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DYNAMICS OF INDICATORS IN THE CELL-MEDIATED AND HUMORAL LINKS  
OF THE IMMUNE SYSTEM IN PATIENTS WITH THYROID CANCER* 
Bagmut I.Yu., Galmiz O.O. 
Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Kharkiv 

This work is a fragment of research projects of Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education: “Cellular-molecular mecha-
nisms of inflammation associated with chronic diseases”, the state registration number 015U001186, and “Pathochemical mechani sms 
of action of radioiodine on the organism and principles of their early diagnosis and correction”, state registration number 0117U000589. 

This paper studied cell-mediated and humoral immunity in patients with thyroid cancer (TC) in terms of evaluation of 
specific and non-specific immunological resistance of the organism. Non-specific immunological resistance of the body 
was studied on the basis of determining the phagocytic activity of neutrophils, indices of white and red blood cells. 
Analysis of the study allows us to judge that under the conditions of oncopathology of the thyroid gland, there is a 
suppression of the cellular link of the immune system (macrophages, monocytes, histiocytes, T-lymphocytes, dendritic 
cells) and intercellular mediator interactions that are associated with a decrease in the activity of humoral immune 
system, which was confirmed by a significant drop in the level of B-lymphocytes and immunoglobulins (JgG, Jg  M, JgA). 
The results of the research revealed the inhibition of non-specific resistance of the body in patients with thyroid cancer, 
depending on the cellular structure of the tumor, which was characterized by a decrease in phagocytic activity of neu-
trophils. These changes took place against the background of the development of endogenous intoxication, pathogenic 
links of erythropoesis and methemoglobinemia. 
Keywords: cell-mediated and humoral immunity, immunological resistance, thyroid cancer 

В роботі вивчали клітинний і гуморальний імунітет у хворих на рак щитоподібної залози за показниками оцінки 
специфічної і неспецифічної імунологічної резистентності організму. Неспецифічна імунологічна резистентність 
організму була вивчена на основі визначення фагоцитарної активності нейтрофілів, показників білої та червоної 
крові. Аналіз дослідження дозволяє судити про те, що в умовах онкопатології щитовидної залози відбувається 
пригнічення клітинної ланки імунної системи (макрофаги, моноцити, гістіоцити, Т-лімфоцити, дендритні клітини) 
та міжклітинних медіаторних взаємодій, які пов'язані зі зниженням активності гуморальної імунної системи, що пі-
дтверджувалося значним зниженням рівня В-лімфоцитів та імуноглобулінів (JgG, JgM, JgA). Результати досліджень 
виявили пригнічення неспецифічної резистентності організму у хворих на рак щитоподібної залози в залежності 
від клітинної будови пухлини, які характеризувалися зниженням фагоцитарної активності нейтрофілів. Ці зміни 
відбувались на тлі розвитку ендогенної інтоксикації, патогенетичної ланки еритропоезу і метгемоглобінемії.  
Ключові слова: клітинний і гуморальний імунітет, імунологічна резистентність, рак щитоподібної залози 

                                                        
* To cite this English version: Bagmut I.Yu., Galmiz O.O.. Dynamics of indicators in the cell-mediated and humoral links of the immune system in 
patients with thyroid cancer // Problemy ekologii ta medytsyny. - 2017. - Vol 21, № 3-4. - P. 3–5. 

It is known that the physiologic function of the im-
mune system is the protection of the body from bacteria, 
viruses, fungi, parasitic infections and substances bear-
ing signs of genetically-foreign information [1, 2, 3, 4]. 
These processes provide support for the cellular compo-
sition of the lymphoid organs and the change in the im-
munocompetence of lymphocytes, according to the anti-
gens that enter the body [5, 6, 7]. 

The aim of the research was to study the nonspecific 
and specific immunological resistance in patients with 
thyroid cancer. 

Materials and methods 
We observed 94 patients who were diagnosed with 

thyroid cancer. We used the classification of the tumor 
cell structure applied to assess the aggressiveness and 
rate of growth [8, 9]. According to this classification, pa-
tients were divided into 3 groups: group I included 41 pa-
tients with papillary adenocarcinoma; group II – 32 pa-
tients with follicular adenocarcinoma; group III consisted 
of 21 patients, diagnosed with low-differentiated thyroid 
cancer. The comparison group consisted of 27 patients 
without pathology of the thyroid gland and without a his-
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tory of oncological disease. The thyroid gland cancer di-
agnosis was verified according to histological analysis.  

The research program envisaged the study of cellular 
and humoral immunity in patients with thyroid cancer 
(thyroid gland cancer) according to indicators of evalua-
tion of specific and non-specific immunological resistance 
of the organism. Non-specific immunological resistance 
of the organism was studied on the basis of the determi-
nation of phagocytic activity of neutrophils, indices of 
white and red blood. 

In all examined patients, the total number of red blood 
cells, leukocytes, hemoglobin content, methemoglobin, 
and phagocytic activity of neutrophils were determined. 
All studies were conducted on the first or second day of 
hospitalization, after which patients received immuno-
modulatory antioxidant, anti-toxic therapy, for a period of 
three weeks. 

Natural non-specific immunobiological resistance of 
the body of patients with thyroid gland was studied using 
the activity of phagocytic cells [10, 11]. 

The study of general population of T lymphocytes 
(CD3+), the subpopulation of T lymphocytes – T-helpers 
(CD4), T-suppressor (CD8) and B-lymphocyte (CD19) in 
serum was carried out using monoclonal antibodies 
CD3+, CD4, CD8, CD19, TNF-α by immunofluorescence 
method on the immune enzyme analyzer STAT-FAX303, 
USA.  

The content of immunoglobulins A, M, G (IgA, IgM, 
IgG) and total immunoglobulin E (IgE) in blood serum 
was investigated using Sigma Inc. USA. Immune enzyme 
test systems and the content of allergen specific IgE 
were tested using immune enzyme test systems of 
"Sigma Inc." USA. 

Statistical analysis of the results was carried out using 
a computer software package for processing statistical 
information Statistica 6.1 (StatSoft,Inc., USA). 

Results and discussion 
The study of the dynamics of white and red blood pa-

rameters in patients with TC showed a significant de-
crease in the content of erythrocytes in the group I with 
papillary adenocarcinoma by 7.1%, in the II group with 
follicular adenocarcinoma – by 23% and in patients with 
low-differentiation of thyroid cancer by – 30.5%. The ob-
tained results had a direct correlation with the decrease 
in hemoglobin in all studied groups. There is a significant 
increase in the level of methemoglobin, depending on the 
cellular structure of the tumor, which is the pathogenic 
link of inhibition of erythropoesis in thyroid cancer, and 
this may be due to increased autointoxication, changes in 
the structure of macromolecules and violations of tissue 
respiration. As a result of our research, we established 
reliable (p<0.05) reduction of leukocytes in group ІІ, 
which finds its confirmation in the hypothesis that non-
nuclear cells (erythrocytes), in which significantly reduced 
reparative and restorative syntheses, are sensitive in the 
conditions of development of oncopathology. 

As a result of the study in all groups of patients there 
was a significant (p≤0.05) decrease in phagocyte count, 
absorption index and digestive index of microbes. The 
absorption and staphylococcal digestion of one active 
neutrophil were reduced, and there was a direct correla-
tion with the cellular structure of the tumor. 

The obtained results of the study indicate that in case 
of thyroid cancer, there is inhibition of the cellular immu-
nity level, the severity of which is associated with autoin-
toxication of the body and histological characteristics of 
the tumor (Fig. 1). 
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Fig. 1. Phagocytic activity of neutrophils of patients with thyroid cancer. 

At the next stage, we examined the nonspecific and 
specific immunological resistance in patients with thyroid 
cancer, depending on the type of tumor (Table 1). 

The data obtained in Table 1 show that the study of 
the status of cellular and humoral immunity did not reveal 
any significant changes in papillary adenocarcinoma of 
changes in T-lymphocytes (CD 3+), T-helpers (CD4), T-

suppressor (CD8), B-lymphocytes (CD19) and immu-
noglobulins – JgG, JgM. However, a significant (p≤0.05) 
difference was found in the reduction of natural killers 
(CD16). A correlation between CD16 and TNF-α, JgA, 
which increased by 15.5% and 12.8% respectively, was 
also established. 
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Таble 1 
Indicators of cell-mediated and humoral immunity in patients with thyroid cancer depending on the type of tumor 

Patients with thyroid cancer 

Indexes  (pkg/ml) papillary  
adenocarcinoma 

(n=41) 
follicular  

adenocarcinoma (n=32) 
low-differentiation cancer 

(n=21) 

Comparison group 
(n=27) 

Т- lymphocytes (СD3+) 888.1±29.9 772.5±41.8* 558.1±25.5* 928.4±26.3 
Т- helpers (СD4) 311.5±16.2 230.3±12.5* 170.4±8.7* 330.20±12.6 

Т- suppressor (СD8)  284.4±19.0 254.1±9.1* 161.2±7.7* 295.6±18.2 
Т- killers (СD16) 238.6±13.7* 179.6±8.6* 134.5±7.1* 275.3±14.3 

В-lymphocytes (СD19) 226.8±14.5 187.5±10.2* 160.5±6.5 232.6±19.8 
TNF-α 277.3±15.7* 237.5±12.5* 186.7±16.8* 354.2±21.7 
JgM 53.5±3.2 45.2±2.5* 37.3±1.5* 54.3±4.5 
JgG 44.6±4.0 37.1±2.6* 26.5±2.2* 46.7±3.4 
JgА 43.8±3.1* 61.5±5.0* 27.3±1.9* 37.9±2.8 

Note: * probability is reliable P<0.05 

In patients with papillary adenocarcinoma, a signifi-
cant (p≤0.05) decrease in the levels of the studied pa-
rameters, secretory immunoglobulin JgA, which in-
creased to 43.8 ± 3.1 pkg /ml was observed as opposed 
to the data of the comparison group of patients. 

Significant inhibition of cellular and humoral immunity 
was observed in follicular adenocarcinoma in II group, 
thus, the total number of T-lymphocytes was reduced by 
1.7 times, T-helper cells, T-suppressors, T-killers more 
than 2 times, B-lymphocytes – by 1.5 times. The tumor 
necrosis factor (TNF-α) was reduced by 2.5 times in the 
serum of patients with this stage, and immunoglobulins 
(JgG, JgM, JgA) more than by 1.5 times. 

Analysis of the study in the dynamics of these indica-
tors allows us to judge that under the conditions of onco-
pathy of the thyroid gland, there is a suppression of the 
cellular link of the immune system (macrophages, mono-
cytes, histiocytes, T-lymphocytes, dendritic cells) and in-
tercellular mediator interactions that are associated with 
a decrease in the activity of the humoral immune system, 
which was confirmed by a significant drop in the level of 
B-lymphocytes and immunoglobulins (JgG, JgM, JgA). 

Conclusions. Thus, the results of the research re-
vealed the inhibition of non-specific resistance of the 
body in patients with thyroid cancer, depending on the 
cellular structure of the tumor, which was characterized 
by a decrease in phagocytic activity of neutrophils. These 
changes took place against the background of the devel-
opment of endogenous intoxication, pathogenetic links of 
erythropoesis and methemoglobinemia. The dynamics of 
these indicators was closely related to the formation of 
immunological insufficiency of the cellular and humoral 
link of the immune system, which requires antioxidant, 
antitoxic and immunological correction in the implementa-
tion of pathogenetic therapy for patients with thyroid can-
cer. 
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ДИНАМІКА ПАРАМЕТРІВ ВНУТРІШНЬОКЛІТИННОГО ГОМЕОСТАЗУ  
У ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ ВІРУСНИЙ ГЕПАТИТ С* 
Граматюк С.М. 
Харківська медична академія післядипломної освіти 

В современных условиях внимание клиницистов привлекают вопросы нарушений в системе гомеостаза у больных 
хроническим вирусным гепатитом С, что объясняется определенным прогрессом знаний в этой области и новыми 
возможностями распознавания и лечения различных видов этой патологии. Цель исследования – изучение дина-
мики показателей внутриклеточного гомеостаза у больных хроническим вирусным гепатитом С. Результаты про-
веденных исследований выявили глубокие нарушения обмена ионов металлов у больных хроническим вирусным 
гепатитом С. В сыворотке крови – отмечалось достоверное (р ≤ 0,05) повышение железа, меди, цинка, калия, на-
трия, кальция и снижение ионов магния; в эритроцитах – наблюдалось повышение кальция, магния, натрия, меди 
и снижение калия, цинка и железа. Установленые нарушения у пациентов с хроническим гепатитом С свидетель-
ствуют о полисистемных структурно-метаболических изменениях и нарушениях внутриклеточного гомеостаза и 
как следствие развитие при хроническом вирусном гепатитом С мембранной патологии. 
Ключевые слова: гомеостаз, хронический вирусный гепатит С, ионы металлов 

                                                        
* Цитування при атестації кадрів: Граматюк С.М. Динаміка параметрів внутрішньоклітинного гомеостазу у хворих на 

хронічний вірусний гепатит С // Проблеми екології і медицини. – 2017. – Т. 21, № 3-4. – С. 6–9. 

Вірусний гепатит С (HCV) є однією з основних 
причин захворювань печінки як у цілому світі, так і в 
Україні, включаючи цироз та гепатоцелюлярну кар-
циному, для лікування яких необхідна транспланта-
ція органів [1]. 

Вірус гепатиту С (VHC) був відкритий у 1989 ро-
ці. З того часу він постійно стимулює вчених до по-
дальшого його вивчення. Широке розповсюдження 
хронічного вірусного гепатиту С (ХВГС) як одного із 
результатів інфікування VHC й особливості самого 
вірусу породжують велику кількість медичних і за-
гальноклінічних проблем: недосконала діагностика 
гепатиту С; відсутність вакцинації; лікування хворих 
з цією патологією [2, 3]. 

Вірусний гепатит С є РНК-вмісним вірусом із ро-
дини Flaviviridae, має 6 генотипів і більше 50 субти-
пів. Нуклеотидні послідовності генотипів різняться в 
діапазоні 30–50 %. VHC має виражені мутаційні 
властивості. Відсутність активної Т-клітинної імун-
ної відповіді призводить до високої частоти форму-
вання хронічної інфекції. Генетична гетерогенність 
VHC створює діагностичні та клінічні труднощі, 
ускладнює створення вакцин і ефективних лікува-
льних препаратів. Для генотипу 1, що в більшості 
випадків є причиною гепатиту С як у Європі, так і в 
США, є характерною дуже низька відповідь на про-
ведене лікування [1–3]. 

В сучасних умовах увагу клініцистів приверта-
ють питання порушень в системі гомеостазу у хво-
рих на хронічний вірусний гепатит С, що поясню-
ється певним прогресом знань в цій області та но-
вими можливостями розпізнавання та лікування рі-
зноманітних видів цієї патології у людини.  

За даними Атамана О.В. всі показники внутріш-
ньоклітинного гомеостазу можна поділити на три 
групи: 1. Ті що підтримуються системами організму 
(температура, напруга кисню та осмотичний тиск) 2. 

Ті, що їх тпідтримують системи організму і частково 
сама клітина (рН, концентрація глюкози та інших 
енергетичних субстратів) 3. Ті, що їх підтримує са-
ма клітина (концентрація іонів Na, K, Ca вміст мак-
роергічних сполук, метаболітів [12]. 

У сучасній клінічній практиці недостатньо обґру-
нтовані метаболічні критерії оцінки ендогенної інто-
ксикації у хворих на хронічний гепатит С, що пе-
редбачає динамічні зміни  та оптимізацію патогене-
тичної терапії.  

Отже для розширення розуміння глибинних па-
тогенетичних механізмів ендогенної інтоксикації, 
удосконалення діагностики та прогнозування пода-
льшого стану пацієнтів з хронічним перебігом гепа-
титу С ми поставили мету. 

Мета дослідження – вивчення динаміки показни-
ків внутрішньоклітинного гомеостазу у хворих на 
хронічний вірусний гепатит С. 

Матеріали та методи дослідження 
Обстежено 73 хворих на хронічний вірусний гепа-

тит С, які проходили планове обстеження у Медико 
Діагностичному центрі АСК-Хєлс м.Харків. Усім хво-
рим проводили типування вірусного геному, встанов-
лено наявність 3 генотипів HCV-інфекції: 3а генотип 
було діагностовано у 13 пацієнтів, 2 генотип – 11, 
найбільшу групу склали пацієнти з 1b генотипом віру-
су – 49. Контрольну группу скали 20 практично здоро-
вих осіб, які не маюли в анамнезі хвороб печінки. 

Етіологію захворювання встановлювали на підста-
ві виявлення репликативної активності в сироватці 
крові RNA HCV якісним та кількісним методом ПЛР із 
використанням набору тест-систем ELISA kit вироб-
ництва США, згідно з інструкцією виробника на ПЛР 
аналізаторі BIO rad. 

Программа дослідження включала визначення 
вмісту мікроелементів Cu, Fe, Zn  та макроелементів 
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K, Na, Ca, Mg у сироватці крові та єритроцитах, а та-
кож визначення білків гострої фази гаптоглобіну та 
церулоплазміну.  

Визначення мікро та макроелементів проводили 
на біохімічному аналізаторі А15, Іспанія, з викорис-
танням інструкції виробника.  

Церулоплазмін визначався загальноприйнятим 
методом за H.A. Ravin, суть якого грунтується на оки-
сленні р-фенілендіаміну церулоплазміном. Фермента-
тивна реакціязупинялась при додаванні фтористого 
натрію. Рівень церулоплазміну визначали на підставі 
оптичної щільності продуктів реакції. 

Вміст гаптоглобіну в сироватці крові досліджували 
за методом, запропонованим О.Г. Архіповою, суть 
якого полягає в тому, що гаптоглобін утворює з гемо-
глобіном комплекс, який осідає при додаванні рива-
нолу. За рівнем гемоглобіну, що залишився в розчині, 
фотометрично визначали вміст гаптоглобіну в сиро-
ватці крові. 

Всі дослідження було проведено згідно всіх норм з 
етики та по стандартним операційним процедурам 
затвердженним у Медико Діагностичному центрі АСК-
Хєлс.  

Статистична обробка даних проводилася з вико-
ристанням пакета прикладних програм Statistics for 
Windows 8.0. Використовували методи – описової ста-
тистики (визначення числових характеристик змінних 
– середньо арифметичної М, середньої похибки вибі-
рки, визначення достовірності відмінностей р), що пе-
ревіряються за крітерієм Стьюдента-Фішера в репре-
зентативних вибірках, метод кореляційних структур. 

Результати та їх обговорення 
Вивчення динаміки показників клітинного гомео-

стазу у хворих на хронічний вірусний гепатит С ви-
явило зміни в обміну іонів Са2+, достовірне підви-

щення їх концентрації в сироватці крові на 27%. В 
еритроцитах зазначалося незначне збільшення іо-
нів Са2+, що становило (0,67±0,11 ммоль/л), в порі-
внянні з групою контролю. Така динаміка іонів ка-
льцію в досліджуваних біологічних об'єктах, сиро-
ватці крові та еритроцитах, може відображати по-
рушення структурно-метаболічних процесів, які по-
в'язані в основному з мобілізацією, перерозподілом 
і виведенням даного елемента з організму. Вміст 
іонів магнію мало протилежну спрямованість дина-
міки обміну іонів кальцію. Так, концентрація іонів 
Мg2+ в сироватці крові знижувався на 48,1% тоді як 
в еритроцитах магній підвищувався на 24,5%, від-
повідно, що мало достовірну різницю між групами. 
З огляду на важливу кофакторную функцію іонів 
магнію і участь їх в забезпеченні ферментативних 
реакцій анаеробного окислення глюкози, слід поло-
гать, що їх підвищення в еритроцитах може бути 
пов'язано з посиленням активності анаеробного 
шляху добування енергії у вигляді АТФ при хроніч-
ному вірусному гепатиті С (рис.1). 

Отже можна припустити, що у пацієнтів з хроні-
чним вірусним гепатитом С на фоні зростання кон-
центрації АТФ в клітині, змінюється робота калій-
натрієвого насоса за рахунок внутрішньоклітинє на-
копичення магнію, що викликає конформаційні змі-
ни Na+ – K+-АТФази. В результаті отриманих ре-
зультатів дослідження динаміки іонів кальцію і маг-
нію виявлено їх значні зміни, що може бути пов'я-
зано з численними структурно-метаболічними по-
рушеннями і в першу чергу мембранних надмоле-
кулярних структур клітини, що призводять до пору-
шень внутрішньоклітинного гомеостазу у хворих на 
хронічний вірусний гепатит С. 

 

а) 
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Рисунок 1. Динаміка вмісту іонів в сироватці крові (а) та еритроцитах хворих (б) на хронічний вірусний гепатит С. 

Іони Na+ підвищувалися в сироватці крові і ерит-
роцитах на 14,5% та 9,5% в порівнянні з контрольною 
групою. Динаміка обміну іонів калію характеризувала-
ся підвищенням їх в сироватці крові на 25,3%, на тлі 
зниження в еритроцитах крові на 20,7%. Збільшення 
К+ в сироватці на 73,3%, вказує на порушення стабі-
льності еритроцитів, що забезпечує надходження в 
кров К+ і його виведення з організму хворих на хроніч-
ний гепатит С. Спряженість іонів Na+ і К+ в еритроци-
тах, супроводжувалася збільшенням концентрації Na+ 
і зниженням К+. Така динаміка цих іонів неминуче при-
зводить до деполяризації еритроцитарних мембран, 
затримці іонів Na+ і втрати К+, що характеризує пору-
шення їх фізико-хімічних і функціональних властивос-
тей. Ці, факти вказують на порушення транспортної 
функції плазматичних мембран у хворих з хронічним 
гепатитом С. 

Вивчення обміну Zn2 + виявило достовірне (р 
0,005) його підвищення в сироватці крові, відповідно 
на 34,1% і становив (29,5±0,43ммоль/л) в порівнянні з 
контрольною групою. В еритроцитах спостерігалося 
навпаки, достовірне зниження вмісту іонів цинку 
(16,8±0,51ммоль/л). Дослідження показують, що у 
хворих на хронічний вірусний гепатит С відбувається 
істотна втрата іонів цинку. Підвищення рівня цинку в 
сироватці крові може бути пов'язано зі збільшенням у 
ній глобулінів з якими він утворює міцні комплекси. 
Істотну роль в розвитку прояви дефіциту цинку мо-
жуть грати структурно-метаболічні порушення біологі-
чних мембран: плазматичної, мітохондріальної, рибо-
сом, лізосом і ін. 

Дослідження обміну іонів міді у хворих на хроніч-
ний вірусний гепатит С виявило підвищення їх в сиро-
ватці крові та еритроцитах, відповідно на 32,1%, 
41,6%, в порівнянні з контрольною групою. Мідь бере 
активну участь в процесах кровотворення, імунних і 
окислювально-відновлювальних реакціях. У сироват-
ці, вона пов'язана з α2-глобулінами і входить до фра-
кції сироваткової оксидази – церулоплазміну. Збіль-
шення в аналізованих об'єктах іонів міді, може бути 

пов'язане з активацією кровотворення, імунної систе-
ми і окислювальних реакцій, які слід розглядати як 
фазу адаптації організму в умовах розвитку хронічно-
го гепатиту вірусної етіології. 

Вивчення динаміки заліза в органах і тканинах ви-
явило підвищення його концентрації в сироватці крові 
на 119,4%. В еритроцитах спостерігалося зниження 
заліза на 11,5%. З огляду на участь заліза у транспо-
рті кисню і процесах клітинного дихання, а також вхо-
дження до складу гемоглобіну, трансферину, ферити-
ну і аналіз динаміки іонів заліза в біологічних об'єктах, 
дозволяють судити про порушення стабільності ерит-
роцитарних мембран, сполученого з виходом іонів 
Fe2 + в сироватку крові. 

Багато авторів переконують, що  важлива роль в 
забезпеченні мембран динамічною стабільністю від-
водиться інтеграційним системам контролю гомеоста-
тичної функції організму (нервовою, ендокринною, 
імунною, ферментативною), що спостерігається у 
хворих на ХГС [11 – 15, 17].  

Основною причиною порушення гомеостазу може 
бути структурно-метаболічна дезорганізація мембран 
і як наслідок зміна матеріального, енергетичного і ін-
формаційного балансу клітини, які лежать в основі 
формування хвороб і розвитку ендогенної інтоксикації 
[12]. 

Вивчаючи стан системно- антисистемної взаємодії  
вірусу гепатиту С, що володіє мембранотропною дією 
виявлено порушення активності ферментів антиради-
кального захисту на тлі зменшення показників транс-
ферину (табл.1). При вивченні показників вмісту  це-
рулоплазміну  визначенно, що вони перевищують ко-
нтрольні значення у 2,5 рази у всіх групах хворих. Од-
нак спостерігається низький рівень трансферину та 
гаптоглобіну на висоті інтоксикації з нормалізацією 
симптомів прояву в період ремісії.  Низьке значення 
трансферину на висоті інтоксикації підвищується до 
періоду ремісії й але вірогідно відрізняється від конт-
рольних значень (табл.1). 

б) 



Том 21, N 3-4 2017 р.    

9 
 

9 

Таблиця 1 
Динаміка вмісту білків гострої фази – гаптоглобіну, трансферину і церулоплазміну у хворих на вірусний гепатит С. 

Групи хворих на гепатит С Церулоплазмін 
ммоль/л 

Гаптоглобін 
г/л 

Трансферрин 
мг/л 

Хронічний вірусний гепатит С (n =73) 3,112+0,44 *0,211±0,026 *2,11±0,26  
Контрольна група 

(n =20) 2,335±0,65 0,335±0,065 3,5±0,5 

Примітка: *   –  достовірна відмінність від норми   

Практично не встановлено змін в динаміці дослі-
джуваних показників  в залежності від форми захво-
рювання. Аналіз вмісту білків гострої фази – гаптог-
лобіну, трансферину і церулоплазміну, виявив значні 
їх відмінності залежно від генотипу вірусу. Так найбі-
льші зміни спостерігались , у хворих з генотипом 1b, 
гаптоглобін в сироватці крові зменьшувался на 26%, у 
хворих з генотипом 3а на 14%, від значень контроль-
ної групи. Зменьшення в сироватці крові гаптоглобіну 
у хворих на хронічний вірусний гепатит С, можна роз-
глядати як напруження адаптаційних механізмів за-
безпечення гомеостазу організму. Церулоплазмін під-
вищувався на 23,6%; 48% та 19,6%  відповідно у хво-
рих з генотипом 3а, 1b та 2. Зниження рівня гаптогло-
біну у хворих на хронічний гепатит С, може вказувати 
на мембранну патологію. 

Таким чином, результати проведених досліджень 
виявили глибокі порушення обміну іонів металів у 
хворих ХВГС. У сироватці крові – відзначалося підви-
щення заліза, міді, цинку, калію, натрію, кальцію і 
зниження іонів магнію; в еритроцитах – спостерігало-
ся підвищення кальцію, магнію, натрію, міді і знижен-
ня калію, цинку та заліза, що свідчить про полісисте-
мні структурно-метаболічні зміни та порушення внут-
рішньоклітінного гомеостазу, як наслідок розвиток при 
хронічному вірусному гепатіті С мембранної патології. 

Перспективи подальших досліджень 
Визначити закономірності порушення енергоза-

безпечення як механізм ушкодження клітин у хворих 
на хронічний вірусний гепатит С. 
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ENGLISH VERSION: DYNAMICS OF INTRACELLULAR HOMEOSTASIS 
PARAMETERS IN PATIENTS WITH CHRONIC VIRUS HEPATITIS C* 
Gramatyuk S.M. 
Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education 

In modern conditions, the attention of clinicians is attracted by the problems of disturbances in the system of homeosta-
sis in patients with chronic viral hepatitis C, which is explained by the progress of knowledge in this area and new oppor-
tunities for detection and treatment of various types of this pathology. The aim of the research was to study the dynam-
ics of intracellular homeostasis parameters in patients with chronic viral hepatitis C. Results of the study. The results of 
the conducted studies revealed profound disturbances in the metabolism of metal ions in patients with chronic viral 
hepatitis C. In serum, there was a significant (p ≤ 0.05) increase in iron, copper, zinc, potassium, sodium, calcium and a 
decrease in magnesium ions; in erythrocytes – there was an increase in calcium, magnesium, sodium, copper and a de-
crease in potassium, zinc and iron. The established disturbances in patients with chronic hepatitis C indicate the poly-
system structural and metabolic changes, intracellular homeostasis disorders and, as a consequence, the development of 
membrane pathology in chronic viral hepatitis C. 
Keywords: homeostasis, chronic viral hepatitis C, metal ions 
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Viral hepatitis C (VHC) is one of the main causes of 
liver diseases worldwide and in Ukraine, including cirrho-
sis and hepatocellular carcinoma, for treatment of which 
organ transplantation is required [1]. 

Hepatitis C virus (HCV) was discovered in 1989. 
Since that time, it constantly encourages scientists for 
further research in this area. The widespread occurrence 
of chronic viral hepatitis C (CVHC) as one of the results 
of infection with HCV and the peculiarities of the virus it-
self give rise to a large number of medical and general 
clinical problems: the misdiagnosis of hepatitis C; lack of 
vaccination; treatment of patients with this pathology [2, 
3]. Viral hepatitis C is a RNA-containing virus from the 
Flaviviridae family, it has 6 genotypes and over 50 sub-
types. Nucleotide sequences of genotypes vary in the 
range of 30-50%. HCV has pronounced mutational prop-
erties. The absence of an active T cell immune response 
leads to a high frequency of chronic infection formation. 
Genetic heterogeneity of HCV creates diagnostic and 
clinical difficulties, complicates the development of vac-
cines and effective therapeutic drugs. Genotype 1, which 
in most cases is the cause of hepatitis C, both in Europe 
and in the United States, is characterized by a very low 
response to treatment [1-3]. 

In modern conditions, the attention of clinicians is at-
tracted by issues of disorders in the homeostasis system 
in patients with chronic viral hepatitis C, due to some 
progress in knowledge in this area and new possibilities 
for detection and treatment of various types of this pa-
thology in humans. According to O.V. Ataman, all indica-
tors of intracellular homeostasis can be divided into three 
groups: 1. Indicators supported by the body systems 
(temperature, oxygen pressure and osmotic pressure) 2. 
Indicators supported by the system of the body and, par-
tially, the cell itself (pH, glucose concentration and other 
energy substrates) 3. Indicators supported by the cell it-
self (concentration of ions Na, K, Ca content of macroer-
gic compounds, metabolites) [12]. 

In modern clinical practice, the metabolic criteria for 
evaluation of endogenous intoxication in patients with 
chronic hepatitis C are insufficiently grounded, which in-
volves dynamic changes and optimization of pathoge-
netic therapy. Thus, we have set an objective to expand 

understanding of the endogenous pathogenetic mecha-
nisms of endogenous intoxication, to improve diagnostics 
and to predict the future state of patients with chronic 
hepatitis C disease. The purpose of the research is to 
study the dynamics of intracellular homeostasis in pa-
tients with chronic viral hepatitis C. 

Materials and methods 
A total of 73 patients with chronic viral hepatitis C were 

screened at the Mediciko Diagnostic Center ASK-Heles in 
Kharkiv. All patients were vaccinated with the virus genome, 
the presence of 3 genotypes of HCV infection was detected: 
3a genotype was diagnosed in 13 patients, 2 genotypes – 
11, the largest group was patients with 1b genotype of the 
virus – 49. The control group included 20 practically healthy 
persons who did not have the liver disease in anamnesis. 
The disease was established based on the detection of RNA 
HCV serum replicative activity in a qualitative and quantita-
tive PCR method using a set of US ELISA kit test systems, 
according to the manufacturer's instructions on the BIO-rad 
analyzer. 

The study included the determination of the content of 
Cu, Fe, Zn, and macrocells K, Na, Ca, Mg in blood serum 
and red blood cells, as well as the determination of the 
acute phase proteins of haptoglobin and ceruloplasmin. 

The determination of micro- and macro elements was 
carried out on the biochemical analyzer A15, Spain, us-
ing the manufacturer's instructions. 

Ceruloplasmin was determined via the generally ac-
cepted method by H.A. Ravin, the essence of which is 
based on the oxidation of p-phenylenediamine ceru-
loplasmin. An enzymatic reaction was stopped by the ad-
dition of sodium fluoride. The level of ceruloplasmin was 
determined based on the optical density of the reaction 
products. The content of haptoglobin in serum was inves-
tigated according to the method proposed by O.G. Archi-
pelago, the essence of which is that haptoglobin forms a 
hemoglobin complex, which precipitates with the addition 
of rivanol. By the level of hemoglobin remaining in the 
solution, the content of haptoglobin in the serum was de-
termined photometrically. 

All studies were conducted in accordance with all 
norms of ethics and standard operating procedures ap-
proved at the Medical Diagnostic Center ASK-Hells. Sta-
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tistical data processing was performed using the applica-
tion package for Statistics for Windows 8.0. The following 
methods were used – descriptive statistics (the definition 
of numerical characteristics of variables – arithmetic 
mean M, average sample error, determination of the reli-
ability of differences p), checked by the criterion of Stu-
dent-Fisher in representative samples, the method of cor-
relation structures. 

