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пОкАзники прООксидАнтнО-АнтиОксидАнтнОЇ систеМи 
печінки при експериМентАльнОМу АнтиФОсФОліпіднОМу 
синдрОМі тА зАстОсувАнні l-Аргініну

Вступ. Антифосфоліпідний синдром, в основі розвитку якого лежить автоімунний механізм, нерідко 
є причиною невиношування вагітності, тромбозів судин різної локалізації, інсультів, серцево-судинних та 
інших захворювань, що супроводжуються істотною активацією вільнорадикальних процесів. Патогенез 
ураження печінки при антифосфоліпідному синдромі вивчено недостатньо.

Мета дослідження – встановити зміни показників прооксидантно-антиоксидантної системи і тка-
нинного дихання в печінці при експериментальному антифосфоліпідному синдромі та застосуванні L-ар-
гініну.

Методи дослідження. Дослідження проводили на мишах лінії BALB/с. Антифосфоліпідний синдром 
моделювали за допомогою кардіоліпіну, який емульгували в 75 мкл повного ад’юванту Фрейнда, наступні 
ін’єкції проводили з неповним ад’ювантом Фрейнда. Кардіоліпін вводили внутрішньом’язово 4 рази (30 мкг 
на одну ін’єкцію, проміжки між ін’єкціями становили 14 діб). Для корекції використовували L-аргініну гідро-
хлорид (25 мг/кг) – один раз на день упродовж 10 діб після формування антифосфоліпідного синдрому. В 
тканині печінки досліджували активність та вміст компонентів антиоксидантної системи (супероксид-
дисмутази, каталази, відновленого глутатіону). Рівень продуктів вільнорадикального окиснення ліпідів 
визначали за вмістом гідропероксидів ліпідів та ТБК-активних продуктів. Стан енергозабезпечувальних 
процесів мітохондрій досліджували за активністю сукцинатдегідрогенази та цитохромоксидази. Концен-
трацію білків визначали за методом Лоурі. 

Результати й обговорення. При антифосфоліпідному синдромі в печінці відзначено порушення рів-
новаги у функціонуванні прооксидантно-антиоксидантної системи (підвищення активності супероксид-
дисмутази і каталази, зменшення вмісту відновленого глутатіону, зростання рівня гідропероксидів ліпі-
дів, ТБК-активних продуктів), електронно-транспортного ланцюга мітохондрій (зниження активності 
сукцинатдегідрогенази, цитохромоксидази). На фоні введення L-аргініну при експериментальному анти-
фосфоліпідному синдромі встановлено відновлення активності та вмісту компонентів антиоксидантної 
системи, ензимів електронно-транспортного ланцюга мітохондрій, зниження вмісту гідропероксидів 
ліпідів і ТБК-активних продуктів у печінці. 

Висновок. За умов експериментального антифосфоліпідного синдрому L-аргінін зменшує прояви 
оксидативного стресу та відновлює активність ензимів електронно-транспортного ланцюга мітохондрій 
у тканині печінки мишей лінії BALB/с. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: антифосфоліпідний синдром; печінка; оксидативний стрес; антиоксидантна 
система.

ВСТУП. Антифосфоліпідний синдром (АФС) – 
це автоімунне захворювання, яке характеризу-
ється рецидивними артеріальними або веноз-
ними тромбозами різної локалізації, невиношу-
ванням вагітності, тромбоцитопенією, а також 
неврологічними, серцевосудинними та іншими 
порушеннями [1–3]. 

Антифосфоліпідний синдром поділяють на 
первинний і вторинний. При первинному АФС 
спостерігають синтез антифосфоліпідних антитіл 

(аФЛ). Вторинний АФС розвивається на фоні 
сис темних захворювань сполучної тканини, онко
логічних і гематологічних захворювань, інфекцій, 
васкулітів, приймання деяких лікарських препа-
ратів [4–6]. Катастрофічний АФС може виникну-
ти за умов як первинного, так і вторинного АФС, 
характеризується поширеним тромбозом, що 
призводить до поліорганної недостатності та 
смер ті пацієнтів, незважаючи на проведену ін-
тенсивну терапію. Провокуючими факторами 
для його розвитку можуть стати хірургічні втру-
чання (наприклад, гістеректомія, кесарів розтин, 
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холецистектомія), в тому числі навіть невеликі 
(екстракція зуба, біопсія), відміна антикоагулян-
тів, використання деяких лікарських препаратів 
(найчастіше оральних контрацептивів), онколо-
гічні захворювання [1, 6]. 

