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Досліджено активність 5'-нукпеотидази плазматичних мембран гепатоцитів та клітин мозку щурів 
при дії етанолу. Встановлено їїршке зростання протягом всього періоду експерименту. Показано, що введення 
оцтовокислого цинку приводить до нормалізації активності досліджуваного ферменту плазматичних мембран 
гепатоцитів та клітин мозку щурів за умов хронічної алкогольної інтоксикації.
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Вступ
Біологічні мембрани належать до числа головних структурних елементів клітини, відповідальних за її 

цілісність [1]. Однією з характеристик та важливих функцій біологічних мембран є селективна проникність для 
різноманітних речовин, що забезпечує компартменталізацію та цілісність метаболічних процесів у клітині. 
Кардинальні клітинні процеси, такі як поділ, клітинна взаємодія, адаптивні зміни, біоенергетичні процеси, 
пов’язані зі структурно-функціональним станом мембран, який визначається сукупністю ендо- та екзогенних 
чинників [2, 3].

При алкоголізмі спостерігаються структурні зміни плазматичних мембран різних клітин. При 
тривалому впливі етанолу змінюється проникність клітинних мембран [1, 4]; зміни спостерігаються в 
плазматичних мембранах різного походження, субклітинних мембранах, у тому числі синаптосомальних і 
мітохондріальних, ліпосомах та інших модельних мембранах [4, 5].

Результати експериментальних та клінічних досліджень дозволяють обґрунтовано говорити про те, що 
для розуміння молекулярних основ дії етанолу і шляхів розвитку толерантності живих організмів до його дії 
необхідно зрозуміти механізм впливу етанолу на ліпіди мембран.

Сьогодні вважається, що етанол здатний впливати на ліпіди як безпосередньо, так і через вплив на 
процеси їх моделювання (взаємоперетворення та синтезу), синтез ліпідних медіаторів (тромбоцит-активуючий 
фактор, простаноїди) та ліпід-опосередковані сигнальні шляхи.

Показано, що середні та високі дози етанолу значно підвищують текучість ліпідів клітинних мембран [4, 
6, 7]. У сучасних роботах встановлено, що високі концентрації етанолу здатні призвести до порушення 
двошарової структури плазматичної мембрани шляхом утворення структур, які нагадують інвертовані міцели. 
У межах зазначених структур змішуються ліпіди з протилежних шарів мембрани, що призводить до її 
незворотніх пошкоджень [7, 8, 9].

На сьогоднішній день відсутні системні дослідження ліпідного складу плазматичних мембран багатьох 
органів за умов розвитку хронічної алкогольної інтоксикації. Дослідження цього показника при формуванні 
даної патології є важливим не лише для оцінки їх структурно-функціонального стану, а і для з’ясування 
біохімічних механізмів їх корекції.

Дослідженнями останніх років доведено, що стаціонарний рівень перекисів ліпідів у нормально 
метаболізуючих тканинах зумовлений збалансованістю функціонування систем їх генерації та утилізації, тобто 
взаємопов’язаним функціонуванням ВРО, зокрема ПОЛ, та ендогенних антиоксидантів [2, 6, 10]. Існують дані, 
що ефекти етанолу зумовлені його взаємодією зі специфічними рецептивними полями клітинних мембран [11]. 
На сьогодні немає однозначної відповіді щодо впливу етанолу на функціонування основних мембранозв’язаних 
ферментів, зокрема 5’-АМФази, яка як маркер ферментів, зв’язаних із зовнішньою поверхнею мембран клітин, 
використовується для визначення перебігу численних патологічних станів організму. Визначення змін у
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функціонуванні зазначеного ензиму плазматичних мембран гепатоцитів та клітин мозку дозволить краще 
зрозуміти біохімічний механізм тривалого впливу етанолу на життєдіяльність цих клітин та оцінити можливий 
протекторний ефект іонів цинку. Тому метою нашої роботи було визначити вплив оцтовокислого цинку на 
активність 5'-АМФази в плазматичних мембранах гепатоцитів та клітинах мозку щурів в умовах хронічної 
алкогольної інтоксикації.

Матеріали і методи
В дослідах використовували білих щурів лінії Вістар обох статей масою 180-220 г. Щурів утримували на 

стандартному раціоні віварію. Експериментальна алкогольна інтоксикація викликалась за методикою 
М.Х. Халілова та Ш. А. Закірходжаєва: 40° етиловий спирт вводився перорально з розрахунку 2 мл на 100 г 
маси тварини раз на добу протягом 21 діб [12]. Дослідження проводили на 4, 6, 11, 16 та 21 добу після початку 
експерименту. Гепатоцити отримували в 1 % розчині тритону Х-100 у співвідношенні тканина : розчин 1 : 3 за 
методикою [13] на 4, 6, 11, 16 та 21 добу після початку експерименту.