Results and discussion 
The study of the dynamics of cell homeostasis in pa-

tients with chronic viral hepatitis C revealed changes in 
the exchange of Ca2 + ions, a significant increase in their 
serum concentration of 27%. In erythrocytes, a slight in-
crease in Ca 2+ ions was noted (0.67 ± 0.11 mmol / L) as 
compared with the control group. Such dynamics of cal-
cium ions in the investigated biological objects, blood se-

rum and erythrocytes, can reflect the disruption of struc-
tural and metabolic processes, which are mainly associ-
ated with the mobilization, redistribution and withdrawal 
of this element from the body. The content of magnesium 
ions had the opposite orientation of the dynamics of ex-
change of calcium ions. Thus, the concentration of ions 
Mg2 + in serum decreased by 48.1% while in erythro-
cytes magnesium increased by 24.5%, respectively, 
which had a significant difference between the groups. 
Given the important cofactorial function of magnesium 
ions and their involvement in providing enzymatic reac-
tions of anaerobic oxidation of glucose, it should be noted 
that their increase in erythrocytes may be due to an in-
crease in the activity of an anaerobic pathway of energy 
in the form of ATP in chronic viral hepatitis C (Fig. 1). 

 

 
Figure 1. Dynamics of ion content in serum (a) and red blood cells (b) in patients with chronic viral hepatitis C. 

а) 

b) 
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Consequently, it can be assumed that in patients with 
chronic viral hepatitis C against the background of in-
crease in the concentration of ATP in the cell, the work of 
potassium-sodium pump changes due to intracellular ac-
cumulation of magnesium, causing conformational 
changes in Na + – K + -ATPase. As a result of the study, 
the dynamics of calcium and magnesium ions, significant 
changes were detected that could be due to numerous 
structural and metabolic disorders and, in particular, 
membrane supramolecular cell structures, leading to in-
tracellular homeostasis in patients with chronic viral 
hepatitis C. 

Na + ions were elevated in blood serum and erythro-
cytes by 14.5% and 9.5%, as compared with the control 
group. The dynamics of exchange of potassium ions was 
characterized by an increase in blood serum of 25.3%, 
against a background of red blood cell counts of 20.7%. 
Increase in serum K + by 73.3% indicates a disruption of 
the stability of erythrocytes, which ensures the entry into 
the blood of K + and its withdrawal from the body of pa-
tients with chronic hepatitis C. Conjugation of Na + and 
K+ ions in erythrocytes was accompanied by an increase 
in the concentration of Na + and decrease K +. Such dy-
namics of these ions inevitably leads to depolarization of 
erythrocytic membranes, delayed Na+ ions and loss of 
K+, which characterizes the disruption of their physical, 
chemical and functional properties. These, the facts indi-
cate a disruption of the transport function of plasma 
membranes in patients with chronic hepatitis C. 

The study of the exchange of Zn2 + revealed a sig-
nificant increase (p. 0.005) in its blood serum, 34.1%, 
and was (29.5 ± 0.43 mmol / l) in comparison with the 
control group. In red blood cells, on the contrary, a sig-
nificant decrease in the content of zinc ions (16.8 ± 0.51 
mmol / l) was observed. Studies show that patients with 
chronic viral hepatitis C have a significant loss of zinc 
ions. Increased level of zinc in the blood serum may be 
due to an increase in her globulins with which he forms 
strong complexes. A significant role in the development 
of the manifestation of zinc deficiency can belong to 
structural and metabolic disorders of biological mem-
branes: plasma, mitochondrial, ribosomes, lysosomes, 
etc. 

The study of the exchange of copper ions in patients 
with chronic viral hepatitis C showed an increase in their 
serum and red blood cells, respectively, by 32.1%, 

41.6%, as compared with the control group. Copper is 
actively involved in the processes of hematopoiesis, im-
mune and oxidative-reducing reactions. In serum, it is 
linked to α2-globulins and is part of the serum oxidase 
fraction – ceruloplasmin. An increase in the analyzed ob-
jects of copper ions, may be associated with the activa-
tion of hematopoiesis, the immune system and oxidative 
reactions, which should be considered as the phase of 
adaptation of the organism in the development of chronic 
hepatitis viral etiology. 

The study of the dynamics of iron in organs and tis-
sues revealed an increase in its concentration in serum 
on 119.4%. In erythrocytes there was a decrease in iron 
by 11.5%. Given the involvement of iron in oxygen trans-
port and processes of cellular respiration, as well as the 
entry of hemoglobin, transferrin, ferritin and the analysis 
of the dynamics of iron ions in biological objects, one can 
judge the disruption of the stability of erythrocytic mem-
branes, which is connected with the release of Fe2+ ions 
in the blood. 

Many authors are convinced that an important role in 
providing the membranes with dynamic stability is given 
to the integration systems for controlling the homeostatic 
function of the organism (nervous, endocrine, immune, 
enzymatic), which is observed in patients with CSF [11 – 
15, 17]. 

The main reason for the disruption of homeostasis 
may be the structural and metabolic lesion of membranes 
and, as a consequence, a change in the material, energy 
and information balance of cells, which underlie the for-
mation of diseases and the development of endogenous 
intoxication [12]. 

Studying the condition of the systemic and antisystem 
interaction of the hepatitis C virus, which has membrano-
tropic action, the disruption of the activity of enzymes of 
antiradical protection was detected against the back-
ground of reduction of transferrin (Table 1). 

When studying the contents of ceruloplasmin, it is de-
termined that they exceed the control values by 2.5 times 
in all groups of patients. However, there is a low level of 
transferrin and haptoglobin at the height of intoxication 
with the normalization of manifestation symptoms in the 
remission period. The low value of transferrin at the 
height of intoxication increases to the remission period, 
but it is significantly different from the control values (Ta-
ble 1). 

Table 1 
Dynamics of the content of acute phase proteins – haptoglobin, transferrin and ceruloplasmin in patients with viral hepatitis C. 

Groups of patients with hepatitis C Ceruloplasmin 
mmol / l 

Haptoglobin 
g / l 

Transferrin 
mg / l 

Chronic viral hepatitis C (n =73) 3.112+0.44 *0.211±0.026 *2.11±0.26  
Control group 

 (n =20) 2.335±0.65 0.335±0.065 3.5±0.5 

Note: * – a significant difference from the norm 

Practically no changes were found in the dynamics of 
the studied parameters, depending on the form of the 
disease. Analysis of the content of acute phase proteins 
– haptoglobin, transferrin and ceruloplasmin, revealed 
significant differences, depending on the genotype of the 
virus. So the biggest changes were observed, in patients 
with genotype 1b, haptoglobin in serum decreased by 
26%, in patients with genotype 3a by 14%, from the val-
ues of the control group. The decrease in serum of hap-
thoglobin in patients with chronic viral hepatitis C can be 
considered as the strain of adaptive mechanisms for pro-

viding homeostasis of the body. Ceruloplasmin increased 
by 23.6%; 48% and 19.6%, respectively, in patients with 
genotype 3a, 1b and 2. Decreased levels of haptoglobin 
in patients with chronic hepatitis C, may indicate mem-
brane pathology. 

Thus, the results of the conducted research revealed 
deep disturbances in the metabolism of metal ions in pa-
tients with HBGS. In serum, there was an increase in 
iron, copper, zinc, potassium, sodium, calcium and mag-
nesium ions; in erythrocytes – there was an increase in 
calcium, magnesium, sodium, copper, and a decrease in 
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potassium, zinc and iron, indicating polysystem structural 
and metabolic changes and intracellular homeostasis, as 
a consequence of development in chronic viral hepatitis 
C membrane pathology. 

Prospects for further research consist in determining 
the laws of energy supply disturbance as a mechanism of 
damage to cells in patients with chronic viral hepatitis C. 
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THE STUDY OF PATHOPHYSIOLOGICAL LINK OF AUTOIMMUNIZATION  
IN PATIENTS WHO USE SOFT CONTACT LENSES* 
Bagmut I.Yu., Kuzmenko O.A., Titkova A.V. 
Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Kharkiv 

In this work, the state of the immune system was studied in thepatients using soft contact lenses for various variants of 
the normal microflora eyes. Analyzing the absolute number of lymphocytes in the peripheral blood, we found that these 
indices are within the limits of normal physiological fluctuations and do not have a significant difference between the 
groups. The same tendency was observed in the study of the content of common T-lymphocytes, and their number in all 
groups is within the limits of normal physiological parameters. The inhibition of the IL-2 expression activator confirms 
our assumption of latent suppression of the T-immune system, especially in patients who have a smoking habit. It has 
been found that in patients who use soft contact lenses and have a habit of smoking there is a decrease in the level of 
B-lymphocytes. However, despite the normal immunological parameters of B-lymphocytes, in the 1st group as well as in 
the 2nd group there is a hidden inhibition of the T-immune system. 
Keywords: immune system, soft contact lenses, normal microflora 
У роботі вивчали стан імунної системи у пацієнтів, що використовують м’які контактні лінзи при різних варіантах 
стану нормальної мікрофлори ока. Аналізуючи абсолютну кількість лімфоцитів у периферичній крові, ми виявили, 
що ці показники знаходяться в межах нормальних фізіологічних коливань і не мають суттєвої різниці між групами. 
Така ж тенденція спостерігалася при вивченні вмісту загальних Т-лімфоцитів, а їх кількість у всіх групах перебуває 
в межах нормальних фізіологічних параметрів. Інгібування активатора експресії IL-2 підтверджує наше припущен-
ня про приховане пригнічення Т-імунної системи, особливо у пацієнтів, які палять. Було виявлено, що у пацієнтів 
які використовують м’які контактні лінзи та мають звичку паління має місце зниження рівня В-лімфоцитів. Однак 
незважаючи на нормальні імунологічні показники В-лімфоцитів, в І групі також як і в ІІ групі спостерігається при-
ховане пригнічення Т-системи імунітету. 
Ключові слова: імунна система, контактні лінзи, нормальна мікрофлора 
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Wearing contact lenses increases the risk of eye in-
fections, corneal damage, and changes the natural mi-
croflora of the eye. In any case, the results of wearing 
contact lenses can potentially be either dangerous or 
catastrophic. In order to understand the risks, it is useful 
to understand how the eye works and how contact lenses 
help correct vision. If a patient does not care about the 
eyes and lenses, one can increase the risk of complete 
loss of vision. 

Contact lenses are literally in “contact” with the eye. 
These lenses are prescription based, and they are in-
tended for correction of visual errors – in essence, they 
resemble miniature glasses. They change the place 
where the light focuses on the retina, which improves vi-
sion. 

Soft lenses move along with the eye, floating above 
the surface of the cornea. The concept of contact lenses 
was demonstrated in 1508 by Leonardo da Vinci. The 
first lenses were made of glass in 1887. 

For many years, they have evolved to plastic, soft 
lenses, disposable lenses, air-permeable versions; re-
cently, silicone hydrogel has appeared, manufactured on 
an individual basis. 

Air-permeable lenses are made of hard plastic, they 
have less water, they are less flexible than soft lenses, 
but are better resistant to bacteria. These lenses keep 
shaping when you blink and support diopters better than 
soft lenses. 

In a 2016 newsletter from ABC, Dr. William Faulkner 
of the Eye Institute in Cincinnati warns that 20.000 peo-
ple annually contract Pseudomonas aeruginosa. Accord-
ing to the Center for the control and prevention of dis-
eases, 50% of people do not remove contact lenses 
overnight. 

Unfortunately, this practice leads to an increased risk 
of eye infections, which can lead to further infection and 
loss of vision. If not treated, one can lose one’s sight. 

Faulkner believes that people who sleep in lenses 
(even those called “overnight”), and who have a habit of 
smoking, are 10 times more likely to contract eye infec-
tions. 

Almost every fifth of eye patients has complications 
due to the use of contact lenses, which include corneal 
injuries, corneal transplantation, and loss of vision. 

However, in the literature we did not find data on the 
study of the immune system in patients who use soft con-
tact lenses. 

The aim of the research is to investigate the state of 
the immune system in patients who use soft contact 
lenses in various variants of normal microflora of the eye. 

Materials and methods 
The study included 72 patients who have used soft 

contact lenses for at least one year. All patients were di-
vided into two groups: the Ist group included 32 patients 
who had a habit of smoking and/or sleeping in lenses; the 
IInd group – 40 patients, non-smokers, using soft contact 
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lenses. The study group included patients aged 21 to 60 
years old, with an average age of 34±6.2 years. 

Only patients who have used soft contact lenses for 
at least 1 year and had no history of infectious eye dis-
eases during the last 6 months have been included in this 
study. Non-specific protective factors were investigated in 
all patients, the leading link of which are phagocytic cells, 
involved in the elimination of foreign antigens due to their 
intracellular enzyme systems. The patients were evalu-
ated for the total number of leukocytes, relative and ab-
solute number of lymphocytes, phenotypes of lympho-
cytes at presence of CD antigens on their surface (CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD22, CD25, CD95); the levels of im-
munoglobulins of classes A, M, G, E, circulating immune 
complexes (CIC), hemolytic activity of the complement 
(CH 50), phagocytosis parameters of neutrophil granulo-
cytes with latex, lysosomal cationic proteins (LCP) and 
NST spontaneous and stimulated tests were studied. 

CIC was determined in serum of blood by spectropho-
tometric method for Dijon RN The method is based on 
the ability of polyethylene glycol (PEG 6000) at low con-
centrations to precipitate immune complexes in serum. 
The concentration of the protein in the precipitate was 
determined by the level of the CIC. Measurements were 
made using a spectrophotometer at a wavelength of 450 
nm; the levels of the CIC were expressed in units of opti-
cal density. Determination of complement hemolytic activ-
ity was performed by the method of 50% hemolysis in the 
modification of Reznikova L. C. The principle is based on 
the phenomenon of erythrocyte lysis in the presence of 
antieryrotsytic antibodies and complement. To evaluate 
the complement activity, the hemolytic system was intro-
duced into the serum. The detection of lysosomal cationic 
proteins (LCP) was performed by the cytochemical 

method according to MG Shubichik. Microscopy of the 
smears was performed under a microscope with an in-
crease of x 90 in the immersion system, 100 neutrophils 
were counted, and% of NST-positive cells containing the 
dyformasan was determined. In the spontaneous NST 
test, the norm is 10%, in the stimulated – from 40%. In 
addition, the neutrophil activity index (IAN) was calcu-
lated according to the Astaldy-Berg formula. 

The microbiological study was performed on all pa-
tients using soft contact lenses. Identification of bacteria 
was carried out according to generally accepted criteria. 
The culture of bacteria was grown on a liquid nutrient 
medium for 1-2 days at 37 ℃ to a concentration of 2 bil-
lion cells / ml. 

All stages of the study were performed on the clinical 
basis of the medical diagnostic center "ASK-Health". 

The research was conducted in compliance with all 
ethical and legal norms and protocols, in accordance with 
the legislation of Ukraine. 

The results of the study were processed using the 
EXCEL and STATISTICA 6 applications. 

Results and discussion 
The lack of data on the state of immunity of patients 

using soft contact lenses in the literature was the basis 
for its study, the study may contribute to the resolution of 
the pathophysiologic formation of immunological disor-
ders and as a consequence of infectious complications. 
The analysis of the state of the immune system provided 
for the determination of the total number of all lympho-
cytes and their varieties in peripheral blood in absolute 
and relative values (Table 1). 

Table 1 
The state of cellular immunity in patients who use soft contact lenses 

Indicators of the state of the immunity system 

Patients' groups The number 
of lympho-
cytes, % 

The absolute 
number of 

lymphocytes 
х109/L 

CD3,%  CD3, х109/L CD4,% CD4, 
х109/L CD8,% CD8, 

х109/L 

Comparison 
group 18-38 0.72-3.42 67-76 1.1-1.7 38-46 0.7-1.1 31-40 0.5-0.9 

Ist group (smokers) 53.4± 
2.45* 

2.45± 
0.24 

75.7± 
1.6 

1.8± 
0.25 

38.1± 
1.5 

1.2± 
0.20 

30.9± 
1.1 

0.56± 
0.04 

IInd group 43.6± 
3.35 

2.31± 
0.15 

75.1± 
1.25 

1.73± 
0.13 

46.8± 
1.3 

1.0± 
0.11 

31.2± 
2.1 

0.81± 
0.10 

Notes: P<0.05 – differences in values when compared between groups. 

The study found that the relative number of lympho-
cytes varies widely and tends to increase, on average, 
(44.73±5.1)%. However, patients with a smoking habit of 
the 1st group have a significantly higher incidence 
(p≤0.05) the reaction voltage from the lymphoid system, 
while the number of lymphocytes in such persons was 
(53.4±2.45)%. High indicators of the relative number of 
lymphocytes are also observed in the second group – 
(43.6±3.35)%. The increased relative numbers of lym-
phocytes in both groups of study, in our opinion, show a 
different pathophysiologic mechanism of the reaction of 
the lymphoid system. In group II, lymphocytes can reflect 
the expressed reactivity of the immune system on the 
pathological process, and in group I – indicates the pres-
ence of chronic inflammatory reaction in the body due to 
smoking. 

Analyzing the absolute number of lymphocytes in the 
peripheral blood, we found that these indices are within 
the limits of normal physiological fluctuations and do not 

have a significant difference between the groups. The 
same tendency was observed in the study of the content 
of common T-lymphocytes, and their number in all 
groups is within the limits of normal physiological pa-
rameters. There was a stable uniform content of total T-
lymphocytes at the upper limit of the norm – (from 
75.7±1.6% to 75.1±1.25%). 

As a result of the study, the absolute number of CD-3 
T lymphocytes in the 1st group was 1.82x109/L, which is 
significantly higher (p≤0.05) than in the comparison 
group. The obtained results of the study suggest that the 
main population of common T-lymphocytes (CD3) is rep-
resented by T-helper. Indicators of the second group 
were significantly higher than normal, however, the dif-
ference between patients and both groups was not de-
tected. The analysis of the relative level of T-helper cells 
– CD4 in the blood corresponds to the normal value in 
patients of group ІІ and remains at the level of the upper 
limit of norm – (46.8±1.3)%. In patients of group I, the 
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relative level of CD4 is at the lower limit of the norm and 
has no significant difference when compared with the 
control values. However, it should be noted that the ab-
solute number of T-helper (CD4) in patients of group I 
deviates from the control values in both directions, as in 
the direction of decrease – 26.78% in comparison with 
the norm, and in the direction of increasing their number 
– at 13.5% of cases. Such a situation may be due to the 
voltage of the T-system of immunity and the T-helper 
type 2 immune response at the onset of the disease, that 
is, in the process of prolonging the disease, the immune 
status of the organism is suppressed. 

Relative content of T suppressors – CD8 did not have 
a significant difference between the groups. 

The absolute number of T suppressors – CD8 in pa-
tients of Group I is at the lower limit of the norm – 

0.56x109/L, while in the second group of patients the 
number of T suppressors – 1.2 times higher and reaches 
the upper limit of the norm – 0.81x109/L. 

Consequently, despite the normal immunological per-
formance in all groups, the latent immune suppression of 
the T-immune system is nevertheless traced in group I. 

The abovementioned data finds its confirmation in the 
study of the dynamics of other indicators of immunity 
(Table 2). Absolute content of natural killers CD16 in pa-
tients of group I is significantly (p≤0.05) lower than in 
group ІІ, although it corresponds to the norm – 
0.31х109/L. That is, the content in the blood of natural 
killers, although consistent with the norm, similar to T-
lymphocytes, in the 1st group, this limit is significantly 
lower. 

Table 2 
Some indicators of the state of immunity in patients who use soft contact lenses  

Indicators of the state of the immunity system 

Patients' 
groups CD16,% CD16, 

х109/L CD20, % 
 

CD20,х10
9/L 

 CD25,% 
 

CD25,х1
09/L 

 CIC 
with 3.5 
% PEG, 

un. 
CD95,%  CD95, 

х109/L 

Comparison 
group 10-19 0.2-0.4 11-16 0.2-0.4 10-18 0.54-

1.16 10±2 5-20 0.1-0.5 

Group І 18.26± 
1.68 

0.31± 
0.14** 

16.4± 
0.67 

0.27± 
0.09** 

20.7± 
0.16 

0.32± 
0.05** 

12.9± 
1.15 

18.55± 
2.5* 

0.33± 
0.01 

Group ІІ 17.4± 
0.08 

0.45± 
0.01 

14.0± 
0.01** 

0.39± 
0.05 

19.6± 
1.10 

0.47± 
0.02 

10.4± 
1.42** 

13.6± 
0.14** 

0.31± 
0.02 

Notes: * – p<0.05 – the differences are significant from the indicators of other age groups; 
** – p<0.05 – the differences are significant from the indicators of other age groups and comparison group. 

When analyzing the absolute content of B-
lymphocytes in the blood of patients in the studied 
groups, we found that their lowest rates were found in the 
group of smokers who use soft contact lenses. 

Investigation of the content in the activator of expres-
sion of interleukin 2 (IL 2) – CD25 in absolute numbers 
has established a significant (p<0.05) decrease in its con-
tent in both groups in comparison with the norm. Patients 
in group I with a habit of smoking, this figure was particu-
larly low, but had a significant difference in comparison 
between the groups (20.7±0.16)%. Interleukin 2 is a me-
diator of inflammation and an activator of the synthesis of 
T-lymphocytes, on the one hand, and on the other – par-
ticipates in the process of differentiation and maturation 
of T-cells. The inhibition of the IL-2 expression activator 
confirms our assumption of latent suppression of the T-
immune system, especially in patients who have a smok-
ing habit. 

Except for the detected dynamics, the rates of circu-
lating immune complexes in the studied patients, in which 
they exceeded the control values, and in smokers, this 
figure already (12.9±1.15)%. 

In the study of apoptosis receptors – CD95, it was 
found that in absolute numbers in all groups their number 
was practically the same and did not have a significant 
difference. 

The study of apoptosis receptors on CD95 lympho-
cytes did not reveal any disturbances in their composi-
tion. The number of lymphoid cells with apoptotic recep-
tors, CD95 in both relative and absolute numbers, is 
within normal physiological oscillations, which suggests 
that apoptosis does not play a role in the violation of cel-
lular immunity. 

Analyzing the obtained data of the state of the T-
system of immunity, it should be noted that when using 
soft contact lenses, there is dissociation of it in general, 

and in particular in its various links, as evidenced by the 
increase and decrease in the number of common T-
lymphocytes, the activation of T-helper cells and de-
crease in the number of T-suppressors. The latter may 
be the pathophysiologic cause of autoimmunization of the 
patient's body and accumulation of the CIC. 

Summarizing the analysis of the status of the B-
immune system in patients under study, we can conclude 
that there is no significant change in this immune system. 
One can only note the increase in the absolute number of 
B-lymphocytes in smokers and the tendency to reduce 
the local immunity in this group. 

Conclusions. Based on the obtained results, it can 
be concluded that in patients who use soft contact lenses 
and have a habit of smoking there is a decrease in the 
level of B-lymphocytes. However, despite the normal im-
munologic parameters of B-lymphocytes, in the 1st group 
as well as in the 2nd group there is a hidden inhibition of 
the T-immune system. 
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PATHOPHYSIOLOGICAL FEATURES OF CREATION OF CRYOPRECYPITATE  
IN PATIENTS WITH INOPERABLE CANCER IN DISTURBANCES FROM 
MICROSATELLITE INSTABILITY* 
Movсhan О.V., Titkova A.V. 
Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Kharkiv 

The study of the mechanisms of pathophysiological patterns of microsatellite illness in patients with inoperable stomach 
cancer will improve early diagnosis and improve the ways of correction of the revealed violations. The purpose of the 
work was to identify the pathophysiological patterns of the formation of cryoprecipitate in patients with inoperable gas-
tric cancer, depending on the microsatellite instability (MSI). Blood serum was examined in 70 patients who received a 
comprehensive treatment for gastric cancer. The diagnosis of all patients is verified histologically; the prevalence of the 
process was revealed after performing CT scan with intravenous contrast. The isolation of cryoglobulins from blood 
serum was performed using A.E. Kalovidoris with modifications. In patients with inoperable gastric cancer, with the 
presence of instability of microsatellites in the locus of VAT-25 and / or VAT-26, the use of fluorouracil was more 
effective in patients with cryoprecipitate levels of 298.6±2.5 mg / l, while the index was higher than 477,3 mg / L, 
indicated a low level of efficiency. 
Key words: cryoglobulins, serum, patients, stomach cancer. 
Вивчення механізмів патофізіологічних закономірностей мікросателітної нестабільності у хворих з неоперабельним 
раком шлунка сприятиме ранній діагностиці та вдосконаленню способів корекції виявлених порушень. Метою ро-
боти було виявлення патофізіологічних закономірностей формування кріопреципітату у хворих з неоперабельним 
раком шлунка в залежності від мікросателітної нестабільності. Була обстежена сироватка крові 70  пацієнтів, які 
отримували комплексне лікування з приводу раку шлунка. Діагноз у всіх хворих веріфіковано гістологічно; розпо-
всюдженість процесу виявлялась після проведення компьютерної томографії з внутрішньовенним контрастуван-
ням.  Виділення кріоглобулінів із сироватки крові проводили за методом A.E. Kalovidoris з модифікаціями.У хворих 
на неоперабельний  місцевопоширений рак шлунка, за умови наявності нестабільності мікросателітів за локусами 
ВАТ-25 та/або ВАТ-26, більш ефективним було застосування фторурацилу у пацієнтів з рівнем кріопреципітату 
298,6 ± 2,5 мг/л, тоді як показник вищий за 477,3 мг/л свідчив про низький рівень ефективності.  
Ключові слова: кріоглобуліни, сироватка крові, хворі, рак шлунка. 
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Introduction 
The study of the mechanisms of pathophysiological 

patterns of microsatellite illness in patients with inoper-
able stomach cancer will improve early diagnosis and 
improve the ways of correction of the revealed violations. 
It is known that in the structure of oncopathology in 
Ukraine, stomach cancer is of prime importance [4]. After 
all, among the first identified patients with gastric cancer, 
almost 90% of cases are inoperable. 

Currently, the task of pathogenetic diagnosis and cor-
rection of detected forms of inoperable cancer requires 
the fastest solution. The long pathological process de-
pletes the immune system of a person, therefore the de-
termination in blood serum of abnormal immunological 
parameters of disrupted properties of the immune system 
in the human body indicates the depth and intensity of 
oncopathology [3. 5]. One of the factors of pathogenesis 
and laboratory index of immunopathological inflammatory 
process in cancer patients is the so-called cryoglobulins, 
which are a heterogeneous group of immunoglobulins 
characterized by the ability to anomalous deposition or 
formation of a gel at temperatures below 37°C (cryopre-
cipitation) [2,3,4]. Precipitate of cryoglobulins (if their 
concentration is high) leads to blockage of blood vessels, 
which also contributes to increased blood viscosity. The 
deposition of immune complexes in the vessel wall, fol-

lowed by the activation of the complement, causes ex-
cessive inflammation and, as a consequence, the recur-
rence of the disease. 

The aim of the research was to identify the patho-
physiological patterns of the formation of cryoprecipitate 
in patients with inoperable gastric cancer, depending on 
the microsatellite instability (MSI). 

This work is a part of the research project "Patho-
chemical mechanisms of action of radioiodine on the or-
ganism and principles of their early diagnosis and correc-
tion" of Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Edu-
cation, state registration number 0117U000589. 

Materials and methods  
We examined 70 patients with inoperable stomach 

cancer to determine the level of cryoglobulins and mi-
crosatellite instability. Palliative treatment of unresectable 
localized gastric cancer was performed with the prepara-
tion of 5-fluorouracil in all groups. 

Patients were divided into two groups depending on 
the level of cryoglobulins: Ia group – the level of 
cryoglobulins was (298.6±2.5 mg/l) – 36 (52%), IIa group 
– 34 patients – the level of cryoglobulins was (477.3±4.8 
mg/l). Patients in each group were divided into four sub-
groups depending on the presence of instability of mi-
crosatellites in the loci of the VAT-25, VAT-26. Subse-
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quently, in each subgroup, clinical efficacy was analyzed, 
followed by a comparison of the latter (Table 1). Patients 
of the first group used as chemomodification platinum 
derivative preparations, and of the second group – medi-
cations of fluoropyrimidine series. The clinical efficacy of 
these treatment regimens has been studied, depending 
on the biological properties of tumor tissue and the for-
mation of cryoprecipitate in the previous stages. 

Diagnosis in all patients was verified histologically. 
The prevalence of the process was manifested after 
computer tomography with intravenous contrast. 

Cryoglobulins, i.e., serum immunoglobulins, are recipro-
cally precipitated at temperatures below 37°C. 

Isolation of cryoglobulins from blood serum was car-
ried out using A.E. Kalovidoris method with modifications. 
The concentration of cryoglobulins was evaluated spec-
trophotometrically on a spectrophotometer SF-46 in dy-
namics on the 1st, 2nd, 3rd, 7th day. The control values 
of serum cryoglobulins were investigated in 25 healthy 
patients and ranged from 60 to 80 μg / L, which corre-
sponded to the norm obtained in the works by Ferri C., 
Zignego A.I. and coauthors (2002). 

Таble 1 
The distribution of patients depending on the stability of microsatellites VAT-25, VAT-26 and the level of cryoglobulins 

Microsatellite instability, n / Clinical effect, n, (P ± p,%) 
VАТ-25 - 
VАТ-26 - 

n=35 

VАТ 25 – 
VАТ 26 + 

n=10 

VАТ 25 +  
VАТ 26 – 

n=20 

VАТ 25 + 
VАТ 26 + 

n=5 
χ2=5.85* χ2=2.74 χ2=3.52 χ2=0.31 

Group of 
patients 
(drug) 

Number 
of pa-

tients, n Regression or 
stabilization Progression 

Regression 
or stabiliza-

tion 
Progres-

sion 
Regression 
or stabiliza-

tion 
Progres-

sion 
Regression 
or stabiliza-

tion 
Progres-

sion 

1st 
n=36 

22 
(62.86%) 

5 
(14.29%) 

1 
(10.00%) 

2 
(20.00%) 

1 
(5.00%) 

3 
(15.00%) 

1 
(20.00%) 

0 
0 

2nd 
n=34 

3 
(8.57%) 

5 
(14.29%) 

6 
(60.00%) 

1 
(10.00%) 

12 
(60.00%) 

4 
(20.00%) 

3 
(60.00%) 

1 
(20.00%) 

 
In order to evaluate the effectiveness of treatment 

depending on the biological properties of the tumor, the 
presence of microsatellite instability was determined on 
the locus of VAT-25 and VAT-26. 

The studies were carried out on dewaxed sections 
with a thickness of 4-5 microns, with the previous anti-
damask decontamination in citrate buffer (pH 6.0) in a 
microwave oven with a power of 600 W for 10 minutes. 
An EnVision system (Dako Cytomation, Denmark) was 
used to visualize the reaction products. 

Microsatellite instability was evaluated using a poly-
merase chain reaction using two quasimomorphic mono-
cellular markers, VAT-25 and VAT-26. 

In order to obtain a sufficient molecular weight and 
purity of DNA from the tumor material, the tumor tissue 
was shredded with eye scissors and then homogenized. 
Proteinase K was added to homogenizate, in a concen-
tration of 50 μg / ml and SDS to 0.5% with glass rubbing. 
Homogenizate was incubated at 37 ° C for 12 hours. The 
volume of the sample was adjusted to 5 ml of a 10 mM 
Tris-EDTA solution at pH 8.0 and sequential DNA extrac-
tion with equal volumes of phenol, a mixture of phenol 
and chloroform, and finally chloroform. To the sample 
was added 1/10 of 5M sodium acetate pH 5.3, mixed, 
and the DNA was precipitated in 2.5 volumes of cold 96% 
ethanol, keeping the specimen at -70 ° C for 30 minutes. 
The sample was centrifuged for 15 minutes. The DNA 
precipitate was dried and then dissolved in 200 μl of 10 
mM Tris-EDTA pH 8.0. The quality of the isolated DNA 
was checked by electrophoresis in a 1.5% agar gel with 
rendering of ethidium bromide. The isolated DNA was 
stored at -20 ° C. 

Polymerase chain reaction was carried out according 
to the standard scheme on the thermocycler program 
Tercyk-2 of DNA production. 

The following primers for the microsatellite sequence 
were used VAT-26: 5'-TGACTACTT' TGGACTTCAGCC-3'; 

5'-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3', and 
5'-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3' and 
5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3' for VAT-25: 

To the reaction mixture containing 50 mM KCl, 10 mM 
Tris-HCl pH 8.4, 5 pM primers, 2.5 mM MgCl2, 200 μMM 
dNTP, 10% DMSO, 5 mM mercaptoethanol and 2 units of 
the thermophilic DNA polymerase. 

Then a drop of petroleum jelly was added, the mixture 
was warmed at 95°C for 10 minutes, and 33 cycles with pa-
rameters were performed. Denaturation: 95°C – 30 sec-
onds. Annealing and elongation: 55°C – 30 seconds. The 
final incubation was carried out at 72°C for 10 minutes. 

The PCR result was evaluated in 8% polyacrylamide 
gel, followed by coloring in a solution of ethidium bromide 
at a concentration of 1 mg/ml. As a marker of molecular 
weight, DNA plasmids puc19, hydrolyzed with the en-
zyme HpaII, were used. 

Statistical hypotheses about the presence or absence 
of significant differences in the results of drug treatment 
for different variants of the biological status of patients 
were verified using a four-cell – criterion [11]. For each of 
the four variants of biological characteristics, a conjuga-
tion table was formed. 