Діагностичними маркерами АФС є антифос-
фоліпідні антитіла: 1) антитіла до кардіоліпіну 
(аКЛ); 2) вовчаковий антикоагулянт; 3) антитіла, 
які реагують із комплексом компонентів кардіо-
ліпіну, фосфатидилсерину, фосфатидилінозито-
лу, фосфатидної кислоти; 4) β2глікопроте-
їнІкофакторозалежні антитіла [1, 2, 7]. За су-
часними уявленнями, аФЛ – це гетерогенна 
популяція автоантитіл, що реагують з негативно 
зарядженими, рідше нейтральними, фосфоліпі-
дами та розпізнають широкий спектр антигенних 
детермінант фосфоліпідозв’язувальних антикоа
гулянтних білків (β2глікопротеїнІ, анексин V, 
протромбін). Антифосфоліпідні антитіла – це не 
тільки серологічні маркери, а й важливі патоге-
нетичні медіатори, що викликають розвиток ос-
новних клінічних проявів АФС [3, 8]. При взаємо-
дії аФЛ із фосфоліпідами мембран тромбоцитів, 
клітин ендотелію судин, нейронів, міокардіоцитів, 
гепатоцитів розвивається дисбаланс компонен-
тів коагуляційнофібринолітичних цитокінових і 
кінінових каскадів [1, 8]. 

Антифосфоліпідні антитіла виявляють у 
21 % осіб, які перенесли інфаркт міокарда, у 
20–40 % при ішемічному інсульті, в 5–15 % жінок 
з невиношуванням вагітності, у третини пацієн-
тів із системним червоним вовчаком. Клінічні 
прояви розвиваються у 30–50 % хворих з підви-
щеним вмістом аКЛ. У разі виявлення аФЛ при 
системному червоному вовчаку ризик розвитку 
тромбозів збільшується до 60–70 % [4, 5, 9].

Відомо, що оксидативний стрес сприяє дис-
функції імунокомпетентних клітин і синтезу ав-
тоантитіл та є одним із важливих компонентів 
патогенезу АФС [10, 11]. Встановлено позитивні 
кореляційні зв’язки aКЛ з рівнем F2ізопростанів, 
чутливі маркери пероксидного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) in vivo, що свідчить про посилення окси-
дативного стресу при АФС [11, 12]. Проте в ос-
новному дослідники аналізували роль оксида-
тивного стресу, викликаного aКЛ при АФС, лише 
на рівні плазми. Водночас клітинні та молеку-
лярні механізми розвитку і регуляції оксидатив-
ного стресу при цій патології залишаються не-
вивченими [12–14]. 

У хворих з АФС виділяють такі форми пато-
логії печінки: синдром Бадда–Кіарі; обструкцію 
дрібних печінкових вен; вузлову регенераторну 
гіперплазію; інфаркт печінки (трапляється рідко, 
в основному у вагітних при HELLPсиндромі або 
в післяпологовий період); хронічний гепатит [1, 
15, 16].

Незважаючи на існування ряду наукових 
досліджень, присвячених вивченню значення 
оксидативного стресу в механізмах розвитку 
АФС [8, 11, 13, 17], його роль у патобіохімічних 
механізмах ураження печінки при цій патології 
залишається недостатньо з’ясованою. 

Мета дослідження – встановити зміни показ-
ників прооксидантноантиоксидантної системи і 
тканинного дихання в печінці при експеримен-
тальному антифосфоліпідному синдромі та за-
стосуванні Lаргініну.

