5 груп: 1-ша (контрольна) – «хибноо-
перовані» тварини; 2-га – щурам на початку 
останнього тижня відтворення ЛПС-індукованої 
СЗВ виконували лапаротомію; тваринам 3-ї, 4-ї 
та 5-ї груп після лапаротомії, змодельованої на 
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тлі ЛПС-індукованої СЗВ, протягом 7-діб внутрі-
шньоочеревинно вводили, відповідно, інгібітор 
активації NF-κB амонію піролідиндитіокарбамат 
(у дозі 76 мг/кг), індуктор Nrf2 диметилфумарат 
(у дозі 15 мг/кг у 10% розчині диметилсульфок-
сиду) та водорозчинну форму кверцетину (у дозі 
100 мг/кг, що становить 10 мг/кг у перерахунку 
на кверцетин) відповідно.  

Процедура «хибної» операції включала кета-
міновий наркоз (7 мг/кг на 1 кг маси тіла), епіля-
цію, фіксацію тварин, стиснення шкіри живота 
затискачем Мікуліча на одне клацання, без на-
несення хірургічної рани.  

Оперативне втручання (лапаротомію) прово-
дили під внутрішньоочеревинним кетаміновим 
наркозом (7 мг/кг на 1 кг маси тіла) після початку 
наркотичного сну і досягнення адекватного сту-
пеня анестезії. Щурам після гоління операційно-
го поля та обробки шкіри антисептичним розчи-
ном проводили лінійний розріз довжиною 1 см у 
ділянці гіпогастрію. Далі розсікали м'язи, фасції, 
очеревину, в рану виводили петлю тонкої кишки, 
яку протягом 10 с подразнювали масажними ру-
хами вказівного та великого пальців [10]. Після 
цього кишку опускали в черевну порожнину, ра-
ну пошарово ушивали полігліколідною ниткою 
“мефіл” з атравматичною голкою (НВО “Біополі-
мер”, Україна) та обробляли антисептиком.  

Для відтворення СЗВ використовували ЛПС 
S. typhi (пірогенал, «Медгамал», РФ), який вво-
дили із розрахунку 4-х мінімальних пірогенних 
доз (по 0,4 мкг/кг маси) 3 рази протягом 1-го ти-
жня та одноразово щотижнево впродовж  насту-
пних 7-ми тижнів [11].  

Лабораторні дослідження проводили через 7 
діб після часу «хибної» операції або лапарото-
мії. Тварин декапітували під етерним наркозом, 
дотримуючись положення «Європейської конве-
нції по захисту хребетних тварин, яких викорис-
товують в експериментальних та інших наукових 
цілях» (Страсбург, 1986). 

Продукцію супероксидного аніон-радикала 
(САР) у гомогенаті тонкої кишки визначали у ре-
акції з нітросинім тетразолієм з використанням 
спектрофотометру Ulab 101 (Китай) [12]. Нікоти-
намідаденіндинуклеотидфосфат відновлений 
(NADPH, “Sіgma-Aldrіch, Іnc.”, США), нікотинамі-
даденіндинуклеотид відновлений (NADH, 
“Sіgma-Aldrіch, Іnc.”, США) та ЛПС S. typhі (піро-
генал, «Медгамал», РФ) застосовували як індук-
тори генерації цього радикала NADPH-
залежними джерелами (мікросомами та NO-
синтазою – NOS), NADH-залежним ланцюгом мі-
тохондрій та NADPH-оксидазою лейкоцитів (Nox) 
відповідно. 

Загальну активність NOS у гомогенаті тонкої 
кишки визначали за різницею концентрації ніт-
ритів до та після її інкубації [13]. Для оцінки ак-
тивності конститутивних ізоформ NOS (cNOS) до 
розчину, відібраного для первинної оцінки нітри-
тів, додавали селективний інгібітор індуцибель-
ного ізоферменту (iNOS) – 1%-й розчин гідро-

хлориду аміногуанідину (“Sigma-Aldrich, Inc.”, 
США) [14]. Активність iNOS розраховували від-
німанням активності cNOS від значення загаль-
ної активності NOS.  

Індекс спряження cNOS розраховували як 
відношення конститутивної активності NOS до 
швидкості вироблення супероксидного аніон-
радикала NADPH-залежними ланцюгами [15].  

Про рівень високоактивної форми азоту – пе-
роксинітриту, що утворюються в реакції NO з 
САР, судили за концентрацією пероксинітритів 
лужних та лужно-земельних металів, метод ви-
значення якої в гомогенаті тканин базується на 
здатності пероксинітритів відновлювати атомар-
ний йод із солей калію [16]. 