Criteria for the hypothesis: 
H0 – there are no statistically significant differences in 

the effectiveness of drugs L1 and L2, 
H1 – there are statistically significant differences in 

the effectiveness of drugs L1 and L2. 
Examination of hypotheses is carried out by compar-

ing the value of the criterion calculated by the formula: 
 

    dbcadcba
bcadn





2

2
, 

dcban  , 

with a critical value 841,3ˆ 2  , determined by the table 
for a given number of degrees of freedom and equal sig-

nificance p<0.05. If at that
22 ̂  , then the hypothesis 

H0 about the independence of treatment outcome from 
therapy with a 95% reliability is rejected. Otherwise, this 
hypothesis is accepted. 
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Results and discussion 
The revealed pathophysiological patterns of the for-

mation of cryoprecipitate in patients with inoperable 
stomach cancer, influenced the effectiveness of therapy. 
Among the patients of the 1st group with the level of 
cryoglobulins (298.6±2.5 mg/l) and the lack of instability 
in both locus, regression and tumor stabilization were ob-
served in 24 patients. Of these, 21 (62.86%) had the 
level of cryoglobulin 298.6+2.5 mg/l, which corresponded 
to the 1st group, and 3 (8.57%) – belonged to the 2nd 

group. The tumor progression in the absence of ICU for 
VAT-25 and VAT-26 was noted in 10 cases. Of these, 5 
patients (14.29%) were in the 1st group, and the same 
number of patients in the 2nd group. 

When comparing the two samples with the four-cell 
criterion χ2, it was found that for the indicated biological 
properties of the tumor, namely, in the absence of insta-
bility in both of the studied locus, the efficacy of the che-
motherapy in group І (p<0.05) was significantly higher 
than the similar indices in the 2nd group (Fig. 1). 

 

5 0 .0 0 % 50 .00 %
8 8 .00 %

1 2 .00 %
0 %

2 0 %

4 0 %

6 0 %

8 0 %

1 0 0 %

re g re s s io n  (n = 2 5 )

p ro gre ss io n (n = 10 )

re g re s s io n  (n= 2 5) p ro g res s io n (n = 1 0 )
 

Fig. 1. Clinical efficacy of 5-fluorouracilase in the absence of MSI for VAT-25 and VAT-26, depending on the level of cryoglobulins. 
Thus, in patients of the 1st group, the proportion of 

cases of regression and tumor stabilization from their to-
tal reached 88.00% and exceeded the proportion of 
cases of tumor progression, which, from their total, 
equaled 50.00%. At the same time, in patients of the 2nd 
group, the ratio of regression and tumor stabilization 
(12.0%) and its progression (50.00%) was in favor of the 
latter. That is, in the absence of instability in both locus, 
at levels of cryoglobulins 298.6+2.5 mg/l, the cases of 
regression and tumor stabilization were more likely to 
prevail, and with a cryoprecipitate value higher than 
477.3 mg/l – progression. 

Among 10 patients with the lack of MSI for VAT-25 
and its availability for VAT-26, reduction and stable tumor 
size were observed in 7 cases. Tumor progression was 
noted in 3 patients. Among all patients of the 1st group in 
10.00±9.49% of cases, tumor regression or stabilization 
of its size was noted. The lack of clinical effect, in the 2nd 
group of patients receiving fluorouracil, which was mani-
fested by tumor progression, reached 20.00%. 

Comparison of two samples according to the four-cell 
criterion showed that with the use of fluorouracil it was 
85.71%. Tumor progression in the II group of patients 
was recorded in 66.67% of the number of cases with no 
effect of treatment on the above biological features of the 
tumor. The same indicator was observed in patients of 
group I, receiving fluorouracil in 33.33%. Within the same 
group, these indicators were observed with an indistin-
guishable frequency. It is worth noting that in patients 
with unresectable venereal gastric cancer in the pres-
ence of MSI for VAT-25 and its absence for VAT-26, 
clinical efficacy was generally observed with the use of 
fluorouracil in patients of the 1st group. 

The next biological variant of the tumors was charac-
terized by the presence of MSI for VAT-25 in the absence 
of VAT-26, and was noted in 20 patients. For this option, 
regression or tumor stabilization was observed in 13 
cases. The lack of a clinical effect from treatment was in 
7 patients (Fig. 2). 

42.86%
57.14%

7.69%

92.31%

0%

20%

40%

60%

80%

100%

regression(n=13)

progression (n=7)

regression(n=13) progression (n=7)
 

Fig. 2. Clinical efficacy of chemotherapy in the presence of MSI for VAT-25 and absence for VAT-26 
Among the total number of patients in the 2nd group 

with the specified biological features of the tumor, the 
clinical effect of the use of the drug, that is, the regres-

sion of the tumor or stabilization of its size was observed 
in 5.00%, did not provide a clinically significant effect in 
15.00% of patients. 
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Regression of the tumor, or a decrease in its size for 
the use of fluorouracil, was noted in 12 patients in the I 
group, in 60.00% of cases. The absence of the same 
clinical effect was observed in 4 patients, in 20.00% of 
cases. 

Comparison of the samples of the two groups accord-
ing to the four-cell criterion χ2 resulted in the absence of 
a probable difference between them. 

Despite the lack of statistical changes, the results 
suggest that when using fluorouracil as a modifier in 
group II where the cryoprecipitate is more than 477.3 
mg/L, the relative number of cases of regression or stabi-
lization of tumor size was only 7.69% of their total num-
ber for the specified biological features of the tumor. At 
the same time, the relative indicator of tumor growth pro-
gression in the ІІ group of patients was 42.86%. Unlike 
patients in the 2nd group, the use of fluorouracil has al-
lowed clinical effect to be achieved in 12 patients, in 

92.31% of cases, while its absence was observed in 
57.14% of patients. 

That is, in patients with unresectable locally-
distributed stomach cancer in the presence of MSI for 
VAT-25 and its absence in VAT-26, clinical efficacy was 
generally observed in the use of fluorouracil in patients of 
group I, where the cryoglobulin value did not exceed 
298.6 mg/l. 

It was impossible to calculate the efficacy of 
fluorouracil in the patients with the presence of MSI in 
both VAT-25 and VAT-26 due to the small absolute num-
ber of patients in the subgroup (n=5). 

Microsatellite instability for VAT-25 and/or VAT-26 
was observed in 35 patients of both groups under study. 
Of these, partial regression of the tumor or stabilization of 
its size was noted in 24 patients. The absence of a clini-
cal effect from the treatment that had a manifestation in 
the form of tumor progression was recorded in 11 cases 
(Fig. 3). 
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Fig. 3. Clinical efficacy of chemotherapy in the presence of MSI for VAT-25 and/or VAT-26 

The distribution of these patients in groups depending 
on the level of cryoprecipitate showed that among pa-
tients in the 2nd group tumor regression or stabilization of 
its size was achieved in 3 patients, in 8.57% of cases. 
Tumor progression in patients with the same group was 
observed in 14.29%. 

When using the fluorouracil preparation in patients of 
the 1st group, regression or stabilization of tumor size 
was determined in 21 patients, in 60.00% of cases. The 
absence of a clinical effect from treatment in patients with 
the same group was observed in 6 cases, in 17.14% of 
patients. 

Comparison of clinical efficacy parameters in the 
presence of instability of microsatellites in VAT-25 and/or 
VAT-25 locus by the χ2 criterion showed that among pa-
tients in the 2nd group, the correlation between the spe-
cific gravity of cases of regression or stabilization and 
tumor progression was in favor of the latter. So regres-
sion or stabilization of the size of the tumor was observed 
in 12.50% of their number, and progression – in 45.45% 
of cases. 

At the same time, among the patients in group I re-
ceiving fluorouracil, the ratio of different clinical effects 
was the opposite. Regression and stabilization of tumor 
size were observed in 87.50% of all cases of tumor re-
gression under the specified biological features of the 
tumor. The presence of tumor progression in this group 
was established in 54.55% of cases of the total number 
of cases of progression. 

Consequently, the combination of all patients with the 
presence of MSI by the locus of VAT-25 and/or VAT-26 
allowed to statistically confirm (p<0.05) the earlier ten-

dencies towards greater clinical efficacy in these patients 
with fluorouracil. However, it was possible to establish 
that the level of cryoglobulins significantly (p<0.05) af-
fects the effectiveness of therapy. 

Conclusions. It should be noted that in patients with 
inoperable locally advanced stomach cancer, in the pres-
ence of instability of microsatellites by VAT-25 and/or 
VAT-26 locus, it was more effective to use fluorouracil in 
patients with cryoprecipitate 298.6±2.5 mg/l, while the 
figure above 477.3 mg/L indicated a low level of effi-
ciency. 
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РЕЗУЛЬТАТИ КЛІНІЧНОГО ДОСЛІДЖЕННЯ ЛІКУВАННЯ ТА РЕАБІЛІТАЦІЇ 
ХВОРИХ З БЕЗПЛІДДЯМ, ЗУМОВЛЕНИМ ЗАПАЛЬНИМИ ЗАХВОРЮВАННЯМИ 
ДОДАТКІВ МАТКИ* 
Риженко Ю.В. 
Харківська медична академія післядипломної освіти, Харків, Україна 

Целью клинического исследования была разработка комплекса лечения и реабилитации генеративной функции у 
женщин с трубно – перитонеальным бесплодием с применением радиоволновой энергии при лапароскопическом 
лечении, интраоперационной профилактики спайкообразования с применением противоспаечного геля произво-
дного карбометилцелюлозы и комплекса физиотерапии в послеоперационный период. Материалы и методы: про-
ведено клиническое исследование на 96 женщинах с трубно-перитонеальным бесплодием воспалительного гене-
за, которым проведено лапароскопическое лечение и реабилитация в послеоперационном периоде. Результаты 
предложенного нами комплексного лечения и реабилитации позволили снизить среднюю кровопотерю во время 
операции, продолжительность послеоперационного койко-дня, необходимость в назначении обезболивающих и 
антибактериальных препаратов. Предложенная методика позволила повысить процент восстановления проходи-
мости маточных труб, наступления маточной беременности, снизить риск наступления внематочной беременнос-
ти и реоклюзии маточных труб. 
Ключевые слова: трубно-перитонеальное бесплодие воспалительного генеза, спаечный процесс, 
радиоволновая энергия, противоспаечный барьер, реабилитация в послеоперационный период. 
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Вступ 
Важливою і соціально значимою проблемою в 

Україні є проблема безпліддя в шлюбі, від якого стра-
ждають більше 1 мільйона подружніх пар що впливає 
на рівень народжуваності та природний приріст насе-
лення. В структурі жіночого безпліддя основна роль 
належить трубно-перитонеальному безпліддю та ко-
ливається в межах 30 – 75% [7]. При первинному без-
плідді частота ураження маткових труб складає 29,5-
70%, при вторинному безплідді - 42-83% [1]. Основ-
ною причиною вважаються перенесені запальні за-
хворювання органів малого тазу, зумовлені різномані-
тними інфекціями, які призводять до повної або част-
кової непрохідності труб внаслідок незворотного пош-
кодження циліндричного епітелію маткових труб, облі-
терації стінок, інфільтрації, перегинів, обумовлених 
перитубарними та яєчниковими зрощеннями [4, 13]. 
Після одноразового епізоду сальпінгіту непрохідність 
маткових труб виникає в 11 - 13%, після дворазового - 
у 23 - 36%, при трьох і більше загостреннях - у 54 - 
75% випадків [9]. У 27% хворих з трубно – перитонеа-
льним безпліддям при лапароскопії виявляється 
спайковий процес II - III ступеня поширеності [2]. У 
43% жінок, які перенесли запальні захворювання до-
датків матки відмічається повна непрохідність матко-
вих труб, а в 49% випадків – часткова [10]. Зрощення, 
які виникають вже після первинного запального ура-
ження маткових труб, порушують механізми захвату 
та транспорту яйцеклітини.  

Приймаючи до уваги статистичні дані ефективнос-
ті хірургічного лікування трубно – перитонеального 
безпліддя [11,12] з використанням препаратів для 
профілактики спайкової хвороби [6] необхідне пода-

льше дослідження та відбірковий підхід до застосу-
вання найбільш ефективних препаратів з антиадгези-
вними властивостями для покращення результатів 
профілактики спайкоутворення і реабілітації репроду-
ктивної функції жінок. 

Мета дослідження. Розробка комплексу лікування 
та реабілітації генеративної функції у жінок з трубно – 
перитонеальним безпліддям запального ґенезу із за-
стосуванням радіохвильової енергії при лапароскопі-
чному лікуванні, інтраопераційної профілактики про-
тиспайковим гелем, похідним карбометилцелюлози та 
комплексу фізіотерапії у післяопераційний період. 

Матеріали і методи дослідження 
Клінічним матеріалом для проведення досліджен-

ня були дані обстеження, лікування та дані катамнезу 
96 хворих з трубно – перитонеальним безпліддям, 
зумовленим запальними захворюваннями додатків 
матки та 30 гінекологічно і соматично здорових нева-
гітних жінок репродуктивного віку, взятих для контро-
лю. Всі пацієнтки, які приймали участь в дослідженні, 
проходили лікування на клінічній базі кафедри аку-
шерства та гінекології №2 Харківської медичної ака-
демії післядипломної освіти в КЗОЗ «Харківському 
міському клінічному пологовому будинку №2 ім. М.Х. 
Гельферіха». У всіх жінок була отримана інформова-
на згода на участь в дослідженні. 

Для вирішення поставленої мети і завдань нами 
було обстежено 126 пацієнток. Всі 96 пацієнток з тру-
бно – перитонеальним безпліддям запального ґенезу 
до оперативного лікування пройшли стандартне об-
стеження в амбулаторних умовах згідно до Наказу 
МОЗ України №417 від 15.07.2011р. (клінічні, біохіміч-
ні аналізи, коагулограма, група крові, РВ, ВІЛ (за зго-
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дою), аналіз виділень із піхви, ІПСШ, кольпоскопія, 
ЕКГ, УЗД, доплер, МСГ, дослідження гормонального 
фону, дослідження сироватки крові на IL-1, IL-6, ТФР 
– β, фібронектин, консультація терапевта і ін.) [8]. З 
групи жінок з клінічного дослідження були виключені 
пацієнтки з іншими формами безпліддя, загостренням 
запального процесу, з тяжкою екстрагенітальною па-
тологією, а також було виключено чоловічий фактор 
безпліддя. Жінки були розділені на три групи: контро-
льна група - 30 гінекологічно і соматично здорових 
невагітних жінок репродуктивного віку;  

1-а клінічна група – 48 пацієнток з трубно – пери-
тонеальним безпліддям запального ґенезу, яким про-
водилась загальноприйнята методика лікування і ре-
абілітації, яка включала: лапароскопію із застосуван-
ням діатермічної енергії, з промиванням черевної по-
рожнини підігрітим до 37°С 0,9% розчином хлориду 
натрію в об’ємі 200 - 300 мл, розчином дексаметазону 
4мг, створення штучного асциту розчином хлориду 
натрію 0,9% в об’ємі 200-300 мл; активний режим по-
ведінки з першої доби післяопераційного періоду.  

2- га клінічна група – 48 пацієнток з трубно-
перитонеальним безпліддям запального ґенезу, яким 
проводилась розроблена нами програма лікування і 
реабілітації і включала в себе: лапароскопію із засто-
суванням радіохвильової енергії, інтраопераційного 
введення протиспайкового бар’єру похідного карбо-
метилцелюлози, та розробленою програмою реабілі-
тації. Надалі з другої доби жінкам 2-ої клінічної групи 
призначали протягом 9 днів ректально супозиторії - 
комбінація стрептокінази й стрептодорнази за схе-
мою: 1– 3 доба - по 1 свічці 3 рази на добу, 4–6 доба – 
по 1 свічці 2 рази на добу, 7 – 9 доба - по 1 свічці 1 
раз на добу, крім того проводився комплекс запропо-
нованого нами фізіотерапевтичного лікування: ульт-
развук в імпульсному режимі на низ живота потужніс-
тю 0,5 Вт/см2 тривалістю 10 хвилин, з наступним вну-
трішньоматковим електрофорезом ферменту гіалуро-
нідази № 10 по дерматопарамібній методиці силою 
струму 10–15 мА протягом 20 хвилин, через день, по-
чинаючи з другої доби післяопераційного періоду. 
Процедури доповнювалися сеансами стимуляції мат-
кових труб за методикою В. М. Стругацкого (2005) 
протягом 20 днів по 5 хвилин з використанням апара-
та «Ендотон-01Б» (Болгарія) по піхво-крижовій мето-
диці починаючи з шостої доби післяопераційного пе-
ріоду. 

Результати та їх обговорення 
Середній вік жінок 1-ої клінічної групи був 32,5±3,9 

роки, 2-ої клінічної групи - 32±4,8 роки, у контрольній 
групі - 30,4±6,3 роки. Всі жінки клінічних груп зверну-
лися зі скаргами на безпліддя. Первинним безпліддям 
до 5 років страждали 7 (14,6 %) жінок, первинним 
безпліддям більше 5 років страждали 9 (18,7%), вто-

ринним безпліддям до 5 років – 12 (25,0 %), вторин-
ним безпліддя більше 5 років страждали 20 (41,7 %) 
пацієнток. Тобто, показник як первинного безпліддя 
тривалістю більше 5 років, так і вторинного безпліддя 
тривалістю більше 5 років визначено у 1,5 рази вище, 
ніж первинного безпліддя і вторинного тривалістю до 
5 років. Всі жінки з трубно – перитонеальним безплід-
дям мали в анамнезі запальні захворювання додатків 
матки – 96 (100 %), із них тривалістю до 5 років - 24 
(25 %), а тривалістю більше 5 років - 72 (75 %).  

При клініко-лабораторному обстеженні 96 жінок з 
трубно – перитонеальним безпліддям запального ґе-
незу змін не було виявлено. Під час ультразвукового 
дослідження та при визначенні середніх розмірів мат-
ки та придатків вірогідних змін у жінок контрольної не 
виявлено. У жінок із трубно – перитонеальним без-
пліддям виявили ряд структурних змін у репродуктив-
них органах: у 18 (18,75 %) гідросальпінкси з товщи-
ною маткової труби не більше 5 мм, наявність фоліку-
лярних кіст яєчників у 2 (2,1%) жінок. У більшості жі-
нок з трубно – перитонеальним безпліддям - 27 
(28,1%) були виявлені ультразвукові ознаки спайково-
го процесу у вигляді гіперехогенних лінійних утворень 
та у 43 (44,8 %) жінок у вигляді обмеження при змі-
щенні яєчників [3]. При допплерометрії відмічено зни-
ження кровопостачання стінок маткових труб, індекс 
резистентності у маткових артеріях при цьому пере-
вищував 0,62±0,06 (при порівнянні в контрольній групі 
0,46±0,02) при р<0,05.  

З метою визначення стану порожнини матки й ма-
ткових труб усім 96 хворим з трубно – перитонеаль-
ним безпліддям виконана метросальпінгографія 
(МСГ) з використанням контрастних водорозчинних 
препаратів (тріомбраст – 76 %) на 7-11 день менстру-
ального циклу, а також проведення порівняння ефек-
тивності МСГ дослідження з хромосальпінгографією 
(ХСГ) на початку лапароскопічної операції. Непрохід-
ність обох (або єдиної) маткових труб виявлена при 
МСГ у 77 і 79,2 % відповідно жінок 1-ої та 2-ої клініч-
них груп, а при ХСГ виявлена непрохідність у 62,5 % і 
64,6 % відповідно. Також при лапароскопічному об-
стеженні у пацієнток 1-ої та 2- ої клінічних груп вияв-
лені грубі перитубарні спайки, петелькоподібні пере-
гиби маткових труб, підтягнутість кінцевих відділів ма-
ткових труб, часткове проникнення контрастної речо-
вини в обмежені порожнини однієї (єдиної) з непрохі-
дністю другої маткової труби, які їх деформували, і 
можливо, порушували їх транспортну функцію. Ці по-
казники вказують на більшу діагностичну інформатив-
ність лапароскопії, ніж МСГ. 

Показники, які ми використовували для оцінки на-
явності спайкового процесу у жінок контрольної групи, 
1-ої та 2-ої клінічних груп до операції та надані в таб-
лиці 1. 

Таблиця 1 
Показники рівня фібронектину, ТФР-β, IL-1, IL-6 у жінок контрольної групи, 1 - ої та  2-ої клінічних груп до операції 

а клінічна група (n=48) 2 - а клінічна група (n=48) Показник Контрольна група 
(n=30) до операції до операції 

фібронектин, мкг/мл 324±8,5 461,7±7,8 p<0,05 461,4±7,7 p<0,05 
ТФР-β мкг/мл 10,79±1,56 23,5±2,42 p<0,05 26,98±2,2 p<0,05 
IL1b пг/мл 15,81±2,08 44,35±2,4 p<0,05 50,88±2,59 p<0,05 
IL6 пг/мл 17,62±1,5 60,99±3,29 p<0,05 65,42±3,43 p<0,05 
Примітка: p - вірогідність розходжень показників у порівнянні з контрольною групою. 

Як видно з даних таблиці 1 рівень показників фіб-
ронектину, ТФР - β, IL-1, IL-6 в сироватці крові у жінок 

1-ої та 2-ої клінічних груп до операції у порівнянні з 
показниками жінок контрольної групи був підвищений 
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майже у 3 рази, що було статистично достовірно 
(p<0,05). 

Під час лапароскопічного втручання оцінювався 
ступінь спайковий процес згідно із класифікацією 
Американського суспільства фертильності (1988) [2]. 
У пацієнток 1-ої клінічної групи під час лапароскопії 
виявлено: І ступінь – 17 (35,4%), ІІ ступінь – 10 
(20,8%), ІІІ ступінь – 7 (14,6%), IV ступінь – 14 (29,2%). 

У пацієнток 2-ої клінічної групи при лапароскопії був 
виявлений спайковий процес: І ступеню – 9 (18,75%), 
ІІ ступеню – 14 (29,1%), ІІІ ступеню – 8 (16,6%), ІV сту-
пеню – 17 (35,4%). 

Всім 96 жінкам з трубно–перитонеальним безплід-
дям запального ґенезу проведено оперативне ліку-
вання, яке включало (табл. 2): 

Таблиця 2 
Види оперативного втручання під час лапароскопії 

Показник 1 - а клінічна група (n=48) 2 - а клінічна група 
(n=48) 

Сальпінголізіс  12 (25%) 6 (12,5%) 
Сальпінголізіс, оваріолізіс 14 (29,2%) 15 (31,2%) 
Сальпінголізіс, фімбріопластика обох або єдиної маткової труби 3 (6,3%) 8 (16,7%) 
Сальпінголізіс, оваріолізіс з проведенням сальпінгостомії обох або однієї 
маткової труби  19 (39,6%) 19 (39,6%) 

Всього  48 (100%) 48 (100%) 
 
В післяопераційному періоді нами порівнювалась 

тривалість антибактеріальної терапії, необхідність в 
знеболюючих препаратах, післяопераційній ліж-

ко/день та середню крововтрату при оперативному 
втручанні. Дані подані в таблиці 3.  

Таблиця 3 
Порівняння тривалості антибактеріальної терапії, призначення знеболюючої терапії, післяопераційного ліжко/дня та 

середньої крововтрати у жінок 1-ої та 2-ої клінічних груп 

Показник  1-а клінічна група, 
(n=48) 

2-а клінічна група, 
(n=48) 

Тривалість антибактеріальної терапії (доба) 4,94±1,04 4,08±1,3 p<0,05 
Тривалість призначення знеболюючих (доба) 2,56±0,74 1,25±0,48 p<0,05 
Тривалість післяопераційного, ліжко/день 4,94±1,04 3,88±1,09 p<0,05 
Середня крововтрата під час операції (мл) 42,29±26,36 31,88±17,09 p<0,05 
Примітка: p - вірогідність розходжень показників у жінок 2-ої клінічної у порівнянні з жінками 1-ої клінічної групи. 

При застосуванні мінімальної потужності радіох-
вильової енергії, зменшення зони впливу ушкодження 
тканин - зберігається оптимальний коагуляційний 
ефект, що сприяє зниженню середньої крововтрати 
під час операції майже у 1,3 рази. У післяопераційно-
му періоді середня тривалість антибактеріальної те-
рапії у жінок 2-ої клінічної групи складала 4,08±1,3 до-
би, необхідність в призначенні знеболюючих препара-
тах складала 1,25±0,48 доби та тривалість післяопе-
раційного ліжко дня складала 3,88±1,09 доби (р<0,05) 

у порівнянні з 1-ою клінічною групою у пацієнток 2 - ої 
клінічної групи статистично достовірно знизилась три-
валість антибактеріальної терапії, знизилась необхід-
ність призначення знеболюючих препаратів та трива-
лість післяопераційного ліжко дня, що на нашу думку 
є проявами і перевагами застосування радіохвильової 
енергії під час оперативного втручання. 

Показники рівня фібронектину, ТФР-β, IL-1, IL-6 у 
жінок контрольної групи, 1-ої та 2–ої клінічних груп до 
та після операції, надані у таблиці 4.  

Таблиця 4 
Показники рівня фібронектину, ТФР-β, IL-1, IL-6 у жінок контрольної,  1-ої та  2-ої клінічних груп до і після операції на 7 добу 

1 –а клінічна група, (n=48) 2 - а клінічна група (n=48) 
Показник Контрольна група, 

(n=30) до операції після операції до операції після 
операції 

фібронектин, мкг/мл 324±8,5 461,7±7,8 p<0,05 427,3±18,8 
p<0,05, p1<0,05 461,4±7,7 p<0,05 397,9±22,4 p<0,05, 

p1<0,05 

ТФР-β, мкг/мл 10,79±1,56 23,5±2,42 p<0,05 19,04±1,92 
p<0,05, p1<0,05 26,98±2,2 p<0,05 17±1,56 p<0,05, 

p1<0,05 

IL1b пг/мл 15,81±2,08 44,35±2,43 
p<0,05 

27,14±3,96 
p<0,05, p1<0,05 50,88±2,59 p<0,05 21,38±3,91 p>0,05, 

p1<0,05 

IL6, пг/мл 17,62±1,5 60,99±3,29 
p<0,05 

38,47±5,67 
p<0,05, p1<0,05 65,42±3,43 p<0,05 31,29±4,71 p<0,05, 

p1<0,05 
 
Як видно з даних таблиці 4, показники до операти-

вного лікування були підвищені (p<0,05) майже у 3 ра-
зи у жінок  1-ої та 2-ої клінічних груп у порівнянні з жі-
нками контрольної групи. Після проведення операти-
вного лікування їх показники ТФР, ІЛ-1, ІЛ-6, фіброне-
ктину у порівнянні з передопераційними даними ста-
тистично достовірно (p<0,05) знизився у 2 рази. Але 
все одно всі показники були декілька підвищеними 
(статистично достовірно) у порівнянні з їх показника-
ми жінок контрольної групи, тобто здорових жінок. При 

порівнянні у жінок  1-ої та  2-ої клінічних груп виявле-
но більш значне зниження даних показників у жінок  2-
ої клінічної групи. 

Катамнез 31 пацієнтки  1-ої клінічної групи та 38 
пацієнток 2 - ої клінічних груп вивчався через 1 рік пі-
сля закінчення реабілітаційної терапії. Критерієм ефе-
ктивності лікування хворих з безпліддям були показ-
ники ультразвукового дослідження, доплерографії, 
метросальпінгографії, а також настання вагітності. 
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Результати та їх обговорення 
При порівнянні даних результатів метросальпінго-

графії через 3 місяці після операції та з даними хро-
мосальпінгографії наприкінці операції виявлено: про-
хідність маткових труб, відновлена під час операції 
майже у всіх жінок 25 – 96,1 % 2 - ої клінічної групи 
залишилась прохідною, окрім 1 жінки, в той же час у 
жінок 1 - ої клінічної групи прохідність залишилась 
тільки у 12 (38,7 %) жінок.  

Показники настання маткової й трубної вагітності у 
пацієнток 2 - ої клінічної групи порівнювали з показни-
ками фертильності 30 практично здорових жінок конт-
рольної та  1-ої клінічної групи: вагітність настала у 18 
(47,4 %) пацієнток ІІ клінічної групи, у т. ч. маткова у 
15 жінок (39,5 %), а трубна у 3 (7,9 %) пацієнток із 38 
жінок, взятих нами для подальшого лікування. За да-
ними літератури частота настання вагітності після ре-
конструктивно – пластичних операцій, виконаних на-
віть лапароскопічним доступом, не перевищує 21-
28%. При порівнянні показників у жінок 1 - ої клінічної 
групи та 2 - ої клінічної групи – настання вагітності у 
пацієнток  2-ої клінічної групи було в 1,6 разів вище, 
ніж у пацієнток 1 - ої клінічної групи, а також у жінок  1-
ої клінічної групи зниження настання позаматкової ва-
гітності в 1,6 разів, а також залишилися відновними 
маткові труби в 2,5 рази вище у пацієнток  2-ої клініч-
ної групи, ніж у жінок  1-ої клінічної групи, що підтвер-
джено даними метросальпінгографії через 3 місяці 
після операції. 

Висновки 
Застосування запропонованого методу оператив-

ного лікування з використанням радіохвильової енер-
гії, інтраопераційної профілактики спайкоутворення з 
використанням протиспайкового гелю похідного кар-
бометилцелюлози та комплексу ранньої поетапної 
реабілітації привело до зниження маркерів спайкового 
процесу (фібронектину, IL-1b, IL-6, ТФР-β) у майже 2 
рази, зниження післяопераційного ліжко/дня у 1,3 ра-
зи, зниження необхідності тривалості знеболюючих та 
антибактеріальних препаратів у ранньому післяопе-
раційному періоді майже у 1,5 рази, підвищило відсо-
ток відновлення прохідності маткових труб, знизило 
ризик настання позаматкової вагітності у 1,6 рази та 
підвищило відсоток настання маткової вагітності у 1,6 
рази у порівнянні із застосуванням загальноприйнятих 
методів лапароскопічного лікування та профілактики 
спайкового процесу не дивлячись на те, що жінки 2-ої 
клінічної групи мали спайковий процес ІІІ – ІV ступеню 

та клінічні прояви спайкового процесу були більш ви-
ражені. 
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ENGLISH VERSION: CLINICAL FINDINGS ON TREATMENT AND 
REHABILITATION OF PATIENTS WITH INFERTILITY CAUSED BY 
INFLAMMATORY DISEASES OF THE UTERINE APPENDAGES* 
Ryzhenko Yu.V.  
Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Kharkiv, Ukraine 

The aim of the clinical study was to develop a complex of treatment and rehabilitation of the reproductive function in 
women with tubal-peritoneal infertility using radiowaves energy during laparoscopic treatment, intraoperative prevention 
of adhesion with the use of an antiadhesion gel of derivative carbomethylcellulose and a complex of physiotherapy in the 
postoperative period. Materials and methods: the clinical study was performed in 96 women with tubal-peritoneal infertil-
ity of inflammatory genesis, which included laparoscopic treatment and rehabilitation in the postoperative period. The 
results of our proposed clinical study allowed us to reduce the average blood loss during the operation, the duration of 
the postoperative bed day, the need for the prescription of analgesic and antibacterial drugs. The proposed method of 
treatment and rehabilitation of women with tubal-peritoneal infertility allowed us to increase the percentage of restora-
tion of uterine tubes patency, the onset of uterine pregnancy, to reduce the risk of an ectopic pregnancy and reocclusion 
of the fallopian tubes. 
Key words: tubal-peritoneal infertility of inflammatory genesis, adhesive process, radio-wave energy, antiadhesion bar-
rier, rehabilitation in the postoperative period. 
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Introduction 
An important and socially significant problem in 

Ukraine is the problem of infertility in marriage, which af-
flicts more than 1 million couples, which affects the birth 
rate and natural population growth. In the structure of fe-
male infertility, the main role belongs to the tubal-
peritoneal infertility (TPI) which fluctuates within 30-75% 
[7]. In primary infertility, the incidence of fallopian tubes 
lesion is 29.5-70%, in secondary infertility ‒ 42-83% [1]. 
The main cause of the tubal-peritoneal infertility is the 
transient inflammatory diseases of the pelvic organs due 
to various infections that lead to complete or partial ob-
struction of tubes due to irreversible damage to the cylin-
drical epithelium of the fallopian tubes, obliteration of the 
walls, infiltration, inflammation caused by peritubal and 
ovary fusion [4, 13]. After a single episode of salpingitis, 
uterine tube obstruction occurs in 11-13%, after a double 
‒ in 23-36%, with three or more exacerbations ‒ in 54-
75% of cases [9]. In 27% of patients with TPI in laparo-
scopy revealed adhesive process II-III degree of preva-
lence [2]. In 43% of women who have suffered from in-
flammatory diseases of the uterine appendages, com-
plete obstruction of the fallopian tubes is observed, and 
in 49% of cases it is partial [10]. The irregularities that 
occur after the primary inflammatory lesion of the fallo-
pian tubes disrupt the mechanisms of the ovum pick-up 
and transport. 

Substantiation for the study 
Taking into account the statistical data on the efficacy 

of tubal-peritoneal infertility surgical treatment [11, 12] 
with the use of drugs for prevention of adhesive disease 
[6] further research and a selective approach to the use 
of the most effective drugs with anti-adhesive properties 
are needed to improve the results of prevention of adhe-
sion and rehabilitation of reproductive function of women. 
The aim of the research is development of comprehen-
sive treatment and rehabilitation of reproductive function 
in women with tubal-peritoneal infertility, using radio-
waves energy in the laparoscopic treatment, intraopera-
tive prophylaxis with antiadhesion gel, derivatives of car-

bomethylcellulose and a complex of physiotherapy in the 
postoperative period. 