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Дослідження про
водили на 30 мишах лінії BALB/с (самках), яких 
утримували на стандартному раціоні віварію. 
Експерименти виконували з дотриманням прин-
ципів біоетики відповідно до Загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, ухвалених 
на Першому національному конгресі з біоетики 
(Київ, 2000) й узгоджених з положеннями Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин, 
що використовуються для дослідних та інших 
наукових цілей (Страсбург, 1986), і Директиви 
Європейського Союзу 2010/10/63 EU щодо екс-
периментів на тваринах. Антифосфоліпідний 
синдром моделювали за допомогою кардіоліпіну 
(“Sigma”, США), який вводили внутрішньом’язо-
во 4 рази (30 мкг на одну ін’єкцію, проміжки між 
ін’єкціями становили 14 діб) [18]. Для підвищен-
ня ефективності імунної відповіді його емульгу-
вали в 75 мкл повного ад’юванту Фрейнда (пер
ша ін’єкція), наступні ін’єкції проводили з непов-
ним ад’ювантом Фрейнда. Антифосфоліпідний 
синдром формувався через 2 тижні після остан-
ньої ін’єкції кардіоліпіну. 

Піддослідних тварин поділили на 3 групи: 
1ша (контроль) – інтактні тварини; 2га – твари-
ни з експериментальним АФС; 3тя – тварини з 
АФС, яким вводили Lаргініну гідрохлорид (“Sig
ma”, США, 25 мг/кг). Lаргініну гідрохлорид вво-
дили внутрішньочеревно один раз на день, 
повторно, впродовж 10 діб після формування 
АФС. Тварини контрольної групи отримували 
внутрішньочеревно ідентичні об’єми розчинника. 
По 10 мишей із кожної групи виводили з експе-
рименту через 10 діб з моменту підтвердження 
АФС за умов тіопенталнатрієвого наркозу (внут
рішньочеревне введення 1 % розчину з розра-
хунку 50 мг/кг маси тварини). Для дослідження 
використовували 10 % гомогенати печінки. Тка
нину печінки охолоджували в середовищі виді-
лення, яке містило 0,25 М сахарози, 1 мМ ЕДТА 
та 10 мМ трисHClбуфер (рН 7,4) [19]. 

Активність супероксиддисмутази (СОД, КФ 
1.15.1.1) визначали за ступенем зниження від-
новлення нітротетразолію синього за присутнос
ті НАДН2 і феназинметасульфату [20]. Активність 
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каталази (КАТ, КФ 1.11.1.6) досліджували згідно 
з методом [21], фіксуючи зміну оптичної щіль-
ності в результаті реакції пероксиду водню з 
молiбдатом амонiю. Вміст відновленого глутаті-
ону (GSH) визначали за здатністю його вільних 
SНгруп взаємодіяти з 5,5′дитіобіс2нітробен-
зойною кислотою з утворенням тіонітрофеніль-
ного аніона, кількість якого прямо пропорційна 
вмісту GSН [22]. Рівень продуктів вільноради-
кального окиснення ліпідів оцінювали за вмістом 
гідропероксидів ліпідів (ГПЛ) [23] (ґрунтується 
на здатності екстрагованих гептанізопропіловою 
сумішшю ГПЛ інтенсивно поглинати світло при 
довжині хвилі λ=232 нм) і ТБКактивних продук-
тів (ТБКАП) [24] (визначали в реакції з 2тіобар-
бітуровою кислотою). Стан енергозабезпечу-
вальних процесів мітохондрій досліджували за 
активністю сукцинатдегідрогенази (СДГ, КФ 
1.3.99.1) та цитохромоксидази (ЦХО, КФ 1.9.3.1). 
Мiтохондрiї видiляли методом диференцiйного 
центрифугування гомогенату тканини печінки. 
Мiтохондрiальну фракцiю отримували, центри-
фугуючи без’ядерний супернатант протягом 
10 хв при 6500 об./хв. Отриманий осад мiтохон-
дрiй ресуспендували в середовищi видiлення. 
Усi операцiї проводили на холодi. Активнiсть СДГ 
визначали за відновленням феррицiанiду калiю 
до ферроцiанiду калiю сукцинатом пiд дiєю СДГ 
[25]. Принцип методу визначення ЦХО ґрунту-
ється на здатності останньої окиснювати диме-
тилпарафенiлендіамiн i αнафтол з утворенням 
індофенолового синього [26]. Концентрацію 
роз  чинних білків у гомогенаті вимірювали за ме
тодом Лоурі [27]. 