Статистичні розрахунки проводили з викори-
станням пакету програм Microsoft Office Excel з 
розширенням Real Statistics. Для перевірки роз-
поділу на нормальність було застосовано розра-
хунок критерію Шапіро-Вілка. Якщо дані відпові-
дали нормальному розподілу, то для їх порів-
няння використовували t-критерій Стьюдента 
для незалежних вибірок. У випадку, коли ряди 
результатів не підлягали нормальному розподі-
лу, статистичну обробку здійснювали, викорис-
товуючи непараметричний метод – U-критерій 
Манна-Уітні. Для множинного порівняння засто-
совували поправку Бонфероні, а при розподілі, 
який відрізняється від нормального, –  критерій 
Краскела-Уоліса. 

Результати дослідження та їх обговорення 
Розвиток оксидативно-нітрозативного стресу 

в тканинах тонкої кишки оцінювали за швидкістю 
продукції САР різними джерелами (мікросомами 
та cNOS при порушенні її спряження, мітохонд-
ріями та Nox лейкоцитів), активністю NOS та ії 
ізоформ, утворенням високоактивного перокси-
нітриту. 

Поєднаний вплив хірургічної травми (лапаро-
томії) та індуктора СЗВ (ЛПС S. typhi) збільшу-
вав продукцію САР в гомогенаті тканин тонкої 
кишки щурів (табл. 1) мікросомами на 91.4%, мі-
тохондріями на 70.2%, Nox лейкоцитів на 92.0% 
порівняно з відповідними значеннями 1-ї групи. 

При застосуванні специфічних модуляторів 
транскрипційних чинників NF-κB і Nrf2 піролідин-
дитіокарбамату амонію та диметилфумарату за 
умов експерименту продукція САР у гомогенаті 
тканин тонкої кишки щурів вірогідно поступалася 
відповідним результатам 2-ї групи  на 45.5 та 
41.2%  (при оцінці його генерування мікросома-
ми), на 37.5 та 32.7% (мітохондріями) та на 40.2 
та 35.4% (Nox лейкоцитів). Введення водороз-
чинної форми кверцетину також значно знижу-
вало вироблення САР NADPH-залежною елект-
ронно-транспортною системою мікросом, NADH-
залежним дихальним ланцюгом мітохондрій та 
Nox лейкоцитів, значення яких на 49.1, 41.7 та 
44.0% відповідно було меншим за результати 2-ї 
групи. 
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Таблиця 1 
Вплив модуляторів транскрипційних чинників NF-капа B і Nrf2 на продукцію супероксидного аніон-радикала в тканинах тонкої 

кишки  щурів за умов лапаратомії на тлі ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді (M±m), нмоль/с·г 
Джерела супероксидного аніон-радикала Групи дослідів 

Мікросоми Мітохондрії Nox лейкоцитів 
«Хибнооперовані» тварини 27.06±0.67 35.76±0.93 1.75±0.07 
Після лапаротомії  та введення ліпополіса-
хариду S. typhi 51.79±1.09 * 60.86±1.58 * 3.36±0.07 * 

+ піролідиндитіокарбамат амонію  28.25±0.63 ** 38.01±0.85 ** 2.01±0.04 *,** 
+ диметилфумарат 30.43±0.75 ** 40.93±1.03 *,** 2.17±0.05 *,** 
+ водорозчинна форма кверцетину 26.38±0.47 ** 35.50±0.63 ** 1.88±0.03 ** 

Примітка (у табл. 1-2): * – р<0.05 порівняно з результатами 1-ї групи, ** – р<0.05 порівняно з результатами 2-ї групи. 

Поєднаний вплив лапаротомії та ЛПС S. typhi 
збільшував загальну та індуцибельну активність 
NOS у гомогенаті тканин тонкої кишки (табл. 2) в 

2.32 та 2.56 раза відповідно порівняно зі значен-
нями 1-ї групи. Активність cNOS, навпаки, змен-
шувалася на 60.5%. 