Materials and methods  
Clinical material for the study was data elicited during 

examination and treatment, data from catamnesis of 96 
patients with tubal-peritoneal infertility of inflammatory 
genesis of the uterus and 30 gynecological and somati-
cally healthy non-pregnant women of childbearing age 
taken for monitoring. All patients who took part in the 
study were treated at the clinical basis of the department 
of obstetrics and gynecology No.2 of Kharkiv Medical 
Academy of Postgraduate Education in the hospital "M. 
H. Gelferikh City Clinical Maternity Hospital No.2 of 
Kharkiv". All women signed the informed consent to par-
ticipate in the study. 

To address our goals and objectives, we examined 
126 patients. All 96 patients with of tubal-peritoneal infer-
tility of inflammatory genesis before the operative treat-
ment were standardized in outpatient settings in accor-
dance with the Order of the Ministry of Public Health of 
Ukraine No. 417 as of July 15, 2011 (clinical, biochemical 
analyses, coagulogram, blood group, RW, VID (by con-
sent), vaginal discharge analysis, sexually transmitted 
infections, colposcopy, ECG, ultrasound, doppler 
method, MSG, hormonal background study, blood serum 
test for IL-1, IL-6, TGF-β, fibronectin, consultation of a 
therapist, etc.) [8]. From the group of women with tubal-
peritoneal infertility we excluded patients with other forms 
of infertility, exacerbation of the inflammatory process, 
severe extragenital pathology, and also excluded the 
male factor infertility. Women were divided into three 
groups: comparison group ‒ 30 gynecological and 
somatically healthy non-pregnant women of reproductive 
age; 

1 ‒ study group ‒ 48 patients with tubal-peritoneal in-
fertility of inflammatory genesis, who underwent usual 
methods of treatment and rehabilitation, which included: 
laparoscopy with the use of diathermic energy, with 
washing of the abdominal cavity heated to 37° C with 
0.9% sodium chloride solution in volume 200-300 ml, 
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dexamethasone solution 4 mg, artificial ascites creation 
with sodium chloride solution 0.9% in volume 200-300 ml; 
active mode of behavior from the first day of the postop-
erative period. 

2 ‒ study group ‒ 48 patients with tubal-peritoneal in-
fertility of inflammatory genesis, who underwent our pro-
gram of treatment and rehabilitation, which included: 
laparoscopy with the use of radiowaves energy, intraop-
erative introduction of the antiadhesion barrier derivative 
of carboxymethylcellulose, and developed program of 
rehabilitation. Later on, from the second day, women of 
the 2nd study group were prescribed rectal suppositories 
for 9 days ‒ a combination of streptokinase and strepto-
dornase according to the scheme: days 1-3 ‒ 1 supposi-
tory 3 times a day, days 4-6 ‒ 1 suppository 2 times a 
day, days 7-9 ‒ 1 suppository 1 time a day. In addition, 
the complex of physiotherapy suggested by us was car-
ried out: ultrasound in pulsed mode on the lower abdo-
men with a power of 0.5 W / cm2 for 10 minutes duration 
followed by intrauterine electrophoresis of the hyaluroni-
dase enzyme № 10 on dermatoparabic technique by 
force of current m 10-15 mA for 20 minutes, one day from 
the second day of the postoperative period. The proce-
dures were supplemented by uterine tube stimulation 
sessions using V.M. Strugatsky's (2005) technique for 20 
days for 5 minutes using the Endoton-01B apparatus 
(Bulgaria) in the vaginal and sacral technique from the 
sixth day of the postoperative period. 

Results and discussion 
The average age of women in the 1st study group 

was 32.5 ± 3.9 years, in the second study group ‒ 32 ± 
4.8 years, in the comparison group ‒ 30.4 ± 6.3 years. All 
women with tubal-peritoneal infertility complained of infer-
tility. 7 (14.6%) women suffered from primary infertility, 9 
(18.7%) with primary infertility for more than 5 years, 12 
(25.0%) with secondary infertility for 5 years, 25 (5%) with 
secondary infertility, 20 (41.7%) patients for more than 5 
years. That is, the indicator of primary infertility of more 
than 5 years of duration, and secondary infertility of more 
than 5 years, is determined to be by 1.5 times higher 
than that of primary infertility and secondary duration of 
up to 5 years. All women with of tubal-peritoneal infertility 
of inflammatory genesis had in history the inflammatory 

diseases of the uterus ‒ 96 (100%), of which up to 5 
years ‒ 24 (25%), and more than 5 years ‒ 72 (75%). 

In the clinical and laboratory examination of 96 
women with TPI of inflammatory genesis, no changes 
were found. During ultrasound examination and in deter-
mining the average size of the uterus and appendages, 
no probable changes in comparison group were de-
tected. In women with TPI, we revealed a number of 
structural changes in reproductive organs: in 18 (18.75%) 
hydrosalpinges with the thickness of the fallopian tube 
not more than 5 mm, the presence of follicular ovarian 
cysts in 2 (2.1%) women. In the majority of women with 
TPI ‒ 27 (28.1%) ‒ ultrasound signs of adhesive process 
in the form of hyperechoic linear formations and in 43 
(44.8%) women in the form of restriction in case of ovar-
ian displacement were revealed [3]. On dopplerometry, 
the decrease of blood supply to the walls of the fallopian 
tubes was observed, while the index of resistance in the 
uterine arteries exceeded 0.62 ± 0.06 (as contrasted with 
the comparison group 0.46 ± 0.02) at p <0.05. 

In order to determine the state of the cavity of the 
uterus and fallopian tubes, 96 patients with TPI under-
went metrosalpingography (MSG) using contrasting wa-
ter-soluble drugs (triombrast ‒ 76%) on 7-11 days of the 
menstrual cycle, as well as the comparison of the effec-
tiveness of MSG to chromosalpingography (CSG) at the 
beginning of the laparoscopic surgery. The obstruction of 
both (or single) fallopian tubes was detected on MSG in 
77 and 79.2%, respectively, in women of the 1st and 2nd 
clinical groups, and obstruction of CSG 62.5% and 64.6% 
respectively. Also, during laparoscopic examination, pa-
tients from the 1st and 2nd clinical groups presented 
coarse peritubal adhesions, loop-shaped edema of the 
fallopian tubes, retraction of the terminal regions of the 
fallopian tubes, partial penetration of the contrast medium 
into the limited cavities of the one (single) with the ob-
struction of the second uterine tube, which they de-
formed, and possibly disrupted their transport function. 
These parameters indicate a greater diagnostic informa-
tiveness of laparoscopy than MSG. 

Indicators that we used to assess the presence of the 
adhesive process in women in the comparison group, 1st 
and 2nd clinical groups prior to surgery are presented in 
Table 1. 

Table 1 
Indicators of the level of fibronectin, TGF-β, IL-1, IL-6 in women of comparison group, 1st and 2nd clinical groups prior to surgery 

1st clinical group (n=48) 2nd clinical group (n=48) 
Indicator  Comparison group 

(n=30) before surgery before surgery 
fibronectin, mcg/ml 324±8.5 461.7±7.8 p<0.05 461.4±7.7 p<0.05 
ТGF-β mcg/ml 10.79±1.56 23.5±2.42 p<0.05 26.98±2.2 p<0.05 
IL-1b pg/ml 15.81±2.08 44.35±2.4 p<0.05 50.88±2.59 p<0.05 
IL-6 pg/ml 17.62±1.5 60.99±3.29 p<0.05 65.42±3.43 p<0.05 

Note: p ‒ probability of difference of indicators as contrasted with the comparison group. 

 
As it can be seen from Table 1, the level of incidence 

of fibronectin, TGF ‒ β, IL ‒ 1, IL ‒ 6 in the serum of 
women of the 1st and 2nd clinical groups before surgery 
as contrasted with the comparison group women was in-
creased by almost 3 times, which was statistically signifi-
cant (p <0.05). 

During the laparoscopic intervention, the degree of 
adhesive process according to the classification of the 
American Society for Fertility (1988) [2] was assessed. 

Patients of the 1st clinical group during the laparoscopy 
revealed the following results: I. ‒ 17 (35.4%), II. ‒ 10 
(20.8%), III. ‒ 7 (14.6%), IV. ‒ 14 (29.2%). In patients of 
the 2nd clinical group during laparoscopy, the following 
was revealed: I. ‒ 9 (18.75%), II. ‒ 14 (29.1%), III. ‒ 8 
(16.6%), IV. ‒ 17 (35.4%). 

All 96 women with tubal-peritoneal infertility of in-
flammatory genesis underwent operative treatment, 
which included (Table 2): 
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Table 2 
Types of surgical intervention during laparoscopy 

 1st clinical group (n=48) 2nd clinical group (n=48) 
Salpingolysis 12 (25%) 6 (12.5%) 
Salpingolysis, ovariolysis 14 (29.2%) 15 (31.2%) 
Salpingolysis, fimbrioplastic of either uterine tube 3 (6.3%) 8 (16.7%) 
Salpingolysis, ovariolysis with salpingotomy of both or one uterine tube 19 (39.6%) 19 (39.6%) 
Total 48 (100%) 48 (100%) 

 
In the postoperative period, we compared the 

duration of antibiotic therapy, the need for pain relievers, 
postoperative bed / day and average blood loss during 
surgical intervention. Data are presented in Table 3 

Table 3 
Comparison of duration of antibiotic therapy, prescription of analgesic therapy, postoperative bed-days and average blood loss in 

women in the 1st and 2nd clinical groups 

Indicator 1st clinical group 
(n=48) 2nd clinical group (n=48) 

Duration of antibiotic therapy (days) 4.94±1.04 4.08±1.3 p<0.05 
Duration of anesthetic prescription (days) 2.56±0.74 1.25±0.48 p<0.05 
Duration of postoperative bed-days 4.94±1.04 3.88±1.09 p<0.05 
Average blood loss during surgery (ml) 42.29±26.36 31.88±17.09 p<0.05 
Note: p ‒ the probability of differences in the rates of women in the 2nd clinical as compared with women in the 1st clinical group. 

When applying the minimum power of radiowaves, 
reducing the area of influence of tissue damage ‒ the op-
timal coagulation effect is maintained, which reduces the 
average blood loss during the operation by almost 1.3 
times. In the postoperative period, the average duration 
of antibiotic therapy in women of the 2nd clinical group 
was 4.08 ± 1.3 days, the need for anesthetic preparations 
was 1.25 ± 0.48 days, and the duration of postoperative 
bed-days was 3.88 ± 1.09 days (p <0.05) as compared 

with the 1st clinical group in patients of the 2nd clinical 
group, the duration of antibiotic therapy has been statisti-
cally significantly reduced, the need for anesthetic prepa-
rations and the duration of the postoperative bed-days 
decreased, which in our opinion are the advantages of 
using radiowaves during surgical intervention. 

Indicators for the level of fibronectin, TGF-β, IL-1, IL-6 
in women in the comparison group, 1st and 2nd clinical 
groups before and after surgery are presented in Table 4. 

Table 4 
Indicators of fibronectin, TGF-β, IL-1 and IL-6 levels in women of the comparison,  

1st and 2nd clinical groups before and after 7 days of surgery 

1st clinical group (n=48) 2nd clinical group (n=48) Indicator Comparison group 
(n=30) before surgery after surgery  before surgery after surgery 

fibronectin, mcg/ml 324±8.5 461.7±7.8  
p<0.05 

427.3±18.8 
p<0.05 p1<0.05 

461.4±7.7  
p<0.05 

397.9±22.4 p<0.05 
p1<0.05 

ТGF-β mcg/ml 10.79±1.56 23.5±2.42  
p<0.05 

19.04±1.92 
p<0.05 p1<0.05 

26.98±2.2 
p<0.05 

17±1.56 p<0.05 
p1<0.05 

IL-1b pg/ml 15.81±2.08 44.35±2.4  
p<0.05 

27.14±3.96 
p<0.05 p1<0.05 

50.88±2.59  
p<0.05 

21.38±3.91 p>0.05 
p1<0.05 

IL-6 pg/ml 17.62±1.5 60.99±3.29 
p<0.05 

38.47±5.67 
p<0.05 p1<0.05 

65.42±3.43  
p<0.05 

31.29±4.71 p<0.05 
p1<0.05 

 
As can be seen from the data in Table 4, the rates for 

surgical treatment were elevated (p <0.05) almost by 3 
times in women of the 1st and 2nd clinical groups as con-
trasted with the comparison group of women. After con-
ducting the operative treatment, the indicators of TGF,  
IL-1, IL-6, fibronectin in comparison with preoperative 
data statistically showed a significant decrease (p <0.05) 
by 2 times. However, all indicators were somewhat ele-
vated (statistically significant) as contrasted with the 
comparison group, that is, healthy women. Comparison 
of women in the 1st and 2nd clinical groups revealed a 
more significant decrease in these parameters in women 
of the 2nd clinical group. 

The catamnesis of 31 patients of the 1st clinical group 
and 38 patients of the 2nd clinical group was studied 1 
year after the end of rehabilitation therapy. The criteria 
for the effectiveness of treatment of infertility were indica-
tors of ultrasound, doppler method, MSG, and preg-
nancy. 

Discussion of results. When comparing the results of 
MSG after 3 months after the operation with the data of 
CSG at the end of the operation, it was found that the fal-
lopian tubes recovered during the operation remained 
passable in almost all women from 25 to 96.1% of the 
2nd clinical group, except for 1 woman. At the same time, 
in women of the 1st clinical group, in only 12 women 
(38.7%) fallopian tubes remained passable. 

Indicators of the onset of uterine and tubal pregnancy 
in patients of the 2nd clinical group were compared with 
the fertility indices of 30 healthy women in the compari-
son and 1st clinical group: pregnancy occurred in 18 
(47.4%) patients of the 2nd clinical group, including the 
uterine – in 15 women (39.5%), and tubal in 3 (7.9%) pa-
tients from 38 women who were taken for further treat-
ment. According to the literature, the incidence of preg-
nancy after reconstructive and plastic operations per-
formed even by laparoscopic access does not exceed 
21-28%. When comparing the rates in women of the 1st 
clinical group and the 2nd clinical group, the onset of 
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pregnancy in patients of the 2nd clinical group was by 1.6 
times higher than in patients of the 1st clinical group. Fur-
thermore, in women of the 1st the clinical group the onset 
of ectopic pregnancy reduced by 1.6 times, as well as the 
restoration of fallopian tubes was by 2.5 times higher in 
patients of the 2nd clinical group than in women of the 
1st clinical group, as confirmed by the data of met-
rosalpingography 3 months after the operation. 

Conclusions. The application of the proposed method 
of surgical treatment using radiowaves, intraoperative 
prevention of adhesion using an antiadhesive gel of de-
rivative carbomethylcellulose and a complex of early 
phased rehabilitation led to a decrease in the markers of 
adhesive process (fibronectin, IL-1b, IL-6, TFR-β) almost 
2-fold, decrease postoperative bed / day by 1.3 times, 
reduction of the necessity of the duration of analgesic 
and antibacterial preparations in the early postoperative 
period by almost 1.5 times, increased the percentage of 
FT permeability, reduced the risk of an ectopic pregnancy 
by 1.6 times, and increased the incidence of uterine 
pregnancy by 1.6 times as compared with the use of 
conventional methods of laparoscopic treatment and pre-
vention of the adhesive process, despite the fact that 
women of the 2nd clinical group had adhesive process of 
III-IV degrees, and the clinical manifestations of the ad-
hesive process were more pronounced. 
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ПОЛІМОРФНИЙ АЛЕЛЬ 299GLY ГЕНА TLR4 АСОЦІЮЄТЬСЯ ІЗ ЗНИЖЕНОЮ 
ЕФЕКТИВНІСТЮ ВКЛЮЧЕННЯ У КОМПЛЕКСНУ ТЕРАПІЮ ХВОРИХ  
НА ІШЕМІЧНУ ХВОРОБУ СЕРЦЯ АЗИТРОМІЦИНУ ТА ПІОГЛІТАЗОНУ* 
Скочко О.В.  
Вищий державний навчальний заклад України «Українська медична стоматологічна академія», м. Полтава 

Полиморфизм Asp299Gly гена TLR4 играет важную роль в патогенезе ишемической болезни сердца (ИБС), но до 
сих пор остаются не изученными терапевтические стратегии, которые учли его роль при лечении заболевания. 
Цель работы - проведение сравнительного анализа клинической эффективности азитромицина и пиоглитазона на 
фоне комплексной терапии с учетом полиморфизма Asp299Gly гена TLR4 у пациентов с ИБС. Материалы и мето-
ды. В исследование включено 40 человек с ИБС в возрасте от 45 до 68 лет, разделенных на 2 группы наблюде-
ния: первая группа (n = 20) получала вместе с комплексной терапией азитромицин в дозе 500 мг/сут в течение 3-
х дней, затем по 500 мг/неделю в течение 6 месяцев, вторая группа (n = 20) - вместе с комплексной терапией 
пиоглитазон в дозе 15 мг 1 раз в сутки, утром в течение 6 месяцев. Длительность наблюдения 12 месяцев. Ре-
зультаты. Каждая группа наблюдения была разделена на две подгруппы: с генотипом Asp/Asp и с объединенным 
генотипом Asp/Gly + Gly/Gly. Первая группа наблюдения с генотипом Asp/Asp составила 14 человек (70%), а с 
объединенным генотипом Asp/Gly + Gly/Gly - 6 человек (30%), вторая группа наблюдения - 17 человек (85%) и 3 
(15%), соответственно. Прием азитромицина у носителей аллеля Asp (Asp/Asp) в отличие от носителей аллеля 
Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) вызвал более эффективное уменьшение размера АСБ, диаметра стеноза и ТКИМ, частичную 
или полную эрадикацию пародонтопатогенных микрофлоры в ротовой полости. Прием пиоглитазона у носителей 
аллеля Asp (Asp/Asp) в отличие от носителей аллеля Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) вызвал более отчетливое уменьшение 
диаметра стеноза, умеренный противовоспалительный и выраженный гипогликемический, гиполипидемическое 
эффекты. Выводы. Полученные нами данные показали, что у больных ИБС, носителей аллеля Asp (Asp/Asp) обна-
ружена большая восприимчивость к проводимому лечению, а наличие мутантной аллели Gly (Asp/Gly + Gly/Gly) 
гена TLR-4 связана с сниженой эффективностью терапии исследуемымих препаратов, на фоне стандартного кур-
са лечения, что свидетельствует о фармакогенетической особенности восприимчивости к действию исследуемых 
препаратов и должно быть учтено в клинической практике. 
Ключові слова: полиморфизм гена TLR4 299Gly, азитромицин, пиоглитазон, ишемическая болезнь сердца 

                                                        
* Цитування при атестації кадрів: Скочко О.В. Поліморфний алель 299Gly гена TLR4 асоціюється із зниженою ефектив-

ністю включення у комплексну терапію хворих на ішемічну хворобу серця азитроміцину та піоглітазону // Проблеми екології 
і медицини. – 2017. – Т. 21, № 3-4. – С. 30–36. 

Провідні позиції в патогенезі ішемічної хвороби 
серця (ІХС) та атеросклероу належать хронічному за-
паленню із залученням вродженої ланки імунозапаль-
них процесів, зокрема патерн-розпізнавальним реце-
пторам сімейства Toll-like рецепторів 4 типу (TLR4). 
TLR4 мають високий рівень експресії в атеросклеро-
тичних бляшках (АСБ) та беруть участь у захисті від 
бактеріальної інфекції, зокрема і пародонтопатогенної 
мікрофлори, яка виступає незалежним фактором ри-
зику, формування та прогресування атеросклерозу та 
ІХС [7].  

Поліморфізм гена TLR4, а саме Asp299Gly 
(rs4986790), є однонуклеотидною заміною аденозина 
(A) на гуанін (G) у положенні +896 екзону 3, частота 
якого в популяції людей складає дещо більше 5% [5, 
8]. Внаслідок амінокислотної заміни аспарагінової ки-
слоти на гліцин у 299 положенні ланцюга рецептора, 
позаклітинний домен TLR4 змінюється, що призво-
дить до зниження розпізнавання відповідних лігандів 
або проведення внутрішньоклітинних сигналів з менш 
вираженою активацією імунних клітин, так і навпаки, 
при впровадженні патогенів, формування різного ха-
рактеру перебігу запальної відповіді і специфічних 
імунних реакцій, зниження продукції прозапальних ци-
токінів та ризику формування атеросклерозу.  

У попередніх роботах нами показано, що полі-
морфізм Asp299Gly гена TLR4 відіграє важливу роль у 
патогенезі атеросклерозу та асоційований з персис-
тенцією пародонтопатогенної мікрофлори у вогнищі 
запалення – АСБ при ІХС [2, 3]. Носії алелі Gly, більш 
сприйнятливі до підвищеної мікробної контамінації 
тканин коронарної артерії (КА) і мають високий ризик 
розвитку ІХС, ніж особи з алелем Asp [12]. Проте, є 
протилежні дані про те, що у осіб з поліморфізмом 
Asp299Gly гену TLR4 менш інтенсивно розвивається 
запальна реакція в стінці артерії, повільніше форму-
ється АСБ і проявляється нижча схильність до ризику 
розвитку атеросклерозу [15]. Проте, досі залишаються 
не дослідженими терапевтичні стратегії лікування 
ІХС, які б врахували роль поліморфізму Asp299Gly 
гену TLR4 в патогенезі ІХС, що представляє актуаль-
ний напрямок сучасної кардіології.  

Мета даної роботи - проведення порівняльного 
аналізу клінічної ефективності азитроміцину та піоглі-
тазону на фоні комплексної терапії з врахуванням по-
ліморфізму Asp299Gly гена TLR4 у пацієнтів з ІХС. 

Матеріали та методи дослідження 
У дослідження було включено 40 осіб у віці від 45 

до 68 років, які страждали на ІХС. Дослідження про-
водилося в період з 2012 по 2015 рр. на базі 1-ї місь-
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кої клінічної лікарні м. Полтави та Науково-дослідного 
інституту генетичних та імунологічних основ розвитку 
аптології та фармакогенетики (НДІ ГІОРПФ). Перед 
початком дослідження всіма учасниками підписано 
інформовану згоду та отримано схвалення комісії з 
біоетики Української медичної стоматологічної акаде-
мії. 

Критерії включення в дослідження: стабільна сте-
нокардія напруги, цукровий діабет (ЦД) 2 типу, без 
прийому ін'єкційних цукрознижувальних препаратів. 
Критерії виключення: наявність в анамнезі інфаркту 
міокарду (ІМ), інтервенційного втручання, злоякісна 
артеріальна гіпертензія (АГ), хронічна серцева недо-
статність (СН) III-IV функціонального класів (ФК), сис-
темні захворювання сполучної тканини, онкологічні та 
онкогематологічні захворювання, важкі інфекційні за-
хворювання, хронічні запальні захворювання, які ви-
магають регулярної антибіотикотерапії, наявність в 
анамнезі гострого порушення мозкового кровообігу, 
порушення ритму серця за типом миготливої аритмії. 
Кінцеві первинні точки дослідження: настання смер-
тельного наслідку в результаті ІМ, проведення ревас-
куляризаційних коронарних процедур (аортокоронар-
не шунтування або черезшкірне коронарне втручання) 
або госпіталізації внаслідок стенокардії. 

Діагноз ІХС підтверджували у пацієнтів з наявніс-
тю стенокардії напруги I-III ФК за класифікацією Ка-
надської асоціації кардіологів і явищ недостатності 
кровообігу відповідно до класифікації Нью-Йоркської 
кардіологічної класифікації (NYHA). 

До включення в клінічне дослідження всі хворі 
отримували загальноприйняте лікування і проходили 
скринінгове обстеження для верифікації діагнозів ІХС, 
ЦД 2 типу та запальних захворювань зубощелепного 
апарату. Після скринінгу були відібрані 40 пацієнтів, 
які отримували стандартний комплекс медикаментоз-
ної терапії: ізосорбіду динітрат 10-20 мг 2 рази на до-
бу, ацетилсаліцилова кислота 75 мг 1 раз на добу на 
ніч, бісопролол 2,5 мг 1 раз на добу, розувастатин 20 
мг 1 раз на добу, раміприл 5 мг 1 раз на добу вранці. 
Також, хворі отримували рекомендації з приводу діє-
ти, зміни способу життя і дотримання індивідуальної 
гігієни порожнини рота. Загальноприйняте лікування 
хворі приймали не менше місяця до досягнення ста-
більних показників. 

При рандомізованому розподілі пацієнтів з ІХС 
сформовано 2 групи спостереження. Пацієнти першої 
групи спостереження (n=20) отримували разом з ком-
плексною терапією препарат з групи макролідів - ази-
троміцин (АЗВ, Туліп Лаб Прайвіт Лімітід, Індія) в дозі 
500 мг/добу протягом 3-х днів, потім по 500 
мг/тиждень протягом 6 місяців. Пацієнти другої групи 
спостереження (n=20) отримували разом з комплекс-
ною терапією препарат із групи тіазолідиндіонів – піо-
глітазон (Піоглар, Ранбаксі, Індія) в дозі 15 мг 1 раз на 
добу, вранці протягом 6 місяців. Після 6-місячного те-
рміну лікування пацієнти обох груп продовжили при-
йом лише препаратів стандартного комплексу терапії 
ще впродовж наступних 6 місяців. Тривалість спосте-
реження загалом склала 12 місяців. Контроль за ефе-
ктивністю лікування здійснювали у 6 та у 12 місяців. 

Обстеження включало збір анамнестичних і об'єк-
тивних даних, оцінювалися антропометричні показни-
ки, вимірювалися показники артеріального тиску (АТ) - 
систолічного і діастолічного артеріального тиску (САТ 
і ДАТ), реєстрували електрокардіограму (ЕКГ) і вело-
ергометрію (ВЕМ). ВЕМ проводили на велоергометрі 

Велоерготест 05 (Україна) за методикою ступінчасто-
го зростаючого навантаження з подальшим збільшен-
ням потужності кожні 3 хвилини під контролем ЕКГ і 
АТ. Критеріями припинення ВЕМ були загальноприй-
няті клінічні або ЕКГ ознаки ішемії міокарда. У пацієн-
тів реєструвалися показники частоти серцевих скоро-
чень (ЧСС). Консультація стоматолога включала 
огляд, інструментальне обстеження, верифікацію діа-
гнозів і взяття зубоясенної рідини з пародонтальних 
кишень порожнини рота хворого.  

Стан судинного русла визначали всім пацієнтам 
ультразвуковим дослідженням (УЗД) судин шиї на 
апараті «ULTIMA PA», датчиком L5 - 12/40 відповідно 
до стандартних протоколів в В-режимі на трьох рівнях 
судинного русла і біллатерально в кінці діастоли: в 
проксимальній, медіальній і дистальній точках на від-
стані 1 см від біфуркації по задній стінці правої і лівої 
загальної сонної артерії (ПЗСА і ЛЗСА, відповідно) як 
більш віддаленій від датчика. Реєстрували контур 
сонних артерій, їх внутрішній просвіт, реєстрували по-
казники наявності ознак АСБ (розмір, локалізація). 
Товщину комплексу інтими-медіа (ТКІМ) сонних арте-
рій визначали як відстань між першою і другою ехо-
генними лініями локованої ділянки за методикою 
Pignoli P. і співавторів. За нормальну вважали ТКІМ 
менше 0,9 мм; ТКІМ загальної сонної артерії > 1,4 мм 
оцінювали як АСБ, а в межах 1,0-1,3 мм як потовщен-
ня ТКІМ (ESH, ESC, 2007).  

Визначення ДНК представників пародонтопатоге-
ної мікрофлори із зубоясенної рідини пародонтальних 
кишень та алелей поліморфної ділянки Asp299Gly ге-
на Toll-подібного рецептора 4 хворих на ІХС проводи-
ли як описано раніше [2].  

Обсяг лабораторних досліджень включав визна-
чення загальноклінічного та біохімічного аналізу крові. 
Визначення запальної відповіді здійснювали за осно-
вними біомаркерами - високочутливим С-реактивним 
білком (вч-СРБ, «DRG», США) та тканинним інгібіто-
ром металлопротеінази -1 людини (ТІМП-1, 
«eBioscience», Австрія) імуноферментним методом. 
Стан вуглеводного обміну визначали за глікемічним 
профілем рівня глюкози натще і через 1 годину після 
прийому 75г глюкози (пероральний глюкозо-толерант-
ний тест, ПГТТ) глюкозооксидазним методом, розра-
ховували гіперглікемічний коефіцієнт. Ліпідний спектр 
визначали за показниками загального холестерину 
(ХС), тригліцеридів (ТГ) і холестерину ліпопротеїдів 
високої щільності (ЛПВЩ) («Диакон-ДС», Росія), роз-
раховували вміст холестерину в складі ліпопротеїдів 
низької щільності (ХС ЛПНЩ), вміст холестерину в 
складі ліпопротеїдів дуже низької щільності (ХС 
ЛПДНЩ), розраховували коефіцієнт атерогенності 
(КА).  

Статистичну обробку виконували за допомогою 
програми STATISTICA 6.0 (StatSoft, США) з обчислен-
ням середнього (М) і стандартної помилки середнього 
(m). Достовірність відмін визначали за допомогою t-
критерію Ст’юдента, тестів ів Фішера та χ2. Відміннос-
ті між групами вважали статистично достовірними при 
р<0,05.  

Результати та їх обговорення 
Проведено порівняльну оцінку клінічної ефектив-

ності та безпечності включення в комплексну терапію 
хворих на ІХС препарату із групи макролідів та препа-
рату із групи тіазолідиндіонів, що може слугувати ва-
жливим критерієм при прийнятті обґрунтованого рі-
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шення вибору лікування. Підставою для використан-
ня, з метою корекції, обраних нами препаратів із групи 
антибіотиків – азитроміцину та з групи інсулінових се-
нситайзерів – піоглітазону, послужили виявлені нами 
раніше зміни у спектрі пародонтопатогенної мікроф-
лори як в АСБ, так і у вилученому вмісті пародонталь-
ної кишені ротової порожнини, наявності ендотеліа-
льної дисфункції (ЕД), системного запалення та по-
рушення вуглеводного обміну серед хворих на ІХС [3, 
13]. 

Кожна група спостереження залежно від генотипу 
Asp299Gly гена TLR-4 була розділена на дві підгрупи: 
з генотипом Asp/Asp та з об’єднаним генотипом 
Asp/Gly+Gly/Gly. До першої групи спостереження з ге-

нотипом Asp/Asp увійшло 14 осіб (70%), а з 
об’єднаним генотипом Asp/Gly+Gly/Gly – 6 осіб (30%), 
а до другої групи спостереження увійшло 17 осіб 
(85%) та 3 особи (15%), відповідно. 

Визначення дії азитроміцину та піоглітазону на 
фоні стандартної терапії на показники перебігу атеро-
склеротичних процесів у ПЗСА, ЛЗСА та зовнішній 
сонній артерії (ЗСА) при ІХС представлено у таблиці 
1. Встановлено, що у пацієнтів, які несуть алель Asp 
(Asp/Asp) під впливом азитроміцину через 12 місяців 
відбувається вірогідне зниження рівня ТКІМ у ПЗСА та 
у ЛЗСА у порівнянні з початковими показниками 
(р=0,04; р=0,01, відповідно).  