Осад плазматичних мембран ресуспендували в середовищі гомогенізації, нашаровували в центрифужних 
пробірках поверх рівного об’єму 26%-ної сахарози та центрифугували при 102000§ протягом 60 хв. 
Плазматичні мембрани концентрувались на межі суспензія-сахароза [14]. Одержаний супернатант 
використовували для визначення активності досліджуваного ферменту.

5'-АМФаза (5’-нуклеотидаза) гідролізує аденозин-5'-монофосфат з утворенням фосфорної кислоти. 
Активний центр ферменту розташований на зовнішній поверхні мембрани. Принцип методу полягає у 
визначенні кількості Фн, що утворюється у результаті гідролізу аденозин-5'-монофосфату (АМФ) [15]. Після 
проведення реакції проби аналізували на наявність Фн з застосуванням методу Фіске-Суббароу [16]. Для цього 
у всі проби наливали 0,5 мл 2,5% молібдата аммонію, який був приготовлений в розчині 5 Н Н2804, 0,5 мл 2% 
розчину аскорбінової кислоти і 1 мл бідистильованої води. Проби інкубували 30 хв (для оптимального 
пофарбування), потім центрифугували 10 хв. при 200° (для осадження білку). Екстинкцію супернатанту 
вимірювали на спектрофотометрі при довжині хвилі 680 нм проти контролю. Кількість фосфату визначали за 
стандартною кривою. Експериментальні дані оброблялись загальноприйнятими методами варіаційної 
статистики [17]. Для визначення достовірності відмінностей між двома вибірками використовували критерій 
Стюдента (І).

Результати і обговорення
5'-нуклеотидаза (5'-АМФаза) (5'-рибонуклеотид фосфогідролаза, КФ 3.1.3.5) слугує загальновідомим 

маркером запальних процесів, тому зміни її активності дозволяють судити про перебіг численних патологічних 
станів організму. Зокрема, зміни активності даного ферменту використовуються як діагностичний та 
прогностичний тест при захворюваннях шлунково-кишкового тракту [18].

При дослідженні активності 5'-нуклеотидази плазматичних мембран гепатоцитів щурів за умов хронічної 
алкогольної інтоксикації нами було встановлено її різке зростання протягом всього періоду експерименту в 4, 6 
та 7 разів у порівнянні з контролем на 4-ту, 7-му та 11-ту доби, відповідно. На 21-шу добу активність 5'- 
нуклеотидази була найвищою -  майже ВІЗ разів більшою відносно контрольних показників (рис. 1).

При введенні оцтовокислого цинку за дії етанолу в гепатоцитах щурів також спостерігалось зростання 
активності даного ферменту в 2 рази на 4-ту, 7-му та 11-ту доби в порівнянні з контролем. На 16-ту та 21-шу 
доби активність 5'-нуклеотидази значно зростала: в 6 і 7,3 рази відповідно. Однак, в порівнянні з відповідними 
строками експерименту за умов хронічної алкогольної інтоксикації активність 5'-нуклеотидази була значно 
нижчою: в 2 рази на 4-ту і 21-шу доби й у 3 рази на 7-му та 11-ту доби дослідження (рис. 1).

При дослідженні дії етанолу на активність 5'-нуклеотидази плазматичних мембран клітин мозку щурів 
нами було встановлено її зростання протягом всього періоду експерименту: на 4-ту (в 3 рази), 7-му (в 2 рази) та 
16-ту доби (в 2,3 рази), відповідно, в порівнянні з контролем. На 21-шу добу експерименту зростання 
активності 5'-нуклеотидази було найвищим -  у 4,5 рази більшим у порівнянні з контролем (рис. 2).

Введення оцтовокислого цинку за умов хронічної алкогольної інтоксикації також призводило до 
зростання активності досліджуваного ферменту плазматичних мембран клітин мозку щурів на всіх етапах 
дослідження й перевищувала контрольні показники в 2,5; 1,8 та 3,5' разів на 4-ту, 7-му та 21-шу доби, 
відповідно. У порівнянні з відповідними етапами за умов алкогольної інтоксикації на 4-ту, 11-ту та 21-шу доби 
активність даного