Таблиця 2 
Вплив модуляторів транскрипційних чинників NF-капа B і Nrf2 на NO-синтазну активність у тканинах тонкої кишки  щурів за 

умов лапаратомії на тлі ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді (M±m), мкмоль NО

2 /хв•г білка 

NO-синтазна активність Групи 
Загальна Конститутивна Індуцибельна 

«Хибнооперовані» тварини 6.76±0.59 0.76±0.15 6.00±0.47 
Після лапаротомії  та введення ліпополісахариду 
S. typhi 15.7±1.01 * 0.30±0.12 * 15.40±0.98 * 

+ піролідиндитіокарбамат амонію  10.03±0.95 *,** 0.55±0.01 9.47±0.94 *,** 
+ диметилфумарат 9.29±0.41 *,** 0.59±0.03 ** 8.69±0.39 *,** 
+ водорозчинна форма кверцетину 10.05±0.66 *,** 0.54±0.02 9.51±0.67 *,** 

 
Застосування піролідиндитіокарбамату амо-

нію та диметилфумарату за умов експерименту 
вірогідно зменшувало загальну активність NOS у 
гомогенаті тканин тонкої кишки щурів на 36.1% 
та 40.8%, а також активність iNOS – на 38.5 та 
43.6% порівняно з відповідними результатами 2-
ї групи. Введення кверцетину також значно зни-
жувало загальну та індуцибельну NO-синтазну 
активність на 36.0 та 38.2% відповідно порівняно 
зі значеннями 2-ї групи. 

Проте тільки диметилфумарат вірогідно збі-
льшував активність cNOS у гомогенаті тканин 
тонкої кишки щурів – на 96.7% порівняно з ре-
зультатом 2-ї групи. 

При введенні інгібітора активації NF-κB піро-
лідиндитіокарбамату амонію та водорозчинної 
форми кверцетину активність cNOS у гомогенаті 
тканин тонкої кишки щурів становила 0.55±0.01 

та 0.54±0.02 мкмоль NО

2 /хв•г білка, що достові-

рно не відрізнялося від відповідних значень 2-ї 
групи.  

Для дослідження cNOS-залежного шляху 
утворення САР нами було розраховано індекс 
спряження cNOS (рис. 1) за даними продукції 
цього радикала NADPH-залежною електронно-
транспортною системою та активності cNOS в 
гомогенаті тканин тонкої кишки. Поєднаний 
вплив лапаротомії та ЛПС S. typhi знижував ін-
декс спряження cNOS з 0.028±0.005 (у «хибноо-
перованих» тварин) до 0.006±0.002, тобто на 
78.6% (P<0.01).  

Одночасне утворення САР різними джерела-

ми та надмірний індуцибельний синтез NO ство-
рюють передумови для утворення такого висо-
котоксичного метаболіту, як пероксинітрит. Тому 
вміст пероксинітритів лужних та лужноземель-
них металів у гомогенаті тканин тонкої кишки 
(рис. 2) підвищувався з 1.17±0.04 мкмоль/г до 
2.09±0.04 мкмоль/г, тобто на 78.6% (P<0.001). 

Примітно, що як специфічні модулятори 
транскрипційних чинників NF-κB і Nrf2, так і біо-
флавоноїд кверцетин, пригнічували cNOS-
залежне утворення САР (див. рис. 1). Так, при 
застосуванні піролідиндитіокарбамату амонію 
індекс спряження cNOS зменшувався – до 
0.020±0.001; диметилфумарату – до 
0.019±0.001; водорозчинної форми кверцетину – 
до 0.020±0.001. Ці значення у 3.33; 3.16 та 3. 33 
раза відповідно (всі на рівні P<0.001) були мен-
шими за відповідні результати 2-ї групи. 

Застосування піролідиндитіокарбамату амо-
нію та диметилфумарату за умов експерименту 
суттєво зменшувало вміст пероксинітритів луж-
них та лужноземельних металів у гомогенаті 
тканин тонкої кишки (див. рис. 2) – до 1.25±0.06 
та 1.33±0.06 мкмоль/г відповідно, що на 40.2 та 
36.4% (обидва значення на рівні P<0.001) було 
меншим за відповідні результати 2-ї групи. Вве-
дення кверцетину також значно знижувало кон-
центрацію пероксинітритів – до 
1.19±0.03мкмоль/г, що на 43.1% (P<0.001) по-
ступалося значенню 2-ї групи. 
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Рис. 1. Індекс спряження cNOS у тканинах тонкої кишки  «хибнооперованих» тварин (1); після лапаротомії   
та введення ліпополісахариду S. typhi (2) та призначення на цих умов піролідиндитіокарбамату амонію (3),  

диметилфумарату (4) та водорозчинної форми кверцетину (5). 

 

 
Рис. 2. Вміст пероксинітритів (мкмоль/г) у гомогенаті тканин тонкої кишки  «хибнооперованих» тварин (1);  

після лапаротомії  та введення ліпополісахариду S. typhi (2) та призначення на цих умов піролідиндитіокарбамату амонію  
(3), диметилфумарату (4) та водорозчинної форми кверцетину (5). 