Таблиця 1 
Показники УЗД судин шиї пацієнтів з ішемічною хворобою серця першої та другої груп спостереження 

Параметри До початку 
лікування 

Через 6 
місяців 

Через 12 
місяців р1 р2 р3 

До початку 
лікування 

Через 6 
місяців 

Через 12 
місяців р4 р5 р6 

Перша група спостереження 
Генотип  Ala/Ala (n=14) Ala/Gly + Gly/Gly (n=6) 

Права загальна 
сонна артерія: 

товщина АСБ, мм 
1,43±0,45 0,88±0,21 0,77±0,2 0,1 0,08 0,2 0,77±0,31 0,48±0,19 0,33±0,23 0,07 0,03 0,2 

ТКІМ 1,08±0,06 1,04±0,04 1,01±0,04 0,3 0,04 0,1 1,05±0,06 1,0±0,06 0,95±0,03 0,07 0,04 0,2 
діаметр стенозу: 

2 – 15 % 
16-49% 

 
3 
6 

 
3 
6 

 
3 
5 

 
1,0 
1,0 

 
1,0 
0,43 

 
1,0 
0,43 

 
0 
3 

 
2 
1 

 
1 
1 

 
0,45 
0,54 

 
1,0 
0,54 

 
1,0 
1,0 

Ліва загальна 
сонна артерія: 

товщина АСБ, мм 
0,74±0,27 0,59±0,19 0,39±0,15 0,4 0,1 0,06 0,27±0,27 0,22±0,22 0,15±0,15 0,4 0,4 0,4 

ТКІМ 1,04±0,03 1,01±0,02 0,98±0,03 0,1 0,01 0,1 1,05±0,04 0,98±0,03 0,95±0,02 0,02 0,07 0,4 
Діаметр стенозу: 

2 – 15 % 
16-49% 

 
2 
4 

 
1 
6 

 
3 
2 

 
1,0 
0,2 

 
1,0 
0,65 

 
0,6 
0,21 

 
1 
1 

 
0 
1 

 
0 
1 

 
1,0 
1,0 

 
1,0 
1,0 

 
- 

1,0 
Зовнішня  

сонна артерія 
товщина АСБ, мм 

0,21±0,21 0,07±0,07 0,07±0,07 0,3 0,3 - 0,18±0,13 0,05±0,05 0 0,2 0,2 0,4 

Друга група спостереження 
Генотип  Ala/Ala (n=17) Ala/Gly + Gly/Gly (n=3) 

Права загальна 
сонна артерія: 

товщина АСБ, мм 
0,92±0,53 0,3±0,14 0,94±0,76 0,2 0,99 0,4 1,07±0,67 0,73±0,5 0,87±0,49 0,2 0,4 0,4 

ТКІМ 1,06±0,04 1,03±0,03 1,0±0,02 0,6 0,2 0,2 1,23±0,09± 1,16±0,03± 1,1±0,06± 0,4 0,2 0,4 
діаметр стенозу: 

2 – 15 % 
16-49% 

 
1 
5 

 
0 
4 

 
2 
2 

 
1,0 
1,0 

 
1,0 
0,4 

 
0,5 
0,65 

 
1 
1 

 
1 
1 

 
1 
1 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

Ліва загальна 
сонна артерія: 

товщина АСБ, мм 
0,72±0,2 0,56±0,19 0,3±0,14 0,3 0,03 0,02 0,4±0,4 0,4±0,4 0,37±0,37 -- 0,2 0,4 

ТКІМ 1,07±0,04 1,04±0,03 1,0±0,02 0,4 0,054 0,02 1,23±0,09 1,16±0,03 1,1±0,06 0,4 0,2 0,4 
діаметр стенозу: 

2 – 15 % 
16-49% 

 
0 
8 

 
5 
3 

 
2 
2 

 
0,04 
0,14 

 
0,5 

0,057 

 
0,4 
1,0 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

Зовнішня 
сонна артерія 

товщина АСБ, мм 
0,24±0,11 0,17±0,09 0,09±0,06 0,3 0,07 0,1 0,5±0,5 0,5±0,5 0,33±0,33 -- 0,4 0,4 

Примітка (тут і в табл. 2-4): Р1 – порівняння у першій групі спостереження до початку та через 6 місяців лікування азитро-
міцином; 
Р2– порівняння у першій групі спостереження до початку та через 12 місяців лікування азитроміцином; 
Р3– порівняння у першій групі спостереження через 6 місяців та через 12 місяців лікування азитроміцином; 
Р4– порівняння у другій групі спостереження до початку та через 6 місяців лікування піоглітазоном; 
Р5– порівняння у другій групі спостереження до початку та через 12 місяців лікування піоглітазоном; 
Р6 – порівняння у другій групі спостереження через 6 місяців та через 12 місяців лікування піоглітазоном 

У пацієнтів, які несуть алель Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) 
під впливом азитроміцину через 6 місяців відзнача-
ється достовірне зниження показника ТКІМ у ЛЗСА у 
порівнянні з початковими показниками (р=0,02), через 
12 місяців відмічається вірогідне зменшення розміру 
АСБ та ТКІМ у ПЗСА у порівнянні з початковими пока-
зниками (р=0,03; р=0,04, відповідно). 

У пацієнтів, які несуть алель Asp (Asp/Asp) під 
впливом піоглітазону через 12 місяців відмічається 
вірогідне зниження розміру АСБ та діаметра стенозу у 
ЛЗСА у порівнянні з початковими показниками 
(р=0,03; р=0,04), а також через 12 місяців реєструєть-
ся вірогідне зменшення розміру АСБ, діаметра стено-
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зу та ТКІМ у ЛЗСА у порівнянні з показниками через 6 
місяців (р=0,02; р=0,057; р=0,02, відповідно).  

У пацієнтів, носіїв алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) під 
впливом піоглітазону не відмічено вірогідних змін по-
казників у динаміці лікування через 6 та 12 місяців. 

Отже, прийом азитроміцину та піоглітазону на фо-
ні стандартної терапії впродовж 12 місяців викликав 
більш ефективне пригнічення атеросклеротичних 
процесів у сонних судинах шиї пацієнтів, носіїв алелі 
Asp (Asp/Asp), ніж носіїв алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) за 
рахунок зменшення розміру АСБ, діаметра стенозу та 
ТКІМ. Проте, азитроміцин найбільш виразно вплинув 
на зменшення товщини АСБ, тоді як піоглітазон на 
зменшення діаметру стенозу у сонних артеріях у паці-
єнтів, носіїв алелі Asp (Asp/Asp), що може свідчити 

про більш ефективний вплив першого препарату вже 
ранніх стадіях розвитку атеросклерозу, тоді як другого 
препарату – на дещо пізніших стадіях.  

При визначенні спектру пародонтопатогенної мік-
рофлори у вилученому вмісті пародонтальних кишень 
після прийому азитроміцину у пацієнтів (табл. 2), но-
сіїв як алелі Asp (Asp/Asp), так і алелі Gly 
(Asp/Gly+Gly/Gly) через 6 місяців відмічено тенденцію 
до зменшення частоти виявлення майже всіх пред-
ставників, за винятком Treponema denticola. Проте, у 
першій групі спостереження через 12 місяців лише у 
пацієнтів, носіїв алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) відмічено 
двократне підвищення відсоткового вмісту 
Porphyromonas gingivalis з 33,3% до 66,7% (р=0,3). 

Таблиця 2 
Динаміка частоти показників пародонтопатогенної мікрофлори у вилученому вмісті пародонтальної кишені пацієнтів  

з ішемічною хворобою серця першої та другої груп спостереження 

Параметри  
До поча-
тку ліку-
вання 

Через 6 
місяців 

Через 
12 мі-
сяців 

р1 р2 р3 
До поча-
тку ліку-
вання 

Через 6 
місяців 

Через 
12 мі-
сяців 

р4 р5 р6 

Перша група спостереження 

Генотип  Ala/Ala (n=14) Ala/Gly + Gly/Gly (n=6) 

Porphyromonas 
gingivalis 5 / 35,7% 3 / 21,4% 4 / 28,6 % 0,34 0,5 0,5 5 / 83,3% 2 /33,3% 4 / 66,7% 0,12 0,5 0,3 

Actinobacillus 
actinomycetem

comitans 
2 / 14,3% 0 0 0,2 0,2 - 1 / 16,7 % 0 0 0,5 0,5 - 

Prevotella 
intermedia 1 / 7,14% 0 0 0,5 0,5 - - - -    

Bacteroides 
forsythus 1 / 7,14% 0 0 0,5 0,5 - - - -    

Treponema 
denticola - - - - - - - - -    

Друга група спостереження 

Генотип  Ala/Ala (n=17) Ala/Gly + Gly/Gly (n=3) 

Porphyromonas 
gingivalis 5 / 29,4% 5 / 29,4% 3 / 17,6% 0,65 0,34 0,34 1 / 33,3% 1 / 33,3% 3 / 100,0% 0,8 0,2 0,2 

Actinobacillus 
actinomycetem

comitans 
- - -    - - -    

Prevotella 
intermedia - - -    - - -    

Bacteroides 
forsythus - - -    - - -    

Treponema 
denticola - - -    - - -    

 
Після прийому піоглітазону через 6 місяців у паці-

єнтів, носіїв як алелі Asp (Asp/Asp), так і алелі Gly 
(Asp/Gly+Gly/Gly) не встановлено змін у частоті при-
сутності представників пародонтопатогенної мікроф-
лори у вилученому вмісті пародонтальних кишень. 
Проте, у другій групі спостереження через 12 місяців 
лише у пацієнтів, носіїв алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) 
відмічено трьохкратне підвищення відсоткового вмісту 
Porphyromonas gingivalis з 33,3% до 100,0% (р=0,2). 

Отже, лише азитроміцин на фоні прийому станда-
ртної терапії впродовж 6 місяців проявляє антибакте-
ріальний ефект переважно у пацієнтів з ІХС, носіїв 
алелі Asp (Asp/Asp), на відміну від у носіїв алелі Gly 
(Asp/Gly+Gly/Gly) за рахунок часткової або повної 
ерадикації пародонтопатогенної мікрофлори у ротовій 
порожнині.  

Аналіз маркерів запалення, вуглеводного та ліпід-
ного обмінів показав (табл. 3), що під впливом азит-
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роміцину через 6 місяців у пацієнтів, які несуть як 
алель Asp (Asp/Asp) відбувається вірогідне зниження 
рівня холестерину та ЛПВЩ у порівнянні з початкови-
ми показниками (р=0,04; р=0,04, відповідно), через 12 
місяців відбувається вірогідне зниження рівня ШОЕ, 
глюкози та ЛПНЩ у порівнянні з початковими показ-

никами (р=0,04; р=0,02; р=0,04, відповідно), а також 
через 12 місяців відбувається вірогідне зниження рів-
ня ШОЕ та КА, підвищення рівня ЛПВЩ у порівнянні з 
показниками у 6 місяців (р=0,04; р=0,0003; р=0,003, 
відповідно ). 

Таблиця 3 
Показники лабораторного обстеження в залежності від поліморфізму гена TLR4 при лікуванні пацієнтів з ішемічною 

хворобою серця першої та другої груп спостереження  

Параметри До початку 
лікування 

Через 6 
місяців 

Через 12 
місяців р1 р2 р3 

До початку 
лікування 

Через 6 
місяців 

Через 12 
місяців р4 р5 р6 

Перша група спостереження 
Генотип Ala/Ala (n=14) Ala/Gly + Gly/Gly (n=6) 

ШОЕ, мм/год 16,14±4,34 9,07±1,02 7,57±0,86 0,08 0,04 0,04 14,0±5,01 9,33±1,2 6,83±0,8 0,28 0,18 0,053 
вч-С-реактивний 

білок, мг/л 5,33±1,69 3,26±0,85 6,57±1,53 0,27 0,58 0,09 5,22±2,58 3,65±0,85 4,27±1,6 0,58 0,77 0,5 

TІMР-1, пг/мл 1713,8±115,3 1926,5±116,7  0,26   1559,9±190,4 2060±234,1  0,006   
Глюкоза крові, 

ммоль/л 6,42±0,6 5,65±0,3 5,4±0,34 0,17 0,02 0,35 6,59±1,04 5,42±0,23 5,25±0,19 0,33 0,25 0,58 

Пероральний 
глюкозо-

толерантний тест, 
ммоль/л 

9,91±1,33 8,73±0,47  0,27   9,32±0,64 8,59±0,37  0,21   

Холестерин, 
ммоль/л 4,89±0,29 4,14±0,18 4,4±0,18 0,04 0,13 0,31 4,57±0,38 4,25±0,19 4,1±0,15 0,46 0,36 0,5 

Тригліцериди, 
ммоль/л 0,82±0,14 0,79±0,12 0,89±0,09 0,62 0,49 0,27 0,63±0,06 0,65±0,07 0,77±0,09 0,8 0,06 0,3 

ЛПВЩ,  ммоль/л 1,05±0,07 0,88±0,09 1,11±0,07 0,04 0,26 0,0003 0,8±0,07 0,99±0,12 1,09±0,2 0,16 0,11 0,46 
ЛПНЩ, ммоль/л 3,52±0,28 2,9±0,2 2,9±0,16 0,07 0,04 0,9 3,49±0,39 2,96±0,18 2,66±0,16 0,13 0,08 0,21 

ЛПДНЩ, ммоль/л 0,35±0,06 0,36±0,05 0,41±0,05 0,92 0,27 0,27 0,27±0,03 0,29±0,03 0,35±0,04 0,55 0,02 0,3 
Коефіцієнт атеро-

генності 4,09±0,67 4,23±0,47 3,17±0,32 0,78 0,06 0,003 5,02±0,92 3,49±0,36 3,3±0,67 0,08 0,04 0,8 

Друга група спостереження 
Лейкоцити, х 109/л 6,46±0,3 6,56±0,3 6,6±0,2 0,7 0,6 0,9 6,27±0,77 7,45±0,35 5,08±0,22 0,35 0,35 0,03 

ШОЕ, мм/год 16,65±2,9 11,06±0,8 9,65±0,9 0,03 0,01 0,04 8,67±4,25 8,67±1,33 6,67±1,67 1 0,5 0,32 
вч-С-реактивний 

білок, мг/л 3,41±0,61 3,99±0,74 7,74±1,63 0,55 0,01 0,04 11,77±4,9 4,6±2,07 6,9±5,4 0,22 0,4 0,7 

TІMР-1, пг/мл 1447±118,9 1549,2±97,
4  0,5   1217±229,03 1920±203,

3  0,007   

Глюкоза крові, 
ммоль/л 6,02±0,15 6,06±0,26 5,49±0,25 0,91 0,09 0,07 5,9±0,03 5,5±0,5 5,03±0,25 0,49 0,09 0,6 

Пероральний 
глюкозо-

толерантний тест, 
ммоль/л 

12,45±0,69 9,52±0,53  0,0001   10,9±1,44 7,99±0,4  0,25   

Гіперглікемічний 
коефіцієнт 2,07±0,11 1,59±0,08  0,002   1,84±0,25 1,47±0,11  0,21   

Холестерин, 
ммоль/л 5,21±0,19 4,48±0,17 4,6±0,2 0,006 0,06 0,6 5,63±0,47 4,97±0,52 4,5±0,4 0,57 0,006 0,7 

Тригліцериди, 
ммоль/л 0,72±0,09 0,72±0,05 0,92±0,09 1,0 0,12 0,02 0,53±0,09 0,7±0,06 0,87±0,09 0,04 0,06 0,13 

ЛПВЩ,  ммоль/л 0,86±0,06 1,06±0,04 1,12±0,07 0,01 0,002 0,4 0,72±0,06 0,85±0,1 1,03±0,1 0,52 0,18 0,16 
ЛПНЩ, ммоль/л 4,03±0,2 3,1±0,16 3,06±0,17 0,001 0,004 0,87 4,69±0,4 3,8±0,4 3,07±0,5 0,4 0,009 0,5 

ЛПДНЩ, ммоль/л 0,32±0,04 0,33±0,02 0,42±0,04 0,79 0,08 0,02 0,23±0,04 0,32±0,03 0,39±0,04 0,03 0,06 0,13 
Коефіцієнт атеро-

генності 5,42±0,5 3,39±0,2 3,29±0,2 0,001 0,0006 0,77 6,83±0,32 4,94±0,48 3,5±0,74 0,14 0,051 0,26 

 
У пацієнтів, які несуть алель Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) 

під впливом азитроміцину через 6 місяців відзнача-
лось вірогідне підвищення показників ТІМР-1 
(р=0,006), через 12 місяців відзначалося достовірне 
зниження КА (р=0,04), підвищення ЛПДНЩ (р=0,02) у 
порівнянні з початковими показниками.  

Аналіз дії піоглітазону у хворих на ІХС показав, що 
у пацієнтів, які несуть алель Asp (Asp/Asp) під впли-
вом піоглітазону через 6 місяців відзначалося досто-
вірне зниження рівнів ШОЕ (р=0,03), ПГТТ (р=0,0001), 
гіперглікемічного коефіцієнту (р=0,002), холестерину 
(р=0,006), ЛПНЩ (р=0,001) та КА (р=0,001), підвищен-
ня рівня ЛПВЩ (р=0,01) у порівнянні з початковими 
показниками, через 12 місяців зниження рівня ШОЕ 
(р=0,03), ЛПНЩ (р=0,004) та КА (р=0,0006), підвищен-

ня рівня вч-СРБ (р=0,01) та ЛПВЩ (р=0,002) у порів-
нянні з початковими показниками, а також через 12 
місяців вірогідне зниження рівня ШОЕ (р=0,004), під-
вищення рівня вч-СРБ (р=0,04), тригліцеридів  
(р=0,02) та ЛПДНЩ (р=0,02) у порівнянні з показника-
ми у 6 місяців.  

У пацієнтів, носіїв алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) під 
впливом піоглітазону через 6 місяців відзначалося 
достовірне підвищення рівня ТІМР-1 (р=0,007), триглі-
церидів (р=0,04) та ЛПДНЩ (р=0,03) у порівнянні з по-
чатковими показниками, через 12 місяців відмічалось 
вірогідне зниження рівнів холестерину (р=0,006) та 
ЛПНЩ (р=0,009) у порівнянні з початковими показни-
ками, через 12 місяців вірогідне зниження рівня лей-
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коцитів (р=0,03) у порівнянні з показниками у 6 міся-
ців. 

Отже, у пацієнтів з ІХС, носіїв алелі Asp (Asp/Asp), 
азитроміцин здійснював більш виражений вплив на 
показники запалення та ліпідного обміну, тоді як піог-
літазон - на показники запалення та вуглеводного об-
міну. 

Отримані дані свідчать, що в результаті проведе-
ного лікування обидва застосовані на фоні стандарт-
ної терапії препарати, азитроміцин та піоглітазон, ма-
ють як спільні, так і окремі механізми впливу на пере-
біг ІХС. Застосування антибіотику, азитроміцину, на 
фоні стандартної терапії протягом 6 місяців у пацієн-
тів, носіїв алелі Asp (Asp/Asp) призводило до більш 
ефективного пригнічення розвитку атеросклерозу за 
рахунок зменшення розміру АСБ, прояву антибактері-
ального ефекту, більш вираженого протизапального 
та задовільного гіполіпідемічного впливу, ніж у пацієн-
тів носіїв алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly).  

Терапія тіазолідиндіоном, піоглітазоном, на фоні 
стандартної терапії протягом 6 місяців у пацієнтів, но-
сіїв алелі Asp (Asp/Asp) викликала більш виразне 
зменшення розвитку атеросклерозу за рахунок змен-
шення діаметру стенозу, помірного протизапального 
та вираженого гіпоглікемічного ефекту, а також гіполі-
підемічного ефекту за рахунок попередження форму-
вання атерогенної дисліпідемії, ніж у пацієнтів носіїв 
алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly). 

Аналізуючи літературні дані можна дійти висновку, 
що серед сучасних терапевтичних засобів при ІХС 
ефективним протизапальним ефектом володіють ма-
кроліди, зокрема азитроміцин, а також альтернативні 
ефекти проявляють тіазолідиндіони, а саме піогліта-
зон. Даний ефект обох препаратів реалізується на рі-
вні молекулярних механізмів через пригнічення екс-
пресії прозапального ядерного фактора NF-kB [14, 
16], що може формувати у пацієнтів з поліморфізмом 
Asp299Gly гену TLR4 різну клінічну ефективність на 
терапію даними лікарськими засобами.  

Отриманий нами позитивний ефект азитроміцину 
впродовж піврічного застосування на фоні стандарт-
ної терапії у пацієнтів з ІХС, носіїів алелі Asp 
(Asp/Asp),  ймовірно, обумовлений безпосередньою 
дією на пародонтопатогенні мікроорганізми у вогнищі 
запалення, а саме, як у ротовій порожнині, так і в АСБ 
[1]. Азитроміцин, стимулює фагоцитоз, пригнічення 
вироблення активних форм кисню, інфільтрацію лей-
коцитів в тканини [11], а також активує діяльність 
ТІМР-1, що може попереджати ініціюванню нестабіль-
ності і розриву АСБ [4].  

В нашому дослідженні отримані дані позитивного 
впливу піоглітазону впродовж піврічного застосування 
на фоні стандартної терапії у пацієнтів з ІХС, носіїів 
алелі Asp (Asp/Asp), що виражалось у пригніченні 
атеросклеротичних та запальних процесів, інсуліно-
резистеності та дисліпідемії у хворих на ІХС. Меха-
нізм даного впливу пов’язують з блокуванням проза-
пальних NF-kB-залежних механізмів, що спричиняє 
зниження рівня СРБ, адипонектина, ММР-9, моноци-
тарно-хемоткасичного білка (МСР-1) та розчинного 
маркера CD40L, що може сприяти попередженню ро-
звитку атеросклерозу та макроваскулярних усклад-
нень при ІХС [6]. Відомо, що сумарний ефект чинни-
ків, на які впливає піоглітазон чинить кардіопротекти-
вний ефект за рахунок покращення діастолічної фун-
кції лівого шлуночка у пацієнтів з АГ, утилізації глюко-
зи кардіоміоцитами, підвищення потоку крові, попере-

дження запалення КА та коронароспазму, а також мі-
німізації ішемічно-реперфузійного пошкодження міо-
карду [9, 10]. 

Отримані нами дані показали, що у хворих на ІХС, 
носіїв алелі Asp(Asp/Asp)  виявлена більша сприйнят-
ливість до проведеного лікування, тоді як наявність 
мутантної алелі Gly (Asp/Gly+Gly/Gly) гена TLR-4 
пов’язана з ризиком зниження ефективності терапії 
досліджуваними препаратами на фоні стандартного 
курсу лікування, що свідчить про фармакогенетичні 
особливості сприйнятливості до дії досліджуваних 
препаратів та має бути враховано у клінічній практиці. 

Висновки 
1. Прийом азитроміцину на фоні стандартної тера-

пії впродовж 6 місяців у пацієнтів, носіїв алелі Asp 
(Asp/Asp), на відміну від пацієнтів, носіїв алелі Gly 
(Asp/Gly+Gly/Gly) викликав більш ефективне пригні-
чення атеросклеротичних процесів за рахунок змен-
шення розміру АСБ, діаметра стенозу та ТКІМ, анти-
бактеріальний ефект переважно за рахунок часткової 
або повної ерадикації пародонтопатогенної мікроф-
лори у ротовій порожнині, більш вираженого протиза-
пального та задовільного гіполіпідемічного впливу. 

2. Прийом піоглітазону, на фоні стандартної тера-
пії протягом 6 місяців у пацієнтів, носіїв алелі Asp 
(Asp/Asp) на відміну від пацієнтів, носіїв алелі Gly 
(Asp/Gly+Gly/Gly) викликав більш виразне зменшення 
розвитку атеросклерозу за рахунок зменшення діаме-
тру стенозу, помірного протизапального та виражено-
го гіпоглікемічного та гіполіпідемічного ефекту за ра-
хунок попередження формування атерогенної дислі-
підемії. 

Перспективи подальших досліджень 
В нашій роботі вперше показано, що ефективність 

лікування азитроміцином та піоглітазоном в курсі ста-
ндартної терапії залежить від наявності поліморфізму 
Asp299Gly гена TLR4,  що може мати широкі перспек-
тиви використання в сучасній кардіології та терапії. 
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ENGLISH VERSION: THE TLR4 299GLY POLYMORPHIC ALLELE IS ASSOCIATED 
WITH REDUCED EFFICACY OF AZITHROMYCIN AND PIOGLITAZONE, INCLUDED 
IN THE COMPREHENSIVE TREATMENT OF PATIENTS WITH CORONARY HEART 
DISEASE* 
Skochko O.V.  
Higher State Educational Establishment of Ukraine «Ukrainian Medical Stomatological Academy», Poltava 

The Asp299Gly polymorphism of the TLR4 gene plays an important role in the pathogenesis of coronary heart disease 
(CHD). The purpose of the work is to conduct a comparative analysis of the clinical efficacy of azithromycin and 
pioglitazone against the background of complex therapy taking into account the Asp299Gly polymorphism of the TLR4 
gene in patients with CHD. Materials and methods. The study included 40 people with CHD in the age group 45-68 
years, divided into 2 groups of observation: the first group (n = 20) received, together with the integrated therapy, 
azithromycin at a dose of 500 mg/day for 3 days, then 500 mg/week for 6 months, the second group (n = 20) - together 
with the combined therapy pioglitazone in a dose of 15 mg once daily, in the morning for 6 months. Duration of 
observation 12 months. Results. Each observation group was divided into two subgroups: the Asp/Asp genotype and the 
combined genotype Asp/Gly +Gly/Gly. The first observation group with the Asp/Asp genotype was 14 (70%), while the 
combined genotype Asp/Gly +Gly/Gly was 6 (30%), the second observation group was 17 (85%) and 3 (15% ), 
respectively. The acceptance of azithromycin from Asp (Asp/Asp) allele carriers, led to a more effective reduction in the 
size of the ACS, the diameter of the stenosis and TSC, partial or complete eradication of the parodontopathogenic 
microflora in the oral cavity. The use of pioglitazone in carriers of the Asp allele (Asp/Asp) caused a more pronounced 
decrease in the diameter of the stenosis, moderate anti-inflammatory and pronounced hypoglycemic, hypolipidemic 
effects. Conclusions The data obtained by us showed that in patients with CHD, carriers of Asp allele, a high 
susceptibility to treatment was detected, and the presence of the Gly mutant allele of the TLR-4 gene was associated 
with a reduced therapeutic efficacy of the investigational drugs, against the background of a standard course of 
treatment, which indicates the pharmacogenetic peculiarity of susceptibility to the action of the investigational drugs and 
should be taken into account in clinical practice. 
Key words: TLR4 299Gly polymorphism, azithromycin, pioglitazone, coronary heart disease 

                                                        
* To cite this English version: Skochko O.V. The TLR4 299Gly polymorphic allele is associated with reduced efficacy of azithromycin and 
pioglitazone, included in the comprehensive treatment of patients with coronary heart disease. -// Problemy ekologii ta medytsyny. - 2017. - Vol 
21, № 3-4. - P. 37–42. 

The leading positions in the pathogenesis of coronary 
heart disease (CHD) and atherosclerosis belong to 
chronic inflammation with the involvement of the innate 
link of immune and inflammatory processes, in particular 
the pattern-recognizing receptors of the Toll-like family 
type 4 (TLR4). TLR4 has a high level of expression in 
atherosclerotic plaques (ASPs) and is involved in the pro-
tection against bacterial infection, including periodontal 
pathogenic microflora, which acts as an independent risk 
factor for the formation and progression of atherosclero-
sis and coronary artery disease [7]. 

The polymorphism of TLR4 gene, namely, Asp299Gly 
(rs4986790), is a single nucleic acid substitution of 
adenosine (A) for guanine (G) at the position of +896 of 
exon 3, whose frequency in the human population is 
slightly more than 5% [5, 8]. As a result of the amino acid 
replacement of aspartic acid for glycine at the position of 
299 of the receptor chain, the extracellular domain of 
TLR4 is changed, which leads to a decrease in the rec-
ognition of the corresponding ligands or intracellular sig-
nals with less pronounced activation of the immune cells, 
and vice versa, with the introduction of pathogens, the 
formation of different nature of the course of inflammatory 
response and specific immune responses, reduced proin-
flammatory cytokine production and the risk of athero-
sclerosis. 

In previous studies, we have shown that the 
Asp299Gly polymorphism of TLR4 gene plays an impor-
tant role in the pathogenesis of atherosclerosis and is as-
sociated with the persistence of parodontopathogenic mi-

croflora in the inflammation site – ASP in CHD [2, 3]. Car-
riers of the Gly allele are more susceptible to increased 
microbial contamination of coronary artery (CA) tissue 
and have a high risk of developing coronary heart dis-
ease than those with the Asp allele [12]. However, there 
are controversial evidence that in the individuals with the 
Asp299Gly polymorphism of TLR4 gene, the inflamma-
tory reaction in the artery wall develops less intensively, 
ASP is formed slower, and a lower predisposition to the 
risk of atherosclerosis is manifested [15]. However, 
therapeutic strategies for treating coronary heart disease, 
which would take into account the role of the Asp299Gly 
polymorphism of TLR4 gene in the pathogenesis of CHD, 
are still not investigated, which represents the relevant 
direction of modern cardiology. 

The aim of this research is to conduct a comparative 
analysis of the clinical efficacy of azithromycin and piogli-
tazone against the background of comprehensive therapy 
taking into account the Asp299Gly polymorphism of 
TLR4 gene in patients with coronary heart disease. 

Materials and methods 
The study included 40 people aged 45-68 who suf-

fered from coronary heart disease. The research was 
conducted in the period from 2012 to 2015 on the basis 
of the 1st City Clinical Hospital of Poltava and the Re-
search Institute of Genetic and Immunological Founda-
tions of the Development of Pathology and Pharmacoge-
netics (Higher State Educational Establishment of 
Ukraine «Ukrainian Medical Stomatological Academy»). 
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Before the study, all participants signed the informed 
consent forms and the approval from the Bioethics 
Commission of Ukrainian Medical Stomatological Acad-
emy was obtained.  

Criteria for inclusion in the study were as follows: sta-
ble angina pectoris, type 2 diabetes mellitus (DM), with-
out injecting hypoglycemic agents. Exclusion criteria: 
presence of the history of myocardial infarction (MI), sur-
gical intervention, malignant arterial hypertension (AH), 
chronic heart failure (CHF) of III-IV functional classes 
(FC), systemic connective tissue diseases, oncological 
and oncohematological diseases, severe infectious dis-
eases, chronic inflammatory diseases, which require 
regular antibiotic therapy, presence in history of acute 
cerebrovascular accident, heart rhythm disturbances by 
type of auricular fibrillation. The ultimate primary points of 
the study are: deaths due to MI, revascularization coro-
nary procedures (coronary artery bypass grafting or per-
cutaneous coronary intervention) or hospitalization due to 
angina pectoris. 

The diagnosis of coronary heart disease was con-
firmed in patients with angina pectoris I-III FC according 
to the classification of the Canadian Association of Car-
diologists and Circulatory Disorders in accordance with 
the New York Cardiology Classification (NYHA) classifi-
cation. 

Before inclusion in the clinical study, all patients re-
ceived a common treatment and passed a screening test 
for the verification of diagnoses of coronary artery dis-
ease, type 2 diabetes and inflammatory diseases of den-
toalveolar apparatus. After screening, 40 patients were 
selected who received the standard drug therapy: isosor-
bide dinitrate 10-20 mg 2 times a day, acetylsalicylic acid 
75 mg 1 time nocte, bisoprolol 2.5 mg 1 time per day, ro-
suvastatin 20 mg 1 once a day, ramipril 5 mg once a day 
mane. Also, the patients received recommendations 
about the diet, lifestyle changes and individual oral hy-
giene. Patients received the common treatment for at 
least a month until stable parameters were achieved. 

In the randomized distribution of patients with coro-
nary heart disease, 2 study groups were formed. Patients 
in the first study group (n = 20) received, along with the 
combination therapy, the macrolide group medication – 
azithromycin (AZV, Tulip Lab Labiwi Limitid, India) at a 
dose of 500 mg / day for 3 days, then 500 mg / week for 
6 months Patients in the second study group (n = 20) re-
ceived, along with the comprehensive therapy, the thia-
zolidinedionic group medication – pioglitazone (Piogalar, 
Ranbaksi, India) – at a dose of 15 mg once daily, mane, 
for 6 months. After 6 months of treatment, patients in 
both groups continued to receive only medications of the 
standard complex of therapy for the next 6 months. The 
duration of observation in general was 12 months. Moni-
toring over the effectiveness of treatment was performed 
at 6 and 12 months. 

The examination included collecting anamnestic and 
objective data, evaluating anthropometric indices, meas-
uring blood pressure (BP), systolic and diastolic blood 
pressure (SBP and DBP), electrocardiogram (ECG) and 
bicycle ergometry (BEM). BEM was conducted on Velo-
ergottest 05 (Ukraine) cycling machine according to the 
method of stepped increasing load with further increase 
of power every 3 minutes with control of ECG and BP. 
Criteria for termination of BEM were: generally accepted 
clinical or ECG signs of myocardial ischemia. Heart rate 
(HR) parameters of patients were recorded. Consultation 
of the dentist included a check-up, instrumental examina-

tion, verification of diagnoses and taking dentogingival 
fluid from the periodontal pockets. 

The bloodstream condition was determined in all pa-
tients by ultrasound examination (US) of the neck vessels 
by the apparatus «ULTIMA PA», with L5 sensor – 12/40 
according to standard protocols in the B mode on the 
three levels of the vasculature and bilaterally at the end 
of the diastole: in proximal, medial and distal points at a 
distance of 1 cm from the bifurcation along the back wall 
of the right and left common carotid artery (RCCA and 
LCCA, respectively) as more distant from the sensor. The 
contour of carotid arteries, their internal lumina were re-
corded, and indicators of the presence of signs of ASP 
(size, localization) were registered. The intima-media 
thickness (IMT) of the carotid arteries was defined as the 
distance between the first and second echogenic lines of 
the locative area by the method of P. Pignoli and co-
authors. IMT less than 0.9 mm was considered as nor-
mal; IMT of the common carotid artery > 1.4 mm was re-
garded as ASP, and within 1.0-1.3 mm – as thickening of 
IMT (ESH, ESC, 2007). 

Determining the DNA of the representatives of paro-
dontopathogenic microflora of dentogingival fluid of 
periodontal pockets and the alleles of the Asp299Gly 
polymorphous site of TLR4 in patients with CHD was per-
formed as previously described [2]. 

The scope of laboratory studies included complete 
blood count biochemical blood tests. The determination 
of the inflammatory response was carried out using the 
main biomarkers – high-sensitivity C-reactive protein (hs-
CRP, «DRG», USA) and tissue inhibitor of metalloprote-
ase-1 human (TIMP-1, «eBioscience», Austria) by the 
immunoenzyme method. The condition of carbohydrate 
metabolism was determined by the glycemic profile of 
glucose: fasted and 1 hour after receiving 75 g glucose 
(oral glucose tolerance test, OGTT) by glucose oxidase 
method; the hyperglycemic coefficient was calculated. 
Lipid spectrum was determined by the indices of total 
cholesterol (CH), triglycerides (TG) and high density lipo-
proteins cholesterol (HDL) («Diakon-DS», Russia), the 
cholesterol content was calculated as a part of low den-
sity lipoproteins (LDL cholesterol), cholesterol content in 
very low density lipoproteins (VLDL), the atherogenicity 
factor (AF) was calculated. 