Статистичну обробку даних здійснювали за 
допомогою програми STATISTICA 10. Отримані 
величини порівнювали з використанням Uкри-
терію Манна–Уїтні. Зміни вважали достовірними 
при p≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Встановле-
но, що у печінці тварин з АФС активувались віль
норадикальні процеси. Спостерігали збільшення 
вмісту ГПЛ на 52 % відносно контролю (рис. 1). 
Первинні продукти пероксидного окиснення ліпі-
дів (ГПЛ) не стійкі й швидко розкладаються з 
утворенням вторинних продуктів: альдегідів, ке-
тонів, спиртів [19]. У результаті проведених дослі-
джень встановлено збільшення вмісту ТБКАП – 
на 36 % у печінці тварин з АФС відносно контро-
лю (рис. 2). Основним компонентом ТБКАП є 
малоновий діальдегід, який при взаємодії із SH та 
CH3групами білків пригнічує активність фермен-
тів, сприяє цитолізу, агрегації тромбоцитів і змен-
шенню синтезу простагландинів [19].

Відомо, що інтенсифікація вільнорадикаль-
ного окиснення поєднується з дискоординацією 

в системі прооксиданти – антиоксиданти [28]. 
Порушення балансу між концентрацією активних 
форм кисню (АФК) і компонентів антиоксидант-
ної системи (АОС) призводить до оксидативно-
го стресу, окисного пошкодження ДНК, білків та 
ліпідів [29]. Помірне зростання рівня АФК активує 
ферментативну ланку АОС. На початкових ета-
пах оксидативного стресу збільшення супер
оксидного аніонрадикала може індукувати під-
вищення активності СОД [28]. У наших дослі-
дженнях встановлено компенсаторне зростання 
в печінці активності СОД на 45 % при АФС по-
рівняно з показниками інтактних тварин (рис. 3). 
Отримані результати узгоджуються з даними 
інших дослідників [11]. Встановлено також збіль-
шення активності КАТ на 26 % відносно контро-
лю (рис. 4). Одержані результати можна поясни-
ти підвищенням активності СОД, яка каталізує 
реакцію перетворення супероксиданіона до 
пероксиду водню – єдиного субстрату каталази. 

Рис. 1. Вміст гідропероксидів ліпідів у тканині печінки 
мишей лінії BALB/c за умов експериментального анти
фосфоліпідного синдрому та при застосуванні Lаргініну 
(M±m).

Примітка. Тут і на рисунках 2–5: * – різниця достовірна 
відносно контролю; # – різниця достовірна відносно групи 
тварин з АФС (р<0,05).

Рис. 2. Концентрація ТБКактивних продуктів у тканині 
печінки мишей лінії BALB/c за умов експериментального 
антифосфоліпідного синдрому та при застосуванні 
Lаргініну (M±m).
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Утворений у мітохондріях і цитозолі пероксид 
водню розкладається глутатіонпероксидазою, а 
в пероксисомах – каталазою [28, 30]. Функціо-
нальною основою системи антиоксидантного 
захисту є глутатіонова система, яка бере участь 
в інактивації пероксиду водню та ліпопероксидів, 
виконує захисну функцію для SHгруп у протеї-
нах мембран [10]. У печінці мишей з АФС вста-
новлено виснаження пулу GSH, кількість якого 
зменшувалась на 21 % порівняно з контрольною 
групою (рис. 5). За даними літератури [30], від-
новноокиснювальний потенціал пари GSH/
GSSG наближається до термодинамічної рівно-
ваги з тіоловими групами протеїну і необхідний 
для збереження функціональної цілісності клі-
тини. Зниження рівня GSH в органах і тканинах 
призводить до оксидативного стресу [30].

Нагромадження продуктів ПОЛ спричиняє 
пошкодження генетичного апарату клітин, галь-
мує клітинний поділ, пригнічує окисне фосфори-
лювання [11, 28]. За результатами наших дослі-
джень, у печінці тварин 2ї групи порушувалось 
функціонування ензимів дихального ланцюга 
мітохондрій, про що свідчило зменшення актив-
ності СДГ і ЦХО відносно контролю. 