 
Одержані результати узгоджуються з точкою 

зору, саме з активацією NF-κB-сигналінгу може 
бути пов’язана ініціація оксидативно-
нітрозативного стресу в  тканинах ссавців. Цьо-
му сприяє NF-κB-залежна продукція низки про-
оксидантних білків (gp91 phox, ксантиноксидо-
редуктази, iNOS, циклооксигенази-2, 5 та 12-
ліпоксигенази, Cyp7b Cyp2E1 Cyp2C11 та ін.) 
[17, 18]. Активація системи Nrf2 / ARE, навпаки, 
ініціює експресію генів антиоксидантних білків, 
таких як гемоксигеназа-1, супероксиддисмутаза, 
каталаза, глутатіонпероксидаза, глутатіонредук-
таза, тіоредоксин, тіоредоксинредуктаза, перок-
сиредоксин 1, важкий поліпептид феритину 1, 
легкий поліпептид феритину [19, 20], що супро-
воджується збільшенням антиоксидантного по-
тенціалу та обмеженням ПОЛ. 

Примітно, що Nrf2 та NF-κB за умов оксида-

тивно-нітрозативного стресу пов’язані досить 
складними транскрипційними та посттранскрип-
ційними молекулярними механізмами. Тому при-
гнічення одного з цих чинників зазвичай супро-
воджується підвищенням активності іншого [21]. 
Тому при статистичному аналізі відмінностей в 
активності NOS та її індуцибельного ізофермен-
ту, величинах індексу спряження cNOS та вмісті 
пероксинітритів лужних та лужноземельних ме-
талів у гомогенаті тканин тонкої кишки при за-
стосуванні наведених модуляторів транскрип-
ційних чинників NF-κB і Nrf2 нами не виявлено. 

Таким чином, наше дослідження встановлює 
високу ефективність специфічних модуляторів 
транскрипційних чинників NF-κB і Nrf2 як засобів 
корекції оксидативно-нітрозативного стресу в 
тканинах тонкої кишки за умов хірургічної травми 
та СЗВ. Проте ці сполуки мають небезпечні по-
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бічні ефекти. Зокрема, піролідиндитіокарбамат 
амонію є генотоксичним, канцерогенним та те-
ратогенним агентом [22], а диметилфумарат ви-
кликає деякі розлади системи травлення (абдо-
мінальний біль, діарею, нудота, блювання) [23, 
24].  

Це обґрунтовує необхідність пошуку нових 
перспективних лікарських засобів серед модуля-
торів транскрипційних факторів NF-κB і Nrf2, що 
мають достатній профіль безпеки. В останні ро-
ки виявлена здатність кверцетину впливати на 
NF-κB і Nrf2-залежні сигнальні шляхи [7-9]. При-
мітно, що при множинному порівнянні різниці у 
виробленні САР різними джерелами, активності 
NOS та її індуцибельного ізоферменту, величи-
нах індексу спряження cNOS та вмісті пероксині-
тритів лужних та лужноземельних металів у го-
могенаті тканин тонкої кишки при застосуванні 
кверцетину та специфічних наведених модуля-
торів транскрипційних чинників NF-κB і Nrf2 не 
виявлено. 

Висновки 
1. Застосування інгібітора активації NF-κB пі-

ролідиндитіокарбамату амонію, індуктора сигна-
льної системи Nrf2 / ARE диметилфумарату, а 
також водорозчинної форми кверцетину за умов 
поєднаного впливу хірургічної травми (лапаро-
томії) та ЛПС S. typhi значно обмежує продукцію 
супероксидного аніон-радикала різними джере-
лами (мікросомами та cNOS у неспряженому 
стані, мітохондріями та Nox лейкоцитів), загаль-
ну активність NOS та активність ії індуцибельної 
ізоформи, утворення пероксинітриту у тканинах 
тонкої кишки щурів. 

2. Виявлено здатність індуктора сигнальної 
системи Nrf2 / ARE диметилфумарату, на відмі-
ну від піролідиндитіокарбамату амонію та квер-
цетину, покращувати за умов поєднаного впливу 
хірургічної травми (лапаротомії) та ЛПС S. typhi 
конститутивний синтез оксиду азоту. 

3. При множинному порівнянні різниці у виро-
бленні супероксидного аніон-радикала різними 
джерелами, активності NOS та її індуцибельного 
ізоферменту, величинах індексу спряження 
cNOS та вмісті пероксинітритів лужних та лужно-
земельних металів у гомогенаті тканин тонкої 
кишки при застосуванні наведених модуляторів 
транскрипційних чинників NF-κB і Nrf2, включаю-
чи кверцетин, не виявлено. 
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