Statistical processing was performed using STATIS-
TICA 6.0 (StatSoft, USA), calculating the average (M) 
and standard error (m). The reliability was determined 
using the Student's t-test, Fischer’s tests and χ2. Differ-
ences between the groups were considered statistically 
significant at p <0.05. 

Results and discussion 
We conducted the comparative assessment of clinical 

efficacy and safety of inclusion of a medication from the 
macrolides group and a medication from the thiazolidin-
ediones group in the comprehensive therapy of patients 
with coronary heart disease, which can serve as an im-
portant criterion in making a reasonable decision as to 
the choice of treatment. The reason for using, for the 
purpose of correction, the selected medications from the 
antibiotics group – azithromycin, and from the insulin 
sensitizers group – pioglitazone, was us earlier changes 
in the spectrum of parodontopathogenic microflora in 
ASP as well as in the withdrawn content of the periodon-
tal pocket of the oral cavity, the presence of endothelial 
dysfunction (ED), systemic inflammation and disturbance 
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of carbohydrate metabolism in patients with coronary 
heart disease [3, 13]. 

Each study group, depending on Asp299Gly geno-
type of TLR-4 gene was divided into two subgroups: the 
Asp / Asp genotype and the combined genotype Asp/Gly 
+ Gly/Gly. 14 patients (70%) were included in the first 
study group with the Asp / Asp genotype, and 6 (30%) 
with the combined Asp / Gly + Gly / Gly genotype, 
whereas the second study group included 17 patients 
(85%) and 3 persons (15%), respectively. 

Determination of the effect of azithromycin and piogli-
tazone against the background of standard therapy on 
the incidence of atherosclerotic processes in RCCA, 
LCCA and the external carotid artery (ECA) in CHD is 
presented in Table 1. It was found that in patients who 
are carriers of Asp (Asp / Asp) allele under the influence 
of azithromycin after 12 months, there is a significant de-
crease in the IMT in RCCA and LCCA as compared with 
the initial values (p = 0.04; p = 0.01, respectively). 

 
Table 1 

Ultrasonography parameters of the neck vessels in patients with coronary heart disease in the first and second study groups 

Parameters Prior to 
treatment  

In 6 
months  

In 12 
months  р1 р2 р3 Prior to 

treatment  
In 6 

months  
In 12 

months  р4 р5 р6 

The first study group 
Genotype  Ala/Ala (n=14) Ala/Gly + Gly/Gly (n=6) 

Right common 
carotid artery: 

thickness of ASP, 
mm 

1.43±0.45 0.88±0.21 0.77±0.2 0.1 0.08 0.2 0.77±0.31 0.48±0.19 0.33±0.23 0.07 0.03 0.2 

IMT 1.08±0.06 1.04±0.04 1.01±0.04 0.3 0.04 0.1 1.05±0.06 1.0±0.06 0.95±0.03 0.07 0.04 0.2 
Diameter of 

stenosis: 
2 – 15 % 
16-49% 

 
 
3 
6 

 
 
3 
6 

 
 
3 
5 

 
 

1.0 
1.0 

 
 

1.0 
0.43 

 
 

1.0 
0.43 

 
 
0 
3 

 
 
2 
1 

 
 
1 
1 

 
 

0.45 
0.54 

 
 

1.0 
0.54 

 
 

1.0 
1.0 

Left common ca-
rotid artery: 

thickness of ASP, 
mm 

0.74±0.27 0.59±0.19 0.39±0.15 0.4 0.1 0.06 0.27±0.27 0.22±0.22 0.15±0.15 0.4 0.4 0.4 

ТКІМ 1.04±0.03 1.01±0.02 0.98±0.03 0.1 0.01 0.1 1.05±0.04 0.98±0.03 0.95±0.02 0.02 0.07 0.4 
Diameter of 

stenosis: 
2 – 15 % 
16-49% 

 
2 
4 

 
1 
6 

 
3 
2 

 
1.0 
0.2 

 
1.0 
0.65 

 
0.6 
0.21 

 
1 
1 

 
0 
1 

 
0 
1 

 
1.0 
1.0 

 
1.0 
1.0 

 
- 

1.0 

External carotid 
artery 

thickness of ASP, 
mm 

 
 

0.21±0.21 

 
 

0.07±0.07 

 
 

0.07±0.07

 
 

0.3 

 
 

0.3 

 
 
- 

 
 

0.18±0.13 

 
 

0.05±0.05 

 
 
0 

 
 

0.2 

 
 

0.2 

 
 

0.4 

The second study group 
Genotype  Ala/Ala (n=17) Ala/Gly + Gly/Gly (n=3) 

Right common 
carotid artery: 

thickness of ASP, 
mm 

0.92±0.53 0.3±0.14 0.94±0.76 0.2 0.99 0.4 1.07±0.67 0.73±0.5 0.87±0.49 0.2 0.4 0.4 

IMT 1.06±0.04 1.03±0.03 1.0±0.02 0.6 0.2 0.2 1.23±0.09± 1.16±0.03
± 1.1±0.06± 0.4 0.2 0.4 

Diameter of 
stenosis: 
2 – 15 % 
16-49% 

 
 
1 
5 

 
 
0 
4 

 
 
2 
2 

 
 

1.0 
1.0 

 
 

1.0 
0.4 

 
 

0.5 
0.65 

 
 
1 
1 

 
 
1 
1 

 
 
1 
1 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

Left common ca-
rotid artery: 

thickness of ASP, 
mm 

0.72±0.2 0.56±0.19 0.3±0.14 0.3 0.03 0.02 0.4±0.4 0.4±0.4 0.37±0.37 -- 0.2 0.4 

ТКІМ 1.07±0.04 1.04±0.03 1.0±0.02 0.4 0.054 0.02 1.23±0.09 1.16±0.03 1.1±0.06 0.4 0.2 0.4 
Diameter of 

stenosis: 
2 – 15 % 
16-49% 

 
 
0 
8 

 
 
5 
3 

 
 
2 
2 

 
 

0.04 
0.14 

 
 

0.5 
0.057 

 
 

0.4 
1.0 

 
 
- 
- 

 
 
- 
- 

 
 
- 
- 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

External carotid 
artery thickness of 

ASP, mm 
0.24±0.11 0.17±0.09 0.09±0.06 0.3 0.07 0.1 0.5±0.5 0.5±0.5 0.33±0.33 -- 0.4 0.4 

Note (here and in Tables 2-3): Р1 – the comparison in the first study group prior to the beginning and after 6 months of treatment with 
azithromycin; 
Р2– the comparison in the first study group before and after 12 months of treatment with azithromycin; 
Р3– the comparison in the first study group after 6 months and after 12 months of treatment with azithromycin; 
Р4– the comparisons in the second study group before and after 6 months of treatment with pioglitazone; 
Р5– the comparison in the second study group before and after 12 months of treatment with pioglitazone ; 
Р6 – the comparison in the second study group after 6 months and after 12 months of treatment with pioglitazone 
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Patients who are carriers of Gly (Asp / Gly + Gly / Gly) 
allele under the influence of azithromycin after 6 months 
showed a significant decrease in IMT in LCCA as compared 
with initial indicators (p = 0.02); after 12 months, there is a 
reliable decrease in ASP and IMT in RCCA as compared 
initial indicators (p = 0.03; p = 0.04, respectively). 

The patients who are carriers of Asp (Asp / Asp) al-
lele, under the influence of pioglitazone after 12 months 
there is a reliable decrease in the size of ASP and the 
diameter of the stenosis in LCCA as compared with the 
initial values (p = 0.03; p = 0.04), as well in 12 months, a 
reliable decrease in the size of the ASP, the diameter of 
the stenosis and IMT in the LCCA is observed in com-
parison with the indicators after 6 months (p = 0.02; 
p=0.057; p = 0.02, respectively). 

Patients who are carriers of Gly allele (Asp/Gly + 
Gly/Gly) under the influence of pioglitazone did not dis-
play any significant changes of the parameters in the 
treatment dynamics after 6 and 12 months. 

Thus, intake of azithromycin and pioglitazone against the 
background of standard therapy during 12 months caused 

more effective inhibition of atherosclerotic processes in the 
carotid vessels of the neck in carriers of Asp (Asp / Asp), 
Asp / Gly (Asp / Gly + Gly / Gly) allele, by reducing the size 
of the ASP, stenosis diameter and IMT. However, azithro-
mycin most strongly influenced the reduction of ASP thick-
ness, while pioglitazone reduced the diameter of stenosis in 
carotid arteries in Asp (Asp / Asp) allele carriers, which may 
indicate a more pronounced effect of the first medication in 
the early stages of atherosclerosis, whereas the second 
drug – at somewhat later stages. 

In determining the spectrum of parodontopathogenic mi-
croflora in the withdrawn content of periodontal pockets, af-
ter azithromycin administration in patients (Table 2), carriers 
of Asp (Asp / Asp) allele and Gly (Asp / Gly + Gly / Gly) al-
lele in 6 months, a tendency to decrease in the frequency of 
detection of almost all representatives, with the exception of 
Treponema denticola, was observed. However, in the first 
study group after 12 month, only two patients who are 
carriers of Gly allele (Asp / Gly + Gly / Gly) displayed a 
twofold increase in the percentage contents of Porphy-
romonas gingivalis from 33.3% to 66.7% (p = 0.3). 

Table 2 
The frequency dynamics of indicators of parodontopathogenic microflora in the contents extracted from periodontal pockets of patients 

with ischemic heart disease in the first and second study groups 

Parameters Prior to 
treatment  

In 6 
months  

In 12 
months  р1 р2 р3 Prior to 

treatment  
In 6 

months  
In 12 

months  р4 р5 р6 

The first study group 
Genotype Ala/Ala (n=14) Ala/Gly + Gly/Gly (n=6) 

Porphyromonas 
gingivalis 5 / 35.7% 3 / 21.4% 4 / 28.6% 0.34 0.5 0.5 5 / 83.3 % 2 /33.3% 4 / 66.7% 0.12 0.5 0.3 

Actinobacillus ac-
tinomycetemcomi-

tans 
2 / 14.3 % 0 0 0.2 0.2 - 1 / 16.7 % 0 0 0.5 0.5 - 

Prevotella 
intermedia 1 / 7.14 % 0 0 0.5 0.5 - - - -    

Bacteroides for-
sythus 1 / 7.14 % 0 0 0.5 0.5 - - - -    

Treponema  
denticola - - - - - - - - -    

The second study group 
Genotype Ala/Ala (n=17) Ala/Gly + Gly/Gly (n=3) 

Porphyromonas 
gingivalis 5 / 29.4% 5 / 29.4% 3 / 17.6% 0.65 0.34 0.34 1 / 33.3% 1 / 33.3% 3 / 100.0% 0.8 0.2 0.2 

Actinobacillus ac-
tinomycetemcomi-

tans 
- - -    - - -    

Prevotella  
intermedia - - -    - - -    

Bacteroides 
 forsythus - - -    - - -    

Treponema 
denticola - - -    - - -    

 
After 6 weeks of taking pioglitazone, of Asp  

(Asp / Asp) alleles and Gly (Asp / Gly + Gly / Gly) alleles 
did not display changes in the presence frequency of 
periodontal pathogenic microflora in the contents of 
periodontal pockets. However, in the second study group 
in 12 months, only in carriers of Gly allele (Asp / Gly + 
Gly / Gly), 3% increase in the percentage contents of 
Porphyromonas gingivalis was observed from 33.3% to 
100.0% (p = 0.2). 

Consequently, only azithromycin, against the back-
ground of standard therapy for 6 months, exhibits an an-
tibacterial effect predominantly in patients with coronary 
heart disease, Asp (Asp / Asp) allele carriers, unlike  
Gly (Asp / Gly + Gly / Gly) allele carriers, due to partial or 

complete eradication of parodontopathogenic microflora 
in the oral cavity. 

The analysis of inflammation markers, carbohydrate 
and lipid metabolism (Table 3) showed that after 6 
months, in patients with Asp allele (Asp / Asp) under the 
influence of azithromycin, there was a reliable decrease 
in cholesterol and HDL as compared to initial indicators 
(p = 0.04; p = 0.04, respectively), after 12 months there is 
a reliable decrease in the level of ESR, glucose and LDL 
in comparison with initial indicators (p = 0.04; p = 0.02; 
p=0.04, respectively ), as well as in 12 months there is a 
reliable decrease in the level of ESR and CA, increase in 
the level of HDL as compared with the indicators in 6 
months (p = 0.04; p = 0.0003; p = 0.003, respectively). 
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Table 3 
Parameters of laboratory examination depending on the polymorphism of TLR4 gene in the treatment of patients with coronary heart 

disease in the first and second study groups 

Parameters Prior to  
treatment  In 6 months  In 12 

months  р1 р2 р3 
Prior to  

treatment In 6 months In 12 months р4 р5 р6 

The first study group 
Genotype Ala/Ala (n=14) Ala/Gly + Gly/Gly (n=6) 

ESR, mm / h 16.14±4.34 9.07±1.02 7.57±0.86 0.08 0.04 0.04 14.0±5.01 9.33±1.2 6.83±0.8 0.28 0.18 0.053 
hs-C-reactive protein, 

mg / l 5.33±1.69 3.26±0.85 6.57±1.53 0.27 0.58 0.09 5.22±2.58 3.65±0.85 4.27±1.6 0.58 0.77 0.5 

TІMР-1, pg / ml 1713.8±115.3 1926.5±116.7  0.26   1559.9±190.4 2060±234.1  0.006   
Blood glucose, mmol 

/ l 6.42±0.6 5.65±0.3 5.4±0.34 0.17 0.02 0.35 6.59±1.04 5.42±0.23 5.25±0.19 0.33 0.25 0.58 

Oral glucose toler-
ance test, mmol / l 9.91±1.33 8.73±0.47  0.27   9.32±0.64 8.59±0.37  0.21   

Hyperglycemic coef-
ficient 4.89±0.29 4.14±0.18 4.4±0.18 0.04 0.13 0.31 4.57±0.38 4.25±0.19 4.1±0.15 0.46 0.36 0.5 

Cholesterol, mmol / l 0.82±0.14 0.79±0.12 0.89±0.09 0.62 0.49 0.27 0.63±0.06 0.65±0.07 0.77±0.09 0.8 0.06 0.3 
Triglycerides, mmol / l 1.05±0.07 0.88±0.09 1.11±0.07 0.04 0.26 0.0003 0.8±0.07 0.99±0.12 1.09±0.2 0.16 0.11 0.46 

HDL, mmol / l 3.52±0.28 2.9±0.2 2.9±0.16 0.07 0.04 0.9 3.49±0.39 2.96±0.18 2.66±0.16 0.13 0.08 0.21 
LDL, mmol / l 0.35±0.06 0.36±0.05 0.41±0.05 0.92 0.27 0.27 0.27±0.03 0.29±0.03 0.35±0.04 0.55 0.02 0.3 

VLDL, mmol / l 4.09±0.67 4.23±0.47 3.17±0.32 0.78 0.06 0.003 5.02±0.92 3.49±0.36 3.3±0.67 0.08 0.04 0.8 
The second study group 

Leucocytes, x 109/l 6.46±0.3 6.56±0.3 6.6±0.2 0.7 0.6 0.9 6.27±0.77 7.45±0.35 5.08±0.22 0.35 0.35 0.03 
ESR, mm / h 16.65±2.9 11.06±0.8 9.65±0.9 0.03 0.01 0.04 8.67±4.25 8.67±1.33 6.67±1.67 1 0.5 0.32 

hs-C-reactive protein, 
mg / l 3.41±0.61 3.99±0.74 7.74±1.63 0.55 0.01 0.04 11.77±4.9 4.6±2.07 6.9±5.4 0.22 0.4 0.7 

TІMР-1, pg / ml 1447±118.9 1549.2±97.4  0.5   1217±229.03 1920±203.3  0.007   
Blood glucose, mmol 

/ l 6.02±0.15 6.06±0.26 5.49±0.25 0.91 0.09 0.07 5.9±0.03 5.5±0.5 5.03±0.25 0.49 0.09 0.6 

Oral glucose toler-
ance test, mmol / l 12.45±0.69 9.52±0.53  0.0001   10.9±1.44 7.99±0.4  0.25   

Hyperglycemic coef-
ficient 2.07±0.11 1.59±0.08  0.002   1.84±0.25 1.47±0.11  0.21   

Cholesterol, mmol / l 5.21±0.19 4.48±0.17 4.6±0.2 0.006 0.06 0.6 5.63±0.47 4.97±0.52 4.5±0.4 0.57 0.006 0.7 
Triglycerides, mmol / l 0.72±0.09 0.72±0.05 0.92±0.09 1.0 0.12 0.02 0.53±0.09 0.7±0.06 0.87±0.09 0.04 0.06 0.13 

HDL, mmol / l 0.86±0.06 1.06±0.04 1.12±0.07 0.01 0.002 0.4 0.72±0.06 0.85±0.1 1.03±0.1 0.52 0.18 0.16 
LDL, mmol / l 4.03±0.2 3.1±0.16 3.06±0.17 0.001 0.004 0.87 4.69±0.4 3.8±0.4 3.07±0.5 0.4 0.009 0.5 

VLDL, mmol / l 0.32±0.04 0.33±0.02 0.42±0.04 0.79 0.08 0.02 0.23±0.04 0.32±0.03 0.39±0.04 0.03 0.06 0.13 
Atherogenicity coeffi-

cient 5.42±0.5 3.39±0.2 3.29±0.2 0.001 0.0006 0.77 6.83±0.32 4.94±0.48 3.5±0.74 0.14 0.051 0.26 
 

In carriers of Gly (Asp / Gly + Gly / Gly) allele, under the 
influence of azithromycin after 6 months, a significant in-
crease in TIMP-1 (p = 0.006) was observed; after 12 
months, a significant decrease in CA (p = 0.04), increase in 
VLDL (p = 0.02) as compared to initial indicators, were ob-
served. 

The analysis of effect of pioglitazone in patients with 
coronary heart disease showed that in carriers of Asp 
(Asp / Asp) allele under the influence of pioglitazone after 
6 months there was a significant decrease in ESR levels 
(p = 0.03), OGTT (p = 0.0001), hypertension (p = 0.002), 
cholesterol (p = 0.006), LDL (p = 0.001) and CA  
(p = 0.001), increase in HDL (p = 0.01) as compared to 
initial indicators, after 12 months (P = 0.03), LDL  
(p = 0.004) and CA (p = 0.0006), an increase in the level 
of hs-CRP (p = 0.01) and HDL (p = 0.002) as compared 
with initial indicators, as well as in 12-month a reliable 
decrease in the level of ESR (p = 0.004), an increase in 
the level of hs-CRP (p = 0.04), triglycerides (p = 0.02) 
and VLDL (p=0.02) as compared to 6 months. 

In carriers of Gly (Asp / Gly + Gly / Gly) allele, under the 
influence of pioglitazone, in 6 months a significant increase 
in TIMP-1 (p = 0.007), triglycerides (p = 0.04), and VLDL (p 
= 0.03) was observed as compared to initial indicators; after 
12 months there was a significant decrease in cholesterol 
levels (p = 0.006) and LDL (p=0.009) as compared to initial 
indicators; after 12 months, a significant reduction in leuko-

cyte levels (p = 0.03) as compared with indicators in 6 
months was detected. 

Thus, in patients with coronary heart disease, Asp 
(Asp / Asp) allele carriers, azithromycin had a more pro-
nounced effect on inflammation and lipid metabolism 
rates, whereas pioglitazone influenced on indicators of 
inflammation and carbohydrate metabolism. 

The obtained data suggest that as a result of treat-
ment, both azithromycin and pioglitazone, used against 
the background of standard therapy, have common and 
separate mechanisms of influence on the course of coro-
nary heart disease. The use of antibiotics, azithromycin, 
against the background of standard therapy for 6 months 
in carriers of Asp (Asp / Asp) allele led to a more effective 
inhibition of atherosclerosis by reducing the size of ASP, 
antibacterial effect, a more pronounced anti-inflammatory 
and satisfactory hypolipidemic effect than in Gly allele 
(Asp / Gly + Gly / Gly) carriers. 

Treatment with thiazolidinedion and pioglitazone, 
against the background of standard therapy for 6 months 
in carriers of Asp (Asp / Asp) allele caused a more pro-
nounced reduction of atherosclerosis by reducing the 
stenosis diameter, moderate anti-inflammatory and ex-
pressed hypoglycemic effect, as well as the hypolipi-
demic effect by preventing formation of atherogenic 
dyslipidemia than in carriers of Gly allele (Asp / Gly +  
Gly / Gly). 



Том 21, N 3-4 2017 р.    

 42 

Analyzing the literary data, one can conclude that 
among modern therapeutic agents in CHD, macrolides, in 
particular azithromycin, have an effective anti-inflammatory 
effect, and thiazolidinediones, in particular, pioglitazone, ex-
hibit alternative effects. This effect of both medications is 
implemented at the level of molecular mechanisms by sup-
pressing the expression of the proinflammatory nuclear fac-
tor NF-kB [14, 16], which may form different clinical efficacy 
in the treatment with these drugs in patients with Asp299Gly 
polymorphism of TLR4 gene. 

The positive effect of azithromycin obtained over half 
a year against the background of standard therapy in pa-
tients with CHD, carriers of Asp (Asp / Asp) allele is 
probably due to the direct action on parodonotopatho-
genic microorganisms in the inflammation site, namely, in 
the oral cavity and in the ASP [1]. Azithromycin stimu-
lates phagocytosis, inhibits the production of active forms 
of oxygen, infiltration of leukocytes in the tissue [11], and 
also activates the activity of TIMP-1, which can prevent 
the initiation of instability and rupture of ASP [4]. 

Our study found positive effects of pioglitazone over a 
six-month period against the background of standard 
therapy in patients with CHD, carriers of Asp (Asp / Asp) 
allele, which was expressed in suppressing the athero-
sclerotic and inflammatory processes, insulin resistance 
and dyslipidemia in CHD patients. The mechanism of this 
effect is associated with blocking of proinflammatory NF-
kB-dependent mechanisms, which leads to a decrease in 
the level of CRP, adiponectin, MMP-9, monocyte-
chemotactic protein (MCP-1) and soluble marker CD40L, 
which can contribute to the prevention of atherosclerosis 
and macrovascular complications in CHD [6]. It is known 
that the total impact of factors influenced by pioglitazone 
has a cardioprotective effect by improving the diastolic 
function of the left ventricle in patients with hypertension, 
glucose utilization by cardiomyocytes, increased blood 
flow, prevention of CA inflammation and coronary vaso-
spasm, as well as minimizing ischemic-reperfusion myo-
cardial damage [9, 10]. 

Our data showed that patients with CHD, carriers of 
Asp (Asp / Asp) allele, are more responsive to the con-
ducted treatment, while the presence of Gly (Asp / Gly + 
Gly / Gly) mutant allele of TLR-4 gene was associated 
with a risk of reducing the effectiveness of therapy with 
the studied medications against the background of stan-
dard course of treatment, indicating at the pharmacoge-
netic peculiarities of responsiveness to the action of the 
studied medications which should be taken into account 
in clinical practice. 

Conclusions 
1. Intake of azithromycin against the background of 

standard therapy for 6 months in carriers of Asp allele 
(Asp / Asp), in contrast to carriers of Gly allele (Asp / Gly 
+ Gly / Gly) caused more effective inhibition of athero-
sclerotic processes by reducing the size of ASP, stenosis 
diameter and IMT, antibacterial effect is mainly due to 
partial or complete eradication of parodontopathogenic 
microflora in the oral cavity, more pronounced anti-
inflammatory and satisfactory hypolipidemic effects. 

2. Intake of pioglitazone against the background of 
standard therapy for 6 months in carriers of Asp allele 
(Asp / Asp), in contrast to carriers of Gly allele carriers 
(Asp / Gly + Gly / Gly) caused a more pronounced reduc-
tion in atherosclerosis by reducing the diameter stenosis, 
moderate anti-inflammatory and expressed hypoglycemic 
and hypolipidemic effects by preventing the formation of 
atherogenic dyslipidemia. 

Prospects for further research. In our study, it has 
been shown for the first time that the efficacy of azithro-
mycin and pioglitazone in the course of standard therapy 

depends on the presence of Asp299Gly polymorphism of 
TLR4 gene, which may have broad prospects for use in 
modern cardiology and therapy. 
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MANIFESTATIONS OF ENDOGENIC INTOXICATION IN THE LIVER  
IN EXPERIMENT* 
Kolisnyk I.L., RezunenkoYu.K.*, Boiagina O.D.* 
Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education (Ukraine) 
*Kharkiv National Medical University (Ukraine) 

The study was performed at the Department of Clinical Pathophysiology, Topographical Anatomy and Operative Surgery at Kharkiv 
Medical Academy of Postgraduate Education in the framework of the research project “Radiotoxins pathochemical mechanisms on the 
body and methods of early diagnostics and correction”, state registration number 0117U000589. 

We studied the effect of small doses of sub-toxic sodium fluoride on the activity of microsomal hepatocytes in 40 Wistar 
rats populations in the subacute experiment. Analysis of results suggests the disruption of reductase activity of hepato-
cyte microsomes in experimental animals subjected to seeding with aqueous solutions of sodium fluoride at doses of 
1/10 and 1/100 LD50, and as a result, the functioning of the electron-transport systems. Detected changes, especially on 
the 60th and in some cases also on the 50th day of oral administration of sodium fluoride, were associated with the re-
structuring of lipid environment of microsomal reductases as a result of formation of a significant amount of reactive 
oxygen species (ROS).The observed decrease in the overall pool of cytochrome P-450 on the 50th and especially on the 
60th day of administration of sodium fluoride can be observed as an indicator of its inactivation process. The effect of 
inhibition of cytochrome P-450 in conditions of prolonged exposure to sodium fluoride is a rather significant fact in terms 
of structural integration membranes. The level of cytochrome b5 was characterized by an opposite change – an increase 
by 50% on the 50th day and a decrease by 47% on the 60th day of FS action. Increased activity of NAD (P) H-
cytochrome-c-reductase in rats with administered sodium fluoride for one month can be considered on the one hand as 
a protective compensatory response, and on the other – as the cause of a more rapid flow of electrons from the reduced 
form of NAD (P) H in cytochrome P-450 and b5 and significant formation of ROS. 
Keywords: active liver microsomes of hepatocytes, NAD (P) H-cytochrome-c-reductase, cytochrome P-450 and b5, so-
dium fluoride. 

На 40 щурах популяції Вістар досліджено в підгострому досліді дію малих субтоксичних доз фториду натрію на ак-
тивність мікросом гепатоцитів. Аналіз одержаних результатів дозволяє стверджувати про порушення редуктазної 
активності мікросом гепатоцитів експериментальних тварин, підвернених затравці водними розчинами фториду 
натрію у дозах 1/10 і 1/100 LD50, і, як наслідок, функціонування електрон-транспортних систем. Виявлені зміни, 
особливо на 60-ту та у деяких випадках й на 50-ту добу перорального введення фториду натрію, пов’язані з пе-
ребудовою ліпідного оточення мікросомальних редуктаз внаслідок можливого, утворення значної кількості актив-
них форм кисню (АФК).  Виявлене зниження загального пулу цитохрому Р-450 на 50-ту та особливо на 60-ту добу 
введення фториду натрію можна розглядати як показник процесу його інактивації. Виявлений ефект інгібування 
цитохрому Р-450 за умов тривалої дії фториду натрію є досить суттєвим фактом з точки зору структурної інтеграції 
мембран. Для рівня цитохрому b5 була характерна різноспрямована динаміка змін – підвищення на 50 % на 50-ту 
добу і зниження на 47 % на 60-ту добу дії ФН. Підвищення активності НАД(Ф) Н-цитохром с редуктази у щурів при 
введенні фториду натрію протягом місяця можна розглядати з одного боку як захисно-компенсаторну реакцію, а з 
іншого – як причини більш швидкого потоку електронів від відновлених форм НАД(Ф)Н на цитохроми Р-450 і b5 та 
суттєвого утворення АФК.  
Ключові слова: активність мікросом гепатоцитів печінки, активності НАД(Ф) Н-цитохром с редуктази, рівень 
цитохромів Р-450 і b5, щури популяції Вістар, фторид натрію.  
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Introduction 
Fluoride is an essential trace mineral for living organ-

isms, but obviously in limited quantities. The main bio-

logical role of fluoride and its compounds are bone for-
mation, formation of dentin, enamel, preventing the de-
velopment of senile osteoporosis. Fluoride is involved in 



Том 21, N 3-4 2017 р.    

 44 

many biochemical processes as enzyme activator and 
inhibitor. In addition, high concentrations of fluoride 
stimulate lipid peroxidation and inhibit antioxidant de-
fense system. It belongs to the elements of the first class 
of danger – especially hazardous chemicals. Prolonged 
excessive intake of fluoride compounds can cause the 
pathological condition of fluorosis. Despite the significant 
content of fluoride in different tissues of the human body, 
its physiological role so far has not been clarified. Exces-
sive fluoride in drinking water and food causes the de-
struction of tooth enamel, inhibits carbohydrate, phospho-
rous-calcium metabolism, the activity of certain enzymes. 
As an inhibitor of many enzymes, fluoride can inhibit the 
synthesis of intracellular processes that weaken the 
body's immune protection and physiological processes 
can accelerate aging. 

The purpose of this study is the examination of enzy-
matic activity of microsomes of hepatocytes during 
chronic fluoride intoxication. 

Materials and methods 
Studies were conducted on mature rats of Wistar line 

weighing 180-220 g, which were kept in hospital 
vivarium. Rats were subjected to oral subjected seeding 
(n=30) using a probe aqueous solutions of sodium fluo-
ride (FS) once daily for 60 days at doses of 1/10, 1/100 
and 1/1000 LD50, which was under 20 mg/kg, 2 mg/kg 
and 0.2 mg/kg body weight (FS average lethal dose for 
rats received orally, is 200 mg / kg). The animals in the 
control group were injected with appropriate amounts of 
drinking water (n=10). Research registered indices on the 
10th, 20th, 30th, 50th and 60 days after the beginning of 
the experiment. Each group included 10 animals (N=40). 
Rats were euthanized by decapitation with guillotine 
knife, pre-anesthetic with thiopental sodium 50 mg/kg. 
Subcellular fractions of rat liver were isolated by differen-
tial centrifugation. To separate the microsomal fraction, 
18.000 g of supernatant were centrifuged for an hour, 
thus resulting precipitate was washed and suspended 
among the selection (protein in the microsomal suspen-
sion was 15-20 mg/ml). 

The activity of NAD (P) H-cytochrome-c-reductase in 
the microsomal suspensions of rat liver was assessed in 
the presence of electron acceptor cytochrome-c, deter-
mining the change in absorption of electron acceptor in 
the transition from the oxidized form on the spectropho-
tometer «Specord UV VIS» at 30S and wavelength 550 
nm [1]. The enzyme activity was calculated using the mo-
lar extinction coefficient of cytochrome-c, equal to 
18.5103 cm-1M-1. The content of cytochrome P-450 in 
rat liver microsomal suspension was determined by spec-
trophotometer absorption values of the reduced form of 
the complex with carbon monoxide at 450 nm [1]. 

Results and discussion 
The constancy of internal environment under physio-

logical conditions is supported primarily by detoxification 
and excretion – the liver and kidneys, and vital functions 
are implemented through specific biochemical relation-
ships under the control of central nervous system. In 
case of exposure to foreign chemicals, when homeostatic 
organs fail to ensure their detoxification and elimination, 
normal cytotoxic effects and apathy of the body develop. 
The main organ that is exposed to foreign chemicals is 
the liver [2, 3]. The study of pathochemical mechanisms 
of sodium fluoride (FS) is considered appropriate to begin 
assessing the structural and metabolic status of the body. 

Enzymatic rat liver microsomes condition was initially 
evaluated in terms of the activity of NAD (P) H-
cytochrome-c-reductase in the dynamics of observation 
(the 10th, 20th, 30th, 50th, and 60th days) with adminis-
tered FS to rats at doses of 1/10, 1/100 and 1/1000 LD50. 

The results showed that on the 10th and 20th day of 
oral dose of FS at 1/10 LD50 there was statistically signifi-
cant (r≤0.002) gradual increase in activity of NADPH-
cytochrome-c-reductase, when compared to the controls, 
by 24 and 36% respectively. On the 30th day of observa-
tion, we detected a tendency to decrease in enzyme ac-
tivity as compared with the previous values, but relatively 
to the control activity it remained significantly (p<0.001) 
increased by 29%. Since this time, the experiment re-
vealed a statistically significant (p<0.001) reduction when 
compared with the control group of animals in the activity 
of NADPH-cytochrome-c-reductase by 20 and 30% re-
spectively on the 50th and 60th day of FS action at a 
dose of 1/10 LD50. 

FS oral administration at a dose 1/100 LD50 caused 
significant (r≤0.004), as when compared to control, in-
creases in microsomal fraction of rat hepatocytes activity 
of NADPH-cytochrome-c-reductase by 6, 26 and 32%, 
respectively on the 10th, 20th and 30th day of the ex-
periment. On the 50th day, there was a tendency to a 
significant reduction in enzyme activity (average 40%) as 
relative to the value on the 30th day, but as compared 
with controls there was a slight but statistically significant 
(p<0.001) increase rate by 19%. On the 60th day of ac-
tion FS at 1/100 LD50 dose, it was accompanied a de-
creased activity of NADPH-cytochrome-c-reductase by 
20% in comparison with the control group of animals. 