Встановлено, що на фоні введення Lаргіні-
ну пригнічувалась активність процесів переокис-
нення мембранних ліпідів у печінці: вміст ГПЛ 
зменшувався на 21 %, ТБКАП – на 11 % по
рівняно з показниками групи тварин з АФС 
(рис. 1, 2). Активність СОД у печінці знижувалась 
на 16 %, КАТ – на 14 % порівняно з показниками 
2ї групи (рис. 3, 4). У печінці мишей 3ї групи 
вміст GSH збільшувався на 19 % порівняно з 
показниками групи тварин з АФС (рис. 5). Вста-
новлено також зростання під впливом Lаргініну 
активності мітохондріальних ензимів у печінці 
(СДГ та ЦХО) відносно групи тварин з експери-
ментальним АФС. 

Отже, Lаргінін за умов експериментального 
антифосфоліпідного синдрому проявляє анти-
оксидантні й гепатопротекторні властивості, його 
дія спрямована на відновлення активності та 
вмісту компонентів АОС, ензимів електрон но
транспортного ланцюга мітохондрій, зниження 
рівня ПОЛ у печінці. 

ВИСНОВКИ. 1. За умов експериментально-
го антифосфоліпідного синдрому в тканині пе-
чінки мишей відбувається активація оксидатив-
ного стресу, порушення рівноваги в системі 
прооксиданти – антиоксиданти, що супроводжу-
ється накопиченням продуктів вільнорадикаль-
ного окиснення, дискоординацією активності та 
вмісту компонентів системи антиоксидантного 
захисту й електроннотранспортного ланцюга 
мітохондрій. 

2. Введення Lаргініну при антифосфоліпід-
ному синдромі супроводжується зменшенням 
проявів оксидативного стресу, зокрема знижен-
ням рівня пероксидного окиснення ліпідів у пе-
чінці, відновленням активності та вмісту компо-
нентів антиоксидантної системи й ензимів мі-
тохондріального електроннотранспортного 
ланцюга.

Рис. 3. Активність супероксиддисмутази у тканині 
печінки мишей лінії BALB/c за умов експериментального 
антифосфоліпідного синдрому та при застосуванні 
Lаргініну (M±m).

Рис. 4. Активність каталази у тканині печінки мишей 
лінії BALB/c за умов експериментального антифосфо
ліпідного синдрому та при застосуванні Lаргініну (M±m).

Рис. 5. Вміст відновленого глутатіону в тканині печінки 
мишей лінії BALB/c за умов експериментального анти 
фосфо ліпідного синдрому та при застосуванні Lаргініну 
(M±m).
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О. З. Яремчук, Е. А. Посохова, А. Р. Брик, М. И. Кулицкая, И. П. Кузьмак, Н. Я. Мехно
ТЕРНОПОЛЬСКИй ГОСУДАРСТВЕННЫй МЕДИЦИНСКИй УНИВЕРСИТЕТ ИМЕНИ И. Я. ГОРБАЧЕВСКОГО

пОкАзАтели прООксидАнтнО-АнтиОксидАнтнОй систеМЫ печени 
при ЭкспериМентАльнОМ АнтиФОсФОлипиднОМ синдрОМе  
и приМенении l-АргининА

Резюме 
Вступление. Антифосфолипидный синдром, в основе развития которого лежит аутоиммунный 

механизм, нередко является причиной невынашивания беременности, тромбозов сосудов различной ло-
кализации, инсультов, сердечно-сосудистых и других заболеваний, которые сопровождаются существен-
ной активацией свободнорадикальных процессов. Патогенез поражения печени при антифосфолипидном 
синдроме изучен недостаточно.

Цель исследования – установить изменения показателей прооксидантно-антиоксидантной системы 
и тканевого дыхания в печени при экспериментальном антифосфолипидном синдроме и применении 
L-аргинина.

Методы исследования. Исследования проводили на мышах линии BALB/с. Антифосфолипидный 
синдром моделировали с помощью кардиолипина, который эмульгировали в 75 мкл полного адъюванта 
Фрейнда, последующие инъекции проводили с неполным адъювантом Фрейнда. Кардиолипин вводили 
внутримышечно 4 раза (30 мкг на одну инъекцию, промежутки между инъекциями составляли 14 суток). 
Для коррекции использовали L-аргинина гидрохлорид (25 мг/кг) – один раз в день на протяжении 10 суток 
после формирования антифосфолипидного синдрома. В ткани печени исследовали активность и содер-
жание компонентов антиоксидантной системы (супероксиддисмутазы, каталазы, восстановленного 
глутатиона). Уровень продуктов свободнорадикального окисления липидов определяли по содержанию 
гидропероксидов липидов и ТБК-активных продуктов. Состояние энергообеспечивающих процессов ми-
тохондрий исследовали по активности сукцинатдегидрогеназы и цитохромоксидазы. Концентрацию 
белков определяли по методу Лоури.