The impact of UNFPA in 1/1000 LD50 dose did not 
cause statistically significant changes when compared 
with the control effect against NADPH-cytochrome-c-
reductase on the 10th and 20th day of observation, but 
on the 30th, 50th and 60th day, there was a slight, but 
significant (p≤0.005) increase in enzyme activity by an 
average of 4-6%. Microsomes in rats hepatocytes with 
FS oral administration at a dose of 1/10 LD50 also led to 
an increase (p<0.001) as compared with the control 
group of animals in the activity of NADH-cytochrome-c-
reductase by 10, 23, 31 and 20% respectively at the 
10th, 20th, 30th and 50th day of the experiment. On the 
60th day, it contributed to a statistically significant 
(p<0.001) decrease in enzyme activity by an average of 
39%. 

 Action in FS 1/100 LD50 dose was accompanied by a 
gradual increase (r≤0.038) in the activity of microsomal 
NADH-cytochrome-c-reductase by 5, 11, 22 and 30%, 
respectively, in the 10th, 20th, 30th and 50th day of ob-
servation. On the 60th day, the indicator decreased rela-
tively to the previous term experiment by an average of 
38%, but in relation to the value of control – it remained 
increased (p<0.001) by 18%. UNFPA in action 1/1000 
LD50 practically did not cause changes in the rat micro-
somal activity of NADH-cytochrome-c-reductase when 
compared with the control group of animals; only on the 
30th and 50th day there was a slight (by 4.5%), but sta-
tistically significant (p=0.013 and p=0.045) increase in 
enzyme activity. 

Overall analysis of the results suggests the disruption 
of reductase activity microsomes of hepatocytes in ex-
perimental animals at FS toxification doses 1/10 and 
1/100 LD50, and as a result, the functioning of the elec-
tron-transport systems. The detected changes, especially 
on the 60th and in some cases also on the 50th day of 
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FS oral administration are probably associated with the 
restructuring of the lipid environment of microsomal re-
ductases, and as a result, according to the literature [4] 
initiating the formation of a significant amount of reactive 
oxygen species (ROS). Increased activity of NAD (P) H-
cytochrome-c-reductase in rats with administered FS for 
a month can be considered on one hand as a protective 
compensatory response, and the other – as the cause of 
a more rapid flow of electrons from the reduced form of 
NAD (P) H in cytochrome P-450 and b5 and significant 
formation of ROS. 

In connection with dynamic changes in the general 
pool of cytochrome P-450 and b5 in the microsomal frac-
tion of hepatocytes, experimental animals were injected 
with doses of FS 1/10 and 1/100 LD50 (dose 1/1000 LD50 
preliminary results are practically ineffective, allowing it 
not to consider) within 60 days. On 10th, 20th and 30th 
day of FS toxification of rats at a dose of 1/10 LD50, sta-
tistically significant (p<0.001) changes were observed 
relative to controls, increase in the overall pool of cyto-
chrome P-450 respectively by 44, 74 and 23. 

A similar but more pronounced dynamic change 
characteristic of the general pool of cytochrome b5 under 
the action of UNFPA in the doses of 60, 113 and 78% on 
the 50th and 60th day of observation was the level of cy-
tochrome P-450 microsomes in rat hepatocytes when 
compared with the decreased control (p<0.001), respec-
tively by 48 and 52%. 

The level of cytochrome b5 in this observation period 
was characterized by an opposite change – an increase 
by 50% on the 50th day and a decrease by 47% on the 
60th day of FS action. 

Oral administration to rats in doses of FS 1/100 LD50 
contributed to a statistically significant (r≤0.001) increase 
in the content of cytochrome P-450 on the 50th day of the 
experiment (most pronounced on the 20th day – 40%) 
and cytochrome b5 and (the most pronounced on the 
30th day – 112%). On the 60th day of observation in the 
level of cytochrome microsomal fraction of rat hepato-
cytes under conditions in steps UNFPA 1/100 LD50 dose 
was significantly reduced by an average of 35-39% 
(p<0.001) when compared with controls. 

The observed (mostly within 30 days) increase in the 
overall pool of cytochrome hepatocyte microsomes in ex-
perimental animals with administered FS can be seen as 
an adaptive response. However, it should be kept in mind 
that the oxidation of xenobiotics and endogenous sub-
strates in hepatocytes monooxygenase system is an es-
sential source for the formation of free radicals – lipid 
peroxidation initiators whose products increases with the 
activation system [5]. In turn, the deployment of lipid per-
oxidation process inevitably leads to the destruction of 
membrane endoplasmic reticulum [6], which may be ac-
companied by inactivation of cytochrome P-450 because 
of its conversion to an inactive form – cytochrome P-420 
[7-12]. With this in mind, a reduction in the overall pool of 
cytochrome P-450 on the 50th and especially on the 60th 
day administration FN can be seen as an indicator of its 
inactivation process.  

The effect of inhibition of cytochrome P-450 in condi-
tions of prolonged exposure FS is a rather significant fact 
in terms of structural integration membranes. It should be 
noted that the activity of microsomal enzymes, including 
cytochrome P-450, essentially depends on the mem-

brane conformation and physicochemical properties of 
the lipid bilayer. Identified changes in their activity for 
UNFPA action may affect the detoxification capabilities of 
hepatocytes, the key role of which belongs to the cyto-
chrome P-450. 

Reduction of cytochrome b5 as well, according to the 
literature [8-12], is often associated with the initiation of 
lipid peroxidation in microsomal membranes of hepato-
cytes as a result of cytotoxic xenobiotics.  

Analysis of the results can also assume the occur-
rence of disruption in different layers microsomal mem-
branes due to inhibition of FN (especially on the 60th day 
of the experiment) cytochrome P-450, localized mainly in 
the hydrophobic zone, and cytochrome b5, localized in 
the outer hydrophilic zone [9-12]. 

Conclusion. In general, long-term oral administration 
of FN, especially at a dose of 1/10LD50, leads to disrup-
tion in detoxification function of microsomal membranes 
in rats' hepatocytes due to the gradual suppression of 
enzymes activity and reduction in biotransformation of 
xenobiotics as well as endogenous substrates. 
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CRITICAL ASPECTS OF MALE RAT FERTILITY IN THE ASSESSMENT  
OF EXPOSURE TO LAPROL-604* 
Popova T.M. 
Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Kharkiv, Ukraine 

The present experiment studied the sexual behavior, biochemical profile of the testes, follicle stimulating hormone, lu-
teinizing hormone and testosterone levels of male rats have been administered by Laprol-604 for 60 days. The surfac-
tants are one of the potentially harmful chemicals released in the environment. The potentially toxic effects of surfac-
tants are presently being studied with increasing intensity. Laprol-604 is a non-ionic surfactant which is widely used an 
ingredient of manufacturing epoxide rubber, enamels, varnishes, plastic, fiber, glues, emulsifiers, etс. Laprol-604 has 
been shown to produce some adverse health effects. A study was conducted to asses the effects of Laprol-604 on the 
reproductive system and sexual behavior of thirty sexually naive male Wistar rats. The Laprol-604 was administered to 
rats orally at dose levels of 1/10, 1/100 and 1/1000 LD50 – 12.5g/kg, respectively is the 1-st; 2-nd and 3-rd group for 60 
days (one cycle of spermatogenesis).  Sexual behavior was evaluated in a procedure consisting of an open field, it in the 
context of one interaction to one estrus female rat. Prolonged oral administration of Laprol-604 led to disturbance sn 
sexual behavior of male rats. Both the mount latency and intromission latency of male rat’s 1-st, 2-nd and 3-rd groups 
was significantly lengthened compared to controls. In contrast, the numbers of mountings and intromissions was signifi-
cantly reduced in Laprol-604 treatment groups compared to control animals. Study has been found that control male rats 
could ejaculate 1.3 times/hour by contrast with male rats of 1-st, 2-nd and 3-rd groups which did not ejaculate. The sig-
nificant relationships between the sexual activity and testosterone levels were found. In comparison to the control rats, 
there were the significant reductions in the weight of testes, epididymis, seminal vesicle and ventral prostate. Testicular 
and epididymal sperm density was decreased in the animals, which were treated with Laprol-604. Biochemical profile of 
the testis revealed a significant decline in the contents of protein, testicular cholesterol and glycogen. At the same time, 
the activity of testicular acid phosphatase was significantly increased, but decreasing alkaline phosphatase activity was 
found. The level of testosterone, luteinizing hormone and follicle stimulating hormone levels were significantly sup-
pressed by Laprol-604. Results of this study clearly show that Laprol-604 induces the toxic impact on the male rats' re-
productive system. The study found the relationship between the Laprol-604 administration effects on testosterone, lu-
teinizing hormone and follicle stimulating hormone levels and sexual behavior of adult male rats.  
Key words: Laprol-604, surfactant, male rats, testis, testosterone, sperm dynamics, reproductive toxic effects, sexual 
behavior, mount, intromission, ejaculation. 

У експерименті досліджували статеву поведінку, біохімічні показники яєчок, рівні фолікулостимулюючого, лютеїні-
зуючого гормонів та тестостерону в сироватці крові самців щурів, яким вводили Лапрол-604 впродовж 60 днів. 
Поверхнево-активні речовини є потенційно небезпечними хімічними речовинами, що потрапляють у навколишнє 
середовище. В даний час активно вивчається токсичний вплив поверхнево-активних речовин на живі організми. 
Лапрол-604 є неіонною поверхнево-активною речовиною, яка широко використовується в якості інгредієнту для 
виготовлення епоксидних смол, емалей, лаків, пластику, волокна, клею, емульгаторів та ін. У дослідженні оціню-
вали вплив Лапролу-604 на репродуктивну систему і статеву поведінку тридцяти статево незайманих самців щурів 
лінії Wistar. Лапрол-604 вводили щурам перорально у дозах 1/10, 1/100 і 1/1000 ЛД 50 - 12,5 г/кг, відповідно, 1-ій; 
2-ій та 3-ій групі протягом 60 днів (один цикл сперматогенезу). Статеву поведінку оцінювали за допомогою моде-
рнізованого відкритого поля, в контексті взаємодії з однією самицею-еструс. Тривале пероральне введення Лап-
ролу-604 призвело до порушення статевої поведінки самців щурів. Як тривалість ссадок, так і тривалість інтроміс-
сій у щурів 1-ої, 2-ої та 3-ої груп були значно довшими в порівнянні з контролем. Навпаки, кількість ссадок та ін-
троміссій вірогідно зменшилися в даних експериментальних групах в порівнянні з контрольними тваринами. Самці 
контрольної групи здійснювали еякуляцію 1,3 рази /год, тоді як щури 1-ої, 2-ої та 3-ої груп не еякулювали. Вияви-
ли взаємозв'язок між статевою активністю і рівнем тестостерону у самців усіх груп. Тварини, які вживали Лапрол–
604 мали вірогідно меншу вагу яєчок, придатків яєчок, сім'яних пухирців та передміхурових залоз, щільність спер-
ми у порівнянні з контрольними щурами. При біохімічному дослідженні яєчок щурів виявили значне зниження вмі-
сту білка,  холестерину і глікогену. У той же час активність кислої фосфатази вірогідно збільшилася, але актив-
ність лужної фосфатази вірогідно зменшилася. Рівень тестостерону, лютеїнізуючого і фолікулостимулюючого гор-
монів у сороватці крові щурів 1-ої, 2-ої та 3-ої груп вірогідно нижчий в порівнянні з контролем. Результати  дослі-
дження свідчать, що Лапрол-604 токсично діє на репродуктивну систему самців щурів, існує зв'язок між рівнем 
тестостерону, лютеїнізуючого та фолікулостимулюючого гормонів та статевою поведінкою дорослих самців щурів. 
Ключові слова: Лапрол-604, поверхнево-активна речовина, самці щурів, яєчка, тестостерон, сперма, 
репродуктивний токсичний ефект, статева поведінка, ссадка, інтромісія, еякуляція. 
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Introduction 
A great variety of surfactants are currently used and 

their usage is increasing. They are used in both industry 
and home, so there are many occupations and home ac-
tivities in which humans can be exposed to them. Accord-
ing to the water-soluble properties, the term «surfac-
tants» includes two general groups: ionic surfactants and 
nonionic surfactants [17]. Laprol-604 is included in to 
numerous non-ionic surfactants [18]. Laprol-604 has 
been produced industrially for several decades for use 
primarily as ingredients of manufacturing epoxide resin, 
enamels, varnishes, plastic, fiber, glues, emulsifiers ets. 
[19]. Nonionic surfactants have been most intensively 
studied from a toxicological standpoint [7; 9; 10; 18]. The 
toxicity of Laprol-604 has been studied and the findings 
showed that Laprol-604 was a moderately toxic sub-
stance. Exposure to Laprol-604 throughout of gestational 
period showed the adverse effect on pregnant rats and 
their progenies, such as decreasing of body weight of rat 
newborns, diminished number of live pups and the viabil-
ity of the progeny during the first ten days after birth, de-
layed developmental progress. Maternal toxicity of La-
prol-604, indicated by deficits in weight gain and liver 
enlargement, is associated with biochemical disturbances 
in pregnant rats [1; 12].  

Nowadays, the effects of nonionic surfactants on sex-
ual hormone levels of female rats are known and impact 
of Laprol-604 on female reproductive system оf rats has 
been found. Nevertheless, until quite recently, to our 
knowledge no one has previously described male hor-
monal levels and sexual behavior across studies of non-
inorganic polyols and the influence of Laprol-604 on male 
reproductive system. The present experiment has fo-
cused mainly on the sexual behavior, fertility, testicular 
biochemistry and serum hormonal levels of male rats 
have been administered by Laprol-604 for 60 days. 

Materials and methods 
Laprol-604 was obtained from Science and Produc-

tion Joint Stock Company "Sintez PAV" (Shebekino, 
Russian). Laprol-604 was reported to be 96% pure by the 
supplier. For all studies, Laprol-604 was diluted in deion-
ized water and prepared fresh daily.  

Forty healthy and fertile adult male Wistar rats were 
100 days old. They had 180±200g body weight at study 
start. Males were randomly divided into four groups (10 
animals in each group). Laprol-604 was administered to 
male rats once daily by gavage at doses of 1/10, 1/100 
and 1/1000 LD50 (median lethal dose) – 12.5g/kg, re-
spectively is  the 1-st; 2-nd and 3-rd group for 60 days 
(one cycle of spermatogenesis). The 4-th group (controls) 
consisted of 10 intact animals without Laprol-604 admini-
stration. Animals were maintained at a room temperature 
(20-220C) and relative humidity (50-60%) and kept under 
a 14 hours light/ 10 hours dark cycle. Pelleted diets were 
presented to the rats in wide mouthed jars with lids and 
fresh water was provided ad-libitum throughout the study.  

Male rats were clinical observed twice daily during the 
study as an assessment of their general health and effect 
of Laprol-604 administration. They have been weighed 
weekly to see any change in the body weight. All the pro-
cedures were performed at Kharkiv Medical Academy of 
Postgraduate Education, according to Ukrainian and In-
ternational guidelines for the use of animals in research 
(Law of Ukraine of 21.02.2006 № 3447-IV «On protection 

of animals from cruelty» // Supreme Council of Ukraine 
and European convention for the protection of vertebrate 
animals used for experimental and other scientific pur-
poses. Strasbourg, 18.03.1986. 

At the end of Laprol-604 administration, each male 
from each group was tested for sexual behavior. All sex 
testing took place during the rats’ dark cycle (13:00-
15:00) in the soundproof room and under dim red light-
ing. The test environment was open field (100 cm 
square) divided by sheets to create the four individual 
chambers, which were linked in the center. The cham-
bers had open tops. Pelleted diets were presented in the 
first chamber; fresh water was provided in the second 
chamber; plastic house was in the third chamber. All 
male rats did not have a sexual experience. The male rat 
was taken into the test room, placed in the fourth cham-
ber and allowed to adapt to the test environment for 20 
minutes. Then an intact estrous adult female was placed 
into the center of test environment with each male. Fe-
male was left with male for one hour, during which time 
the experimenter recorded mount latency (ML), intromis-
sion latency (IL), ejaculatory latency (EL), number of 
mountings, number of intromissions and number of 
ejaculations. Mount latency was time from exposure to a 
female to the first mount (with or without intromission). 
Intromission latency was time from exposure to a female 
rat to the first intromission (with or without ejaculation). 
Ejaculatory latency was time interval between the intro-
mission and ejaculation. Male sexual behavior was as-
sessed during one hour; rats were observed by a single 
experimenter, blind to conditions, who recorded all be-
havior. Between trials, the test environment was thor-
oughly cleaned with 70% ethanol and the bedding was 
replaced. Each male rat interacted with only one female 
rat. 

According to the aim of study, at the end of the ex-
periment, the male rats were weighed, euthanized under 
light or anesthesia. Trunk blood was obtained by decapi-
tation. Serum samples were prepared and stored at –
20°C. To determine serum level of follicle stimulating 
hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) and testoster-
one in male rats was used standard ELISA technique. 
The male rat reproductive organs were removed, 
weighed on electronic balance and processed for de-
tailed sperm dynamical, biochemical and hormonal stud-
ies. The total number of sperms was assayed by the 
method of V.P. Mamina and Y. Ban, in a male rat sus-
pension of homogenized testes [2; 6]. The spermatozoa 
from the tubules of cauda epididymis were released into 
physiological saline (0.9% NaCl). The motile and immotile 
sperms were counted in ten separate and randomly se-
lected fields. The results were represented such as per-
cent motility. 

The data were statistically analyzed using one-way 
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnet’s mul-
tiple comparison test p< 0.05 was considered significant. 
For all values, the means ± standard error mean (SEM) 
was calculated.  

Results and discussion 
After administration of Laprol-604 the sexual behavior 

of male rats was studied. The following Laprol-604 ef-
fects on male sexual behavior were demonstrated in the 
table 1 



Том 21, N 3-4 2017 р.    

48 
 

48 

Table 1 
The influence of Laprol-604 on sexual behavior of male rats (M± SEM) 

Groups of animals 
Parameters 

 
Control  
group 
(n=10) 

First group 
1/10 LD50 

 (n=10) 

Second group 
1/100 LD50 

(n=10) 

Third group 
1/1000 LD50  

(n=10) 
Mount latency (sec) 131.17 ± 29.56 480.0 ± 49.20 * 315.4 ±27.50* 287.6 ±35.12* 
Number of mounts 12.1 ± 1.6 3.1 ± 0.2 * 4.4 ±0.6* 7.5 ±0.8* 

Intromission latency 
(sec) 142.3 ± 27.79 488.0 ± 36.40 329.5 ± 31.70* 286.3 ± 32.80 

Number of intromis-
sions 13.2 ± 1.4 3.8 ±0.3* 5.1 ±0.2* 8.2 ±0.6 

Ejaculatory latency 
(sec) 389.5 ± 29.66 - - - 

Number of ejaculations 1.3± 0.06 0 0 0 
Note. * Significant differences (p<0.05) from control values. 

All control male rats showed sexual activity in the 
presence of estrous female. The sexual behavior of 
control male rats consisted of pre-sexual performances, 
copulation and ultimate ejaculation. In contrast to 
controls, male rats exposed to Laprol-604 exhibited the 
incomplete sexual behavior. The following changes in the 
sexual behavior of male rats treated with Laprol-604 were 
discovered: the mount latency of males 1-st, 2-nd and 3-
rd groups was significantly lengthened by 3.7, 2.4 and 
2.2 times, respectively, compared to controls. The 
number of mountings was significantly reduced by 3.9, 
2.8 and 1.6 times in male rats of 1-st, 2-nd and 3-rd 
groups compared to control animals. Similarly the 
number of male rat’s intromissions were also significantly 
decreased by 3.5, 2.6 and 1.6 times in the relevant 
groups compared to control male rats. Intromission 
latency of male rats 1-st, 2-nd and 3-rd groups was by 
3.4, 2.3 and in 2.0 ftimes significantly higher than data of 
controls. It should be noted, estrous females were 
provided to male rats treated by Laprol-604, but all of 
their failed to copulate.  

Male rats in all Laprol-604 treatment groups exhibited 
lower levels of receptivity to the estrous females. The 
mount latency and intromission latency were differed 
from control and depended on dose of polyol (Table 1). A 
more severe disruption of behavioral masculinization 
occurred when dose of Laprol-604 was 1/10 and 1/100 of 
LD50. Both of the mount latency and intromission latency 
were significantly lengthened, by contrast, the numbers 
of mountings and intromissions were reduced and 
ejaculations were absent in animals 1-st, 2-nd, and 3-rd 
groups. The analysis examining mount latency and 
intromission latency across the Laprol-604 treatment 

groups showed that they were longer in 1-st and 2-nd 
groups than 3-rd group. 

Both serum luteinizing hormone (LH) and follicle 
stimulating hormone (FSH) levels were comparable be-
tween control group and Laprol-604 treated groups, as-
sessed after 60 days of treatment. The results of this 
study demonstrated that 10 (100%) control male rats had 
normal endocrine pattern against 30 (100%) male rats of 
1-st, 2-nd and 3-rd groups which had an endocrinopathy. 
There was statistically lower level of FSH which was 
1.11±0.08 IU/ml, 1.74 ±0.13 IU/ml, 2.06±0.25 IU/ml in 
male rats of 1-st, 2-nd and 3-rd groups, respectively, than 
4.98 ± 0.19 IU/ml in control male rats. The luteinizing 
hormone (LH) mean blood level was 1.83±0.09 IU/ml, 
2.21±0.16 IU/ml and 2.89±0.15 IU/ml in male rats of 1-st, 
2-nd and 3-rd groups, respectively, that was significant 
difference compared with mean control value 5.05±0.16 
IU/ml. Significantly altered level of serum testosterone 
has been found in male rats of the 1-st, 2-nd and 3-rd 
groups (0.91 ±0.04 IU/ml, 1.21±0.12 IU/ml and 1.53±0.18 
IU/ml, respectively) compared with control animals 
(2.07±0.16 IU/ml). The disturbance of sexual behavior 
may be related to decrease of serum testosterone level in 
Laprol-604 treatment male rats which needs further 
analyses. 

This study attempted to relate the Laprol-604 treat-
ment effects with testosterone, luteinizing hormone and 
follicle stimulating hormone levels that are known to in-
fluence on the process of sexual behavior.  

The biochemical changes in the rat testes obtained 
after oral administration of Laprol-604 have been shown 
in the table 2. 

Table 2 
Biochemical changes in the rat testes after exposure to Laprol-604 (M± SEM) 

Groups of animals 

Parameters Control group 
(n=10) 

First group 
1/10 LD50 

 (n=10) 

Second group 
1/100 LD50 

(n=10) 

Third group 
1/1000 LD50  

(n=10) 
Cholesterol (mg/g) 6.92 ±0.41 4.50 ±0.19* 5.20 ±0.18* 5.96 ±0.25 

Protein (mg/g) 261.50 ±8.20 118.68 ±2.55* 173.84 ±5.36* 204.99 ±6.81 
Glycogen (mg/g) 3.10 ± 0.12 1.38 ± 0.06** 1.95 ± 0.01* 2.67 ± 0.08 

Acid phosphatases 
(units) 5.59 ±0.28 11.38 ±0.66* 9.80 ±0.27* 6.78 ±0.30 

Alkaline phosphatase  
(units) 61.15±4.26 38.74±5.31* 45.33±4.29* 52.71±5.34 

Note. * Significant differences (p<0.05) from control values. 

Biochemical profile of the testes revealed a significant 
decline in the contents of protein, testicular cholesterol 

and glycogen in male rats of 1-st and 2-nd groups com-
pared with control animals. At the same time, the activity 
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of testicular acid phosphatase was significantly increased 
in 2,0 and 1,8 times, but decreasing alkaline phos-
phatase activity in 1,6 and 1,4 times was found in 1-st 
and 2-nd groups, respectively, compared with control 
group. 

The changes of reproductive organ weights of male 
rats obtained after oral administration of Laprol-604 have 
been shown in the table 3. 

Table 3 
Body and reproductive organ weights of male rats after Laprol-604 administration (M± SEM) 

Groups of animals 

Parameters Control group 
(n=10) 

First group 
1/10 LD50 

 (n=10) 

Second group 
1/100 LD50 

(n=10) 

Third group 
1/1000 LD50  

(n=10) 
Body weight (g) 387.83 ± 12.79 266.45±11.26* 295.24 ± 14.46 338.17 ± 10.08 
Testis weight (g) 1.87 ± 0.05 0.96 ± 0.08* 1.16 ±0.04* 1.56 ±0.08 

Epididymis weight (g) 0.61 ± 0.02 0.45 ± 0.04* 0.49 ± 0.02* 0.51 ± 0.04 
Seminal vesicle (g) 1.33 ± 0.08 0.63 ± 0.09* 0.96 ± 0.04 1.17 ± 0.05 
Ventral prostate (g) 0.67 ± 0.03 0.39 ± 0.03* 0.47 ± 0.01* 0.53 ± 0.02 

Note. * Significant differences (p<0.05) from control values. 

Body weights of male rats as well as weights of re-
productive organs have been diminished by Laprol-604 
treatment. Administration of Laprol-604 to male rats has 
been resulted in reproductive toxicity. Laprol-604 showed 

dosage dependent reproductive toxicity influence on 
adult male rats. 

The fertility parameters of male rats obtained after 
oral administration of Laprol-604 are shown in table 4. 

Table 4 
Sperm density in testes, cauda epididymis and sperm motility in cauda epididymis after Laprol-604 administration 

Groups of animals 

Parameters Control group 
(n=10) 

First group 
1/10 LD50 

(n=10) 

Second group 
1/100 LD50 

(n=10) 

Third group 
1/1000 LD50 

(n=10) 
Testis (million/ml) 5.8 ± 0.17 2.3 ± 0.19* 3.5 ±0.16* 4.8 ±0.16 

Cauda epididymis (million/ml) 21.7 ± 1.15 11.8 ± 1.13* 14.9 ± 1.18* 17.8 ± 1.16 
Sperm motility in cauda epididymis (%) 81.3 ±4.8 35.3 ± 3.79* 56.4 ± 4.46* 71.4 ± 4.66 

Note. * Significant differences (p<0.05) from control values. 

The weight of testis is largely dependent on the mass 
of differentiated sper-matogenic cells and the reduction in 
the weight of testis may be due to reduced tu-bule size, 
decreased number of germ cells and elongated spermat-
ids. It is known that the sperm motility has been affected 
by altered enzymatic activities of oxida-tive phosphoryla-
tion. The normal spermatozoa movement depends on the 
amount of ATP as well as testosterone level. Testoster-
one is the principal androgen of the testes and it is es-
sential for sperm production and maintenance [16]. So, 
the depression of ATP and testosterone amount leads to 
mortality of sperm which may cause infertility [3]. A direct 
correlation between testosterone and spermatozoa motil-
ity that has been reported [18]. Exposure of Laprol-604 
also changes the biochemical parameters of the testes 
like other surfactants [19]. A decrease in testicular cho-
lesterol, protein and glycogen levels may be due to inter-
ference in testosterone synthesis, spermatogenesis and 
glycogenolysis. Since glycogen is an energy source for 
general metabolism and constant supply of glucose is 
essential for proper functioning of testes. Similarly de-
creasing in testicular cholesterol content may be due to 
androgen production. The increase in acid phosphates 
activity may be the result of labialization of lysosomal 
system [4]. The reduction in serum testosterone demon-
strates the inhibitory influence of non-ionic surfactants on 
the secretion of pituitary luteinizing hormone and follicle 
stimulating hormone in turn on the testosterone biosyn-
thesis [13]. Laprol-604 treatment caused a significant (p < 
0.05) decrease in both serum levels of LH and FSH com-
pared to the control group.  

Results and discussion 
Sexual behavior in male rats is regulated by the hypo-

thalamic-pituitary-testicular axis. Gonadotropin releasing 

hormone produced by hypothalamus triggers the luteiniz-
ing hormone released by adenohypophysis. The luteiniz-
ing hormone in turn stimulates the release of testoster-
one from the testes [8]. Testosterone and its metabolites 
initiate male sexual behavior by acting on key brain re-
gions [11]. Reducing male testosterone levels after the 
course of Laprol-604 prolonged exposure to male rats 
have been found. The effect of Laprol-604 on testoster-
one levels of adult male rats was dose dependent. The 
long-term process of stem cells transformation into sper-
matozoa was disturbed by Laprol-604. Treatment with 
Laprol-604 changed the biochemical and morphometric 
parameters of the reproductive tract like other nonionic 
surfactants [13; 18; 19]. The male rats exposed by La-
prol-604 illustrated a decrease in attempted of mountings 
and intromissions. There was also a drop in serum tes-
tosterone leveled off lower than was observed for control 
males. The significant relationships between the amount 
of sexual behavior and testosterone levels were found 
that has not been reported previously. The very low lev-
els of sexual behavior of male rats of 1-rst and 2-nd 
groups suggest that impact of Laprol-604 to cause a drop 
in serum testosterone level. Both fertility and sex behav-
ioral parameters showed distinct dose-dependence of the 
effects of prolonged Laprol-604 exposure. 

The testosterone levels were reduced in males of 1-
st, 2-nd groups after exposure them to Laprol-604. The 
testosterone level was higher in male rats of control 
group than in males of 1-st, 2-nd groups (p<0.05). The 
results of study provide evidence of a relationship be-
tween the amount of sexual activity and level of testos-
terone. Additionally, the lowest testosterone level was 
found in animal of the 1-st group treated the highest dose 
of Laprol-604 that is evidenced to nonionic polyols re-
search by Zhukov V.S. et al. (2000), which indicated that 
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rodents had a decrease in testosterone levels depending 
on the polyol dose [18;19].  

Thus, our most important finding was that attenuated 
sexual interactions with estrous female in adult male rats 
were caused by prolonged Laprol-604 treatment and 
there is explanation for this effect. The lower levels of 
sexual activity (absent ejaculations and reduced number 
of intromissions) among males that administered Laprol-
604 compared to control male rats corresponded to a 
significant decrease of testosterone, luteinizing hormone 
and follic stimuleting level. This result is supported by 
some past studies with rodents [13, 19]. An explanation 
is that testosterone can increase the sexual activity and 
an increase in neurogenesis [14, 15]. However, the polyol 
effects on sexual activity cannot fully explain our results. 

Conclusion 
1. Altered masculinization was seen in males of 1-st, 

2-nd and 3-rd groups, despite the presentce of estrous 
female. The male rats of the 1-st and 2-nd groups with 
severely attenuated sexual behavior had the low testos-
terone level. 

2. Prolonged administration of laprol-604 to male rats 
altered the release of pituitary follicle stimulating hor-
mone and luteinizing hormone, led to reduction of testos-
terone production, changes the biochemical parameters 
of testes, epididymis and as a result the reduction of 
sperm production in the testes.  

3. The findings showed the progressive morphometri-
cal and biochemical alterations caused by various doses 
of Laprol-604 which have direct suppressing effect on the 
male rat reproductive function. 

4. The study results highlight the direct relationship of 
dose to morphometrical and biochemical alterations. 

5. The experiment has demonstrated the changes in 
sexual behavior of male rats that were paralleled by im-
paired fertility performance. 
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SOURCES OF PRODUCTION OF REACTIVE OXYGEN AND NITROGEN SPECIES  
IN TISSUES OF PERIODONTIUM AND SALIVARY GLANDS OF RATS UNDER 
MODELED SYSTEMIC INFLAMMATION* 
Yelins’ka A.M., Shvaykovs’ka O.O., Kostenko V.O. 
Ukrainian Medical Stomatological Academy, Poltava, Ukraine 

The purpose of the work was to reveal the sources of production of reactive oxygen and nitrogen species in the tissues 
of periodontium and salivary glands of rats under conditions of experimental systemic inflammation. The study was car-
ried out on 20 white male rats of the Wistar line weighing 180-220 g, divided into 2 groups: the 1st included intact ani-
mals, the 2nd was made up of the animals with induced systemic inflammation. Systemic inflammation was induced by 
intraperitoneal administration of lipopolysaccharide Salmonella typhi (Pyrogenalum) in a dose that stimulated rise in 
temperature by 1.5 °C according to the scheme: during the first week, 4 minimum pyrogenic doses (MPD) of 0.4 μg/kg 
of rat mass were administered 3 times a week. During the following seven weeks of the experiment, rats were given 4 
MPD / kg of body weight once a week. The research was guided by the principles of biomedical ethics. The animals were 
decapitated with ethereal anesthesia. Soft tissues of periodontium and submandibular salivary glands were the objects of 
the study. It has been found out that systemic inflammation is accompanied by an increase in the production of superox-
ide anion radical in periodontium tissues and salivary glands by mitochondrial and NADPH-dependent electron transport 
chains of microsomes and NO synthase as well as by leukocyte NADPH oxidase. We have revealed interfering with the 
mechanism of autoregulation of the physiological NO concentration in the tissues of periodontium and submandibular 
salivary glands that leads to simultaneous increase in NO formation through the NO-synthase and nitrate / nitrite reduc-
tase mechanisms, resulting in the development of oxidative-nitrosative stress with rising peroxynitrite concentration. We 
have also found out NOS uncoupling in the tissues of periodontium and salivary glands that is an additional source of 
superoxide anion radical as a leading factor in oxidative-nitrosative stress. 
Keywords: reactive oxygen and nitrogen, periodontium, salivary glands, systemic inflammation 

Метою роботи було з’ясування джерел продукції активних форм оксигену та нітрогену в тканинах пародонта та 
слинних залоз щурів за умов експериментального системного запалення.  Дослідження були проведені на 20 білих 
щурах-самцях лінії Вістар масою 180-220 г, розподілених на 2 групи: 1-ша – інтактні тварини, 2-га – після відтво-
рення системної запальної відповіді. Системне запалення відтворювали шляхом внутрішньоочеревинного введен-
ня ліпополісахариду Salmonella typhi ( «Пірогенал») у дозі, яка сприяла у щурів підвищенню температури на 1,50С, 
за схемою: протягом першого тижня вводили по 4 мінімальні пірогенні дози (MPD), що складає 0,4 мкг, на 1 кг 
маси щура 3 рази на тиждень. Протягом наступних семи тижнів експерименту щурам вводили по 4 MPD/кг маси 1 
раз на тиждень При проведенні дослідження керувалися принципами біомедичної етики. Тварин декапітували під 
ефірним наркозом. Об'єктами дослідження були м'які тканини пародонта та тканини піднижньощелепних слинних 
залоз. Виявлено, що відтворення системного запалення супроводжується збільшенням продукції супероксидного 
аніон-радикала у тканинах пародонта та слинних залоз мітохондріальним і NADPH–залежними електронно-
транспортними ланцюгами мікросом і NO-синтази, а також NADPH-оксидазою лейкоцитів. Виявлено порушення 
механізму авторегуляції фізіологічної концентрації NO у тканинах пародонта та піднижньощелепних слинних за-
лоз, що призводить до одночасного збільшення утворення NO через NO-синтазний та нітрат- / нітрит-редуктазний 
механізм, наслідком чого є розвиток окисно-нітрозативного стресу зі збільшенням концентрації пероксинітриту. 
Виявлено порушення спряження NOS у тканинах пародонта та слинних залоз, що є додатковим джерелом суперо-
ксидного аніон-радикала як провідного чинника окисно-нітрозативного стресу. 
Ключові слова: активні форми кисню і азоту,пародонт, слинні залози,системне запалення 
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Introduction 
The development of inflammatory diseases of periodon-

tium and salivary glands (SG) is associated with the action 
of both local and general factors. The local ones include bio-
logical (by-products of microorganisms and metabolic 
wastes), mechanical, physical and chemical damaging fac-
tors. Quite often a number of literary reports overestimate 
the role of local factors in the development of the pathology 
of the organs mentioned above [12]. These damaging im-
pacts occur under the conditions of trophism and tissue re-

sistance deterioration that arise in the presence of systemic 
disorders in the body: neurogenic, cardiovascular, endo-
crine, and metabolic (obesity, metabolic syndrome) disor-
ders. Thus, structural failure and dysfunction of periodontium 
and SG can result from a series of somatic diseases, the 
development of which includes systemic inflammation (SI) 
as a link of pathogenesis [1, 15]. 

Hence, the development of severe inflammatory dis-
eases of periodontium and SG is determined  not only 
with the direct damage to periodontal tissues by a patho-
genic agent, but can also result from  the dysregulatory 
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effect caused by other altered integrative systems, in par-
ticular those associated with triggering SI. It is supposed 
that the main link in the pathogenesis of this process is 
the permanent activation of certain transcription factors 
(in particular, the nuclear factor κB - NF-κB [6, 14]. The 
consequence is the expression of genes of inflammatory 
cytokines, inducible NO synthase (NOS), metallopro-
teinases, cellular adhesion molecules, cyclooxygenase-2, 
etc., capable of inducing oxidative-nitrosative stress [17]. 
On the one hand, the latter is associated with an increase 
in hyperproduction of superoxide anion radical (•О  ) by 
various sources, such as mitochondria [4], cytochrome P-
450-associated NADPH-dependent microsomal system 
[5], NOS by itself, which contains  NADPH-dependent 
electron transport chain, under the conditions of so-called 
uncoupling in the functioning of enzyme under the defi-
ciency of its substrate (L-arginine) or certain cofactors 
(tetrahydrobiopterin) [10], as well as NADPH-oxidase of 
phagocytes associated with the function of cytochrome 
b558 [3]. On the other hand, oxidative-nitrogen stress de-
velops under the excess formation of the nitric oxide 
(NO) by NOS and nitrite reductase, and the generation of 
reactive nitrogen species (for example, peroxynitrite) [8, 
11]. 

However, mechanisms of the development of meta-
bolic disorders in the periodontium and SG tissues under 
the conditions of SI are still insufficiently studied. The so-
lution of this issue will contribute to the improvement of 
approaches and measures aimed at the prevention and 
treatment of inflammatory and dystrophic diseases of 
these organs against the progression of SI. 

The purpose of the work was to reveal the sources of 
production of reactive oxygen and nitrogen species in the 
tissues of periodontium and salivary glands of rats under 
conditions of experimental SI. 

Materials and methods 
The study was carried out on 20 white male rats of 

the Wistar line weighing 180-220 g, divided into 2 groups: 
the 1st included intact animals, the 2nd was made up of 
the animals with induced SI. SI was induced by intraperi-
toneal administration of  lipopolysaccharide (LPS) Sal-
monella typhi (pyrogenalum, “Medgamal”, Russia) in a 
dose that stimulated rise in temperature by 1.5°C accord-
ing to the scheme (modified by [13]): during the first 
week, 4 minimum pyrogenic doses (MPD) of 0.4 μg/kg of 
rat mass were administered 3 times a week. During the 
following seven weeks of the experiment, rats were given 
4 MPD / kg of body weight once a week.  

The research was guided by the principles of bio-
medical ethics. The animals were decapitated with ethe-
real anesthesia. Soft tissues of periodontium and sub-
mandibular SG were the objects of the study. 

The formation of •О  was evaluated by a test with ni-
tro blue tetrazolium with using spectrophotometry (“Ulab”) 
of the tissue homogenate with the following inductors: 
NADH was used for the evaluation of •О  production by 
the mitochondrial electron transport chain, NADPH was 
used to evaluate •О  production by endoplasmic reticu-
lum and NOS, and LPS (pyrogenalum) was used to as-
sess •О  production by leukocyte NADPH oxidase [9]. 

The activity of NOS was determined by the difference 
in the concentration of nitrite ions before and after the 
incubation of homogenate into the medium containing 
arginine (NO-synthase substrate) and NADPH. The con-
centration of nitrite ions was assessed by the formation of 
diazo-compounds in the reaction with sulfanilic acid, and 
then we carried out the reaction with α-
naphthylethylenediamine, resulting in the production of 
red color derivatives (azo dyes) [2]. The activity of nitrate 
reductase (NAR), nitrite reductase (NIR) and concentra-
tion of peroxynitrite ions (NOOH-) in the homogenate 
were evaluated spectrophotometrically [2]. 

The NOS coupling index was calculated as the ratio 
between the NOS activity and the •О  generation rate by 
the NADPH-dependent electron transport chain. 

The findings obtained were statistically processed. To 
verify the normality distribution, the calculation of the 
Shapiro-Wilk criterion was applied. If they corresponded 
to the normal distribution, then the Student’s t-test was 
used to compare independent samples. When the results 
ranges were not subject to normal distribution, statistical 
processing was performed using a nonparametric 
method, the Mann-Whitney test. Statistical calculations 
were performed using the "StatisticSoft 6.0" program. 

Results and discussion 
SI simulation led to significant changes in the •О pro-

duction in the tissues of periodontium and SG (Table 1). 
Thus, the non-stimulated •О  generation increased by 
40.8% (p<0.01) and 37.9% (p<0.01) respectively. The •О  
production by NADPH-dependent electron transport 
chains (microsomal and NOS) increased by 38.3% 
(p<0.01) and 41.7% (p<0.01), while by the respiratory 
chain of mitochondria increased by 40.5% (p<0.01) and 
37.6% (p<0.01). 

Table  1 
Effect of inductors on the production of superoxide anion radical in tissues of periodontium  

and SG under modeled SI, nmol / g • s (M + m, n = 20) 

Periodontium  Salivary glands  Groups  
of the ani-

mals studied 
Non-stimulated 

production NADPH  NADH LPS Non-stimulated 
production NADPH  NADH LPS 

Intact 
animals 1.20±0.09   12.47±0.87 15.41±1.08 1.58±0.12 1.40±0.08    14.65±0.72 18.69±1.02 1.92±0.13 

Animals  
with SI 1.69±0.07 *    17.25±0.66 * 21.65±1.01* 2.10±0.09 * 1.93±0.11 * 20.76±1.01 * 25.72±1.10 * 3.28±0.32 * 

Note: Here and throughout: * – Р<0,05 compared with values of intact rats. 

 
Generation of •О  by leukocyte NADPH oxidase also 

increased by 32.9% (p<0.01) and 70.8% (p<0.01) re-
spectively. 

According to the literature, the largest amount of •О  
is produced by the mitochondrial electron transport chain 
as a result of the one-electron reduction of oxygen at the 

level of the following complexes: NADH – ubiquinone 
oxidoreductase, ubiquinonol – cytochrome c oxidoreduc-
tase and cytochrome b-c1 [4]. This process is accelerated 
by activating NF-κB [17] and formation of NOOH- in the 
tissues [7, 16]. 



                                                                                                                 Проблеми екології та медицини 

 53 

At the same time, a powerful level of •О  production 
under the conditions of SI is provided by NADPH-
dependent electron transport chains: in the reactions of 
microsomal oxidation (with cytochrome P-450) [5] and by 
NOS itself, which is capable of switching from NO to•О   
under unfavorable conditions [10]. When the bacterial 
LPS are introduced into the mammalian body, the •О  
generation by leukocyte NADPH oxidase naturally in-
creases [3]. In addition to LPS, proinflammatory cyto-

kines the synthesis of which depends on the activation of 
NF-κB [6, 17] are also known as effective stimulants of 
•О  synthesis. 

Under SI conditions, the NOS activity in the periodon-
tium and SG tissues (Table 2) increased by 2.5 times 
(p<0.001) and by 1.9 times (p<0.001), respectively. This 
can be explained by to the ability of LPS to provide NF-
κB-dependent activation of inducible NOS [17]. 

 Table 2 
Markers of the formation of reactive nitrogen species in the tissues of periodontium and SG under modeled SI (M + m, n = 20) 

Periodontium Salivary glands 

Groups of the ani-
mals studied 

NOS, 
μmol (N•О )/ 

min • g  
of protein 

NAR, 
μmol / min • g  

of protein 

NIR, 
μmol/ min • g 

of protein 

NOOH-, 
μmol/g   

NOS, 
μmol 

(N•О ) / 
min • g  of 

protein 

NAR, 
μmol/ min • g  

of protein 

NIR, 
μmol/ min • g  

of protein 

NOOH-, 
μmol/g   

Intact animals 4.20±0.22   11.98±0.88 3.43±0.25 0.83±0.04 7.27±0.52   32.23±2.42   7.20±0.66 0.99±0.07 
Animals with SI 10.32±0.50 16.33±0.74 * 4.61±0.39 * 1.08±0.05 * 13.56±0.86   43.23±3.64 * 9.96±0.82 * 2.56±0.43 
 
At the same time, the activity of NAR grew by 36.3% 

(p<0.01) and 34.1% (p<0.05), while the activity of nitrite 
NIR increased by 34.4% (p<0.05) and 38.3% (p<0.05), 
respectively. These enzymatic pathways of the formation 
of nitrite ions and NO become activated in the tissues, 
mainly under hypoxia. Activation of these enzymes 
against increased NO formation by NOS indicates the 
disturbances in the mechanism of autoregulation of the 
physiological NO concentration in tissues [8]. An increase 
in the formation of reactive nitrogen species has been 
found out to a logical consequence of these processes: 
NOOH- content increased in the periodontium and SG 
tissues by 30.1% (p<0.01) and 2.6 times (p<0.01), re-
spectively.  

The SI modeling was accompanied by a decrease in 
the NOS coupling index. This index characterizes the 
presence of substrates (L-arginine, O2) and co-factor for 
the NO formation tetrahydrobiopterin, but not for •О , in 
the oxidative metabolism of L-arginine. That is, under SI, 
there are conditions favorable for generating •О   by 
NOS.   

Moreover, the unpaired NOS by itself not only be-
comes a powerful generator of •О , but simultaneously 
activates other mentioned sources of its formation, thus 
forming a kind of closed circle of mutual reinforcement of 
oxidative stress and NOS uncoupling. 

Conclusions 
1. Simulating of systemic inflammation is accompa-

nied by an increase in the production of superoxide anion 
radical in periodontal tissues and submandibular salivary 
glands of rats by mitochondrial and NADPH-dependent 
microsomal electron transport chains and NO synthase, 
as well as leukocyte NADPH oxidase. 

2. Modeling of systemic inflammation causes impair-
ments in the mechanism of autoregulation of the physio-
logical NO concentration in the tissues of the periodon-
tium and submandibular salivary glands that is mani-
fested by the simultaneous increase in the NO formation 
through NO-synthase and nitrate / nitrite reductase 
mechanism. This results in the development of oxidative-
nitrosative stress with increasing peroxynitrite concentra-
tion. 

3. Under the conditions of experimental systemic in-
flammation, NOS uncoupling has been revealed in perio-
dontal tissues and submandibular salivary glands of rats 
that is regarded as an additional source of superoxide 

anion radical as the main factor of oxidative-nitrosative 
stress. 
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METHODOLOGICAL FEASIBILITY OF TEST TECHNOLOGIES IN ASSESSING 
MEDICAL STUDENTS’ PROFICIENCY* 
Lysanets Yu., Morokhovets H., Ostrovska L., Purdenko T.  
Higher State Educational Establishment of Ukraine «Ukrainian Medical Stomatological Academy», Poltava, Ukraine 

The paper is focused on the issues associated with implementation of test assessment methods in the educational 
process of higher medical educational institutions. The objective of the research is to develop the cycle of test assign-
ments and provide methodological recommendations for their integration in higher medical education. The article exam-
ines the advantages of using test methods as compared to the traditional ones for assessment of learning outcomes at 
higher medical educational institutions (the minimum time expense for performance and checking the results; the possi-
bility of checking the quality of mastering knowledge in both theoretical and practical material; diversification of the learn-
ing process). It has been shown that such methods promote the cognitive activity of students and help in shaping the 
professional competence of future doctors. The authors have justified the methodological algorithm for the suggested 
system of tasks. The proposed cycle of test tasks is aimed at improving the knowledge, skills and abilities of medical stu-
dents. Targeted and methodically thought-out work with test assignments at higher medical educational institutions is 
one of the effective ways of forming the competence of future specialists in the field of medicine and healthcare. The 
prospects for study consist in further in-depth research of the potential of test methodology in assessing the learning out-
comes of medical students. 
Key words: test, test control, assessment, learning outcomes, methodology. 

У статті обґрунтовано доцільність впровадження методик тестового контролю у навчальний процес 
вищих медичних навчальних закладів. Мета дослідження – розробка циклу тестових завдань та надання ме-
тодичних рекомендацій щодо їх реалізації у вищій медичній освіті. Розглянуто переваги застосування тесто-
вих методик у порівнянні з традиційними технологіями контролю результатів навчання у вищих медичних на-
вчальних закладах (мінімальні витрати часу на виконання та перевірку результатів; можливість перевірки 
якості засвоєння знань як теоретичного, так і практичного матеріалу; диверсифікація навчального процесу). 
Авторами запропоновано методологічний алгоритм впровадження технології тестового контролю. Розроб-
лений цикл тестових завдань спрямований на вдосконалення знань, умінь і навичок студентів-медиків, розви-
ток пізнавальної активності та формування професійної компетентності майбутніх лікарів. Методично про-
думана робота з тестовими завданнями з урахуванням потреб цільової аудиторії у вищих медичних навчаль-
них закладах є одним з ефективних способів формування компетенції майбутніх фахівців у галузі медицини та 
охорони здоров'я. Перспективи дослідження полягають у подальшому поглибленому дослідженні потенціалу 
методології тестування при оцінці результатів навчання студентів-медиків. 
Ключові слова: тест, тестовий контроль, оцінювання, результати навчання, методологія. 
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gies in assessing medical students’ proficiency. // Problemy ekologii ta medytsyny. - 2017. - Vol 21, № 3-4. - P. 55–58. 

Since 2005, Ukraine has joined the Bologna Process, 
which anticipated significant transformations in the na-
tional education system. The first requirement for higher 
education today is orientation towards the development 
of an individual who is capable of solving professional 
issues and socio-economic problems in their interrela-
tionship. Accordingly, gradual changes in the national 
system of higher education are observed. An important 
step on this path should be the introduction of qualita-
tively new approaches to assessing students’ proficiency. 

The educational process at higher medical educational 
institutions today largely shifts the emphasis on student’s 
self-directed study. Monitoring and evaluation of stu-
dents’ knowledge is an important problem in the theory 
and methodology of teaching and one of the main parts 
of the learning process. The assessment should meet 
certain requirements and must be objective, systematic, 
educational, diagnostic, formative, managerial, develop-
mental, evaluative, comprehensive, as well as covering 
all parts of the educational process and promoting its de-
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velopment and improvement. Over time, the forms and 
methods of assessing the students’ proficiency change, 
but their aim remains the same – namely, the objective 
verification of the level of acquired knowledge, stimula-
tion of systematic self-directed work and cognitive activity 
of students, evaluation of the effectiveness of self-
directed and individual work of students, their ability to 
work with educational, reference, methodical literature. In 
this context, of particular importance are methods for as-
sessment of learning outcomes, and thus the issues of 
using and developing the test methods of control are 
relevant.  

The aim of the research is to provide theoretical sub-
stantiation for feasibility of test assignments, to determine 
their methodological peculiarities in the setting of higher 
medical educational institutions, and to develop the rele-
vant guidelines for the implementation of test control 
techniques in higher medical education. We will provide 
the system of test tasks, focused on assessing the stu-
dents’ level of mastering the training material and sub-
stantiate the didactic purposes of each suggested test 
task.  

The methodology for assessment of learning out-
comes has already been extensively studied [1; 4; 5; 6; 8; 
10]. It should be noted that traditional methods for profi-
ciency assessment are sometimes rather out-of-date, 
since they are often subjective and do not involve the re-
constructive and creative levels of mastering the knowl-
edge. Current and periodic types of assessment are very 
important and teachers often encounter difficulties asso-
ciated with their implementation. Most often, difficulties 
arise due to the following features of teaching work: 

• impossibility of assessing the comprehensiveness of 
mastering the material in large groups of students 
(checking only by formal criteria); 

• teacher’s workload with routine checking of stu-
dents’ papers, development of didactic materials during a 
short period of time; 

• possible bias of the teacher; 
• mismatching requirements of different teachers to 

assess students’ knowledge; 
• distorted credibility of proficiency assessment due to 

students’ cheating. 
Traditional check-up of learning outcomes stimulates 

academic activity of students, but does not fully satisfy 
with professional and scientific needs, required by the 
modern society. It is necessary to point out that assess-
ment of students’ learning outcomes in higher medical 
and pharmaceutical education is particularly important, 
since medical errors can harm the human life and health. 
Consequently, it is necessary to introduce a system for 
monitoring with maximum objectivity and possibility of 
measuring the assessment using the qualitative and 
quantitative indicators. In recent years, test techniques 
have become widespread, as one of the forms of assess-
ing the learning outcomes. A test is a standardized, often 
time limited assignment, intended to measure the re-
spondents’ knowledge and abilities [2]. The test tasks are 
based on special training material, which has undergone 
the experimental validation and contributes to the objec-
tive assessment of the level of the acquired knowledge.  

When preparing the test tasks, it is important to keep 
in mind that test results should be reliable and unambi-
guous. Moreover, it is necessary to bear in mind that test 
methodology for assessing proficiency is a complex 
process that involves the preparation of didactic material, 
taking into account the psychological characteristics of 

students, its analysis and unification. When compiling the 
test tasks, it is necessary to take into account the follow-
ing aspects: 

• a test should not target only advanced students or 
non-achievers; 

• the teacher should not influence the assessment re-
sults; 

• the number of tasks in the test block should be pro-
portional to the share of the topic in section; 

• a test should not be overloaded with secondary 
terms and statements; 

• test tasks should not focus on mechanical memoriz-
ing (accurate reproduction of the structure of the material 
from the textbook), etc. 

The effectiveness of test methods for assessing stu-
dents’ knowledge also depends on the compliance with 
psychological and pedagogical requirements for their ap-
plication: it is necessary to implement the test techniques 
gradually, maintain organizational clarity in conducting 
test assessment (determining the time to complete the 
task, adequate explaining the test tasks, providing each 
student with a standard response form), and provide the 
compulsory analysis of test results. 

Taking into account the given methodological recom-
mendations and features of the curriculum, the teacher 
must adequately select the form of test tasks. In the set-
ting of higher medical educational institutions, where the 
priority task is the formation of professional competence 
[3; 7], we consider it appropriate to use the following 
types of test tasks: 

• open test tasks with multiple choices; 
• test assignments for identifying the correspon-

dences; 
• test assignments for matching parts; 
• test assignments for completion of statements; 
• tasks for contrasting or comparing; 
• task for reproduction of the correct sequence; 
• tasks for reconstitution of parts; 
• alternative response (closed test tasks); 
• creative tasks which require additional self-directed 

study of the training material. 
In higher medical education, it is recommended to 

use open and closed forms of test tasks [8]. The closed 
form of test tasks involves the selection of one or more 
variants of the answer from several proposed ones. Such 
tasks make it possible to use time economically in class, 
to demonstrate the skills of logical mastering the training 
material, to achieve the unification of requirements to 
knowledge control. Blocks of such test tasks can be pre-
sented in different ways. It is justified to use test ques-
tions with four variants of answer [2]. Each task should 
start with a clear statement of the question. Next, it is 
necessary to form a complete correct answer and pre-
sent it along with the unnecessary ones. It is advisable to 
use the closed-form test tasks, since they involve the re-
production of training material according to the principles 
of classification, cycling, cumulation; test tasks that in-
volve the reproduction of the correct sequence of state-
ments, establishment of causal relationship between 
phenomena, comparison or contrast. 

Testing is both a training exercise and a means of 
control. The use of test tasks as a means of training is 
effective and justifiable from the point of view of didactics 
and psychology. The restricted time limit for testing pro-
cedure and availability of standard answers streamline 
the learning process, whereas the focus on active mental 
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activity and objectivity of the results create a positive atti-
tude towards the subject which is being studied. 

Nowadays, test methods for proficiency assessment 
are constantly changing and improving, blank testing is 
replaced by computers. An important methodological is-
sue is the choice of adequate methods for test assess-
ment of students’ knowledge at medical universities. 

In the process of developing professionally-oriented 
test tasks that ensure the level of professional knowledge 
of students, it is necessary to pay attention to the tasks 
that enable to assess the students’ ability to use knowl-
edge in practice, taking into account the interdisciplinary 
and cross-curriculum connections, the level of self-
sufficiency in acquiring the knowledge. The examples of 
such tasks are as follows: 

• formative assessment closed test tasks (simple mul-
tiple choice); 

• retrospective tasks aimed at the practical mastering 
of educational material; 

• original tasks for causal dependence, the conformity 
of parts, the reproduction of the correct sequence of 
parts; 

• constructive tasks, which consist in adding several 
variants with one’s own responses, which involves the 
self-directed processing of additional information by stu-
dents; 

• initiative tasks; 
• task with a pre-included error or unnecessary infor-

mation; 
• graphic tasks that make it possible to classify the 

previous material and identify the skills of analysis and 
generalization in students. 

The suggested test tasks allow to form a clear multi-
level system of rating control and thus intensify the cogni-
tive activity of students. Such tasks are feasible in terms 
of information technologies (computer testing), as well as 
traditional methods (blank testing). 

The system of test tasks can be easily integrated with 
modern technologies (the Test W-2 diagnostic system). It 
has a user-friendly interface available and allows to con-
trol and assess the knowledge both during lessons and in 
the process of retaking the missed classes. This system 
is time-saving and it eliminated the possibility of cheating 
on a test [9; 11].  

The Test-W2 test editor is actively used by teachers 
to assess students’ proficiency. Among its advantages, it 
is also possible to distinguish the following: 

• identifying the individual testing parameters (number 
of questions, testing time, etc.); 

• the use the assessment scale with 2, 5, 6, 9 or 12 
points; 

• testing with diagnostics (in the process of testing, 
the correct and incorrect answers are indicated); 

• protection of tests and testing protocol from unau-
thorized actions; 

• operation in the local computer network. 
In developing the test tasks, the following require-

ments should be taken into account: unambiguity, stan-
dartization, short duration, validity and convenience for 
check-up. 

Further recommendations for developing the test 
tasks are: 

• the wording of the question part in the task should 
be accurate, concise, unambiguous and understandable; 

• the form of statement of test tasks should not 
change within one block of assignments; 

• if a response involves a certain calculation proce-
dure, then it should be simple and should not require the 
use of technical devices; 

• test assignments are accompanied by one instruc-
tion to perform, which changes in case of changing the 
form of the test; 

• the instructions, the question part of the test and the 
answer options should differ in font and color for better 
visualization. 

At the same time, it should be noted that test as-
sessment of proficiency (both blank and computer ver-
sions) does not provide sufficient communicative interac-
tion between a student and a teacher, and therefore it 
sometimes may be subjective. Therefore, tests should 
not be the only method in the teacher’s didactical arsenal 
and should not completely replace the communication-
based assessment techniques. In other words, a reason-
able combination of different assessment methods is es-
sential. 

Thus, targeted and methodically thought-out work 
with test assignments at higher medical educational insti-
tutions is one of the effective ways of forming the compe-
tence of future specialists in the field of medicine and 
healthcare. The testing method is recognized globally as 
a reliable and objective one. Its advantages are as fol-
lows: relative ease of implementation; the minimum ex-
penses of training time and teacher’s time to check the 
papers (testing is also referred to as “the express 
method”); the possibility of checking the quality of mas-
tering the knowledge in both theoretical and practical ma-
terial; diversification of the learning process as such; 
promoting the computerization processes of the learning 
process. Adequately selected forms of test tasks and ap-
propriate didactic material can significantly reduce the 
time for proficiency assessment, and help the teacher to 
update the training course. The prospects for study con-
sist in further in-depth research of the potential of test 
methodology in assessing the learning outcomes of 
medical students. 
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ІНФОРМАЦІЯ ДЛЯ АВТОРІВ 
 

З метою дотримання міжнародних правил оформлення, авторам рекомендується ознайомитися з “Єдиними Вимо-
гами до Рукописів для Біомедичних Журналів” на www.icmje.org. 

У якості невід’ємної частини процесу публікації, автори, рецензенти і редактори повинні повідомити про будь-які 
конфлікти інтересів і надати детальну інформацію, підписавши форму Заяви про Службову Етику та надіславши її на ад-
ресу редакції журналу. Автори рукописів зобов’язані поважати право приватності пацієнта. Перед початком дослідження 
пацієнт повинен заповнити і розписатися у формі Заяви про Інформовану Згоду. До статті додається акт експертної 
комісії про відсутність конфіденційної інформації та направлення установи. В направленні засвідчується, що жодна час-
тина рукопису не була опублікована і не прийнята до друку іншими виданнями. 

Статті публікуються українською, російською або англійською мовами. Авторський оригінал подається у двох 
примірниках, що складаються із основного тексту (стаття – 15 сторінок, огляд – 20 сторінок, коротке повідомлення – 7 
сторінок); списку літератури (статті – до 20, огляди – до 50, короткі повідомлення – до 15 джерел); таблиць; ілюстрацій 
(не більше 4); назв рисунків; анотацій українською, російською та англійською мовами (орієнтовно 250 слів), що повинні 
містити обґрунтування мети, матеріалів та методів, результати дослідження. 

На першій сторінці зазначаються: шифр УДК; прізвища авторів, ініціали, наукові ступені та звання; назва статті; уста-
нови, де працюють автори, місто; ключові слова – від 5 до 10 слів або словосполучень, що розкривають зміст статті. Назва 
статті російською, українською та англійською мовами повинна бути стислою і не перевищувати 120 символів. Підзаголовок є 
прийнятним. Текст статті повинен бути структурований наступним чином: вступ, мета, матеріал і методи, результати та висно-
вок. На останній сторінці тексту власноручні підписи всіх авторів: прізвище, ім’я та по-батькові, поштова адреса, номери 
телефонів (службовий, домашній), за якими редакція буде контактувати із авторами. Подаючи статтю до редакції, автори тим 
самим підтверджують оригінальність роботи. Це означає, що авторські права або будь-які інші права власності третіх осіб не 
порушуються. Підписами автори засвідчують, що жодна частина рукопису не була опублікована і не прийнята до друку іншими 
виданнями. Текст друкується шрифтом не менше 2,8 мм на білому папері через два інтервали, на аркушах формату А4 
(210×297 мм), поля з усіх боків по 20 мм. Крім двох роздрукованих копій, матеріал потрібно надати на компакт-диску, текст 
статті повинен бути у форматі Microsoft Word. Латинські терміни, іншомовні слова повинні бути надруковані курсивом. Тільки 
загальновживані скорочення можуть подаватися без пояснення. Скорочення у назві статті не є прийнятними. Всі величини 
приводяться в одиницях СІ, однак допустимими є й інші загальновживані позначення та одиниці вимірювання (I, min., h, C, Da, 
cal). Ілюстрації (рисунки, фотографії) повинні бути пронумеровані. Назви рисунків повинні бути надруковані на окремій 
сторінці. Малюнки повинні бути виконані з використанням інструментів, доступних у текстових редакторах або в Excel. 
Фотографії повинні бути високоякісними. Таблиці розміщуються на окремих аркушах, нумеруються послідовно, кожна сторінка 
супроводжується коротким заголовком. Рисунки є доповненням до тексту статті і не повинні повторювати інформації, поданої у 
рукописі. На звороті рисунків олівцем ставлять їхні порядкові номери, зазначають прізвище першого автора, скорочену назву 
статті. Список літератури оформлюється на окремих сторінках без скорочень. Автори подаються за абеткою, спочатку джерела 
кирилицею, потім латиницею. Посилання у тексті позначаються цифрами у [квадратних] дужках. Порядок оформлення списку 
літератури: для монографій – Прізвище, ініціали. Назва книги. Місце видання: видавництво, рік видання. Кількість сторінок; 
для журналів – Прізвище, ініціали. Назва статті. Назва журналу. Том, номер. Рік: сторінки, на яких вміщено статтю. 

Одночасно, автори надають повний переклад тексту, підрисуночних підписів і табличних матеріалів англійською 
мовою. У переліку використаної літератури посилання, наведені кирилицею, транслітеруються із застосуванням програ-
ми “Trans 1.02” або подібних програм. 

Усі рукописи журналу рецензовані незалежними експертами. Процедура рецензування включає перевірку статті 
протягом двох тижнів двома спеціалістами, призначеними редакційною радою. Рукопис із рецензією надсилається автору 
для внесення коректив перед остаточним поданням статті до редакції журналу. 

Після публікації статті автори передають авторські права редакції журналу. Редакція залишає за собою право 
змінювати і виправляти рукопис, однак внесені корективи не повинні змінювати загального змісту та наукового значення 
статті. 

Залучаючи до дослідження пацієнтів, автори несуть відповідальність за виконання етичних стандартів 
Гельсінкської декларації 1975 із поправками 2005 року. Рукопис повинен містити наступний пункт: “Ми заявляємо, що під 
час дослідження права пацієнтів були враховані у відповідності до вимог Гельсінкської конвенції”. При виникненні 
сумнівів щодо відповідності рукопису до вимог Гельсінкської декларації, автори будуть зобов’язані відзвітуватися про 
сумнівні аспекти дослідження і обґрунтувати підстави свого підходу. 

Якщо дослідження виконується без залучення лабораторних тварин, рукопис повинен містити наступний пункт: 
“Ми заявляємо, що ми не проводимо досліджень на тваринах”. Дослідження, які проводяться на тваринах, повинні 
відбуватися у відповідності із встановленими інституціональними нормами використання лабораторних тварин. Науковці 
повинні керуватися принципами гуманного ставлення до тварин, що використовуються в дослідах. Необхідно подати на-
ступну інформацію: вид тварин, генетичний статус: лінія (згідно правил стандартного позначення ліній лабораторних 
тварин); категорія лабораторних тварин або їх мікробіологічний статус; маса та вік тварин на початку експерименту; ка-
рантин або тривалість періоду акліматизації під час перевезення тварин на великі відстані; утримання тварин під час ек-
сперименту (параметри мікроклімату, температура, вологість, об’єм повітря, світловий режим, тип клітки, тип підстилки). 
Автори повинні підтвердити відповідність нормативам утримання та годування тварин (Європейська конвенція по захис-
ту хребтових тварин, що використовуються з експериментальною або іншою метою. – Страсбург, 1986), наявність 
сертифікату якості, а також повідомити джерело набуття тварин. Необхідно описати всі процедури, які виконуються на 
тварині, дози препаратів, що вводилися, хірургічні втручання та інші дії, а також відмітити використання при цьому 
методів анестезії (див. інформацію про Права Людини і Тварини). 

Ці правила поширюються на всі види рукописів, у тому числі статті, короткі доповіді, коментарі до клінічних ви-
пробувань. Рукописи, які не відповідають цим вимогам, будуть повернені авторам для корекції. 
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