Результаты и обсуждение. При антифосфолипидном синдроме в печени отмечено нарушение 
равновесия в функционировании прооксидантно-антиоксидантной системы (повышение активности 
супероксиддисмутазы и каталазы, уменьшение содержания восстановленного глутатиона, возрастание 
уровня гидропероксидов липидов, ТБК-активных продуктов), электронно-транспортной цепи митохондрий 
(снижение активности сукцинатдегидрогеназы, цитохромоксидазы). На фоне введения L-аргинина при 
экспериментальном антифосфолипидном синдроме установлено восстановление активности и содер-
жания компонентов антиоксидантной системы, энзимов электронно-транспортной цепи митохондрий, 
снижение содержания гидропероксидов липидов и ТБК-активных продуктов в печени.

Вывод. В условиях экспериментального антифосфолипидного синдрома L-аргинин уменьшает про-
явления оксидативного стресса и восстанавливает активность энзимов электронно-транспортной 
цепи митохондрий в ткани печени мышей линии BALB/с.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антифосфолипидный синдром; печень; оксидативный стресс; антиоксидант-
ная система.
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pArAMeters of liVer prooXiDAtiVe-AntioXiDAnt systeM in cAses 
of eXperiMentAl AntiphospholipiD synDroMe AnD l-Arginin 
administration

Summary
Introduction. Antiphospholipid syndrome (APS) that is developed due to underlying autoimmune mechanism 

often causes miscarriage, vessels thrombosis of different localization, cerebrovascular accident, cardiovascular and 
other diseases that are accompanied by significant activation of free radical processes. Pathogenesis of liver damage 
in cases of APS has not been adequately studied.

The aim of the study – to establish the changes in parameters of prooxidative-antioxidant system and tissue 
respiration in liver in cases of experimental antiphospholipid syndrome and L-arginine administration.

Research methods. Mice of BALB/c line were used in the research. The APS was modeled using cardiolipin 
emulsified in 75 complete Freund's adjuvant; subsequent injections were administered with incomplete Freund's 
adjuvant. Cardiolipin was injected intramuscularly four times at a dose of 30 µg per 1 injection with 14-day intervals 
between the injections. For correction, L-arginine hydrochloride (25 mg/kg) was administered once daily during 10 
days after APS development.

The activity and content of antioxidant system components (superoxide dismutase, catalase, reduced glutathione) 
were investigated in liver tissue. The level of lipid peroxidation products was determined by the content of lipid 
hydroperoxides and TBA-active products. The state of energy-supplying processes of mitochondria was studied 
due to the activity of succinate dehydrogenase and cytochrome oxidase. The concentration of proteins was determined 
by Lowry method.

Results and Discussion. In cases of APS in liver the imbalance in functioning of prooxidative antioxidant 
system (increased activity of superoxide dismutase and catalase, decrease in the content of reduced glutathione, 
increase in the level of lipids hydroperoxides, TBA-active products), of mitochondrial electron transport chain (decrease 
in the activity of succinate dehydrogenase, cytochrome oxidase) in cases of experimental antiphospholipid syndrome 
was evidenced. In cases of experimental APS in presence of L-arginine administration, the re-establishment of 
activity and content of antioxidant system components, enzymes of mitochondrial electron transport chain, decrease 
in content of lipid hydroperoxides and TBA-active products in liver was proved.

Conclusion. In cases of experimental antiphospholipid syndrome, L-arginine, in the event of its repeated 
administration, reduces manifestations of oxidative stress and reactivate enzymes of mitochondrial electron transport 
chain in liver tissue of BALB/c mice.

KEY WORDS: antiphospholipid syndrome; liver; oxidative stress; antioxidant system; mitochondrial 
enzymes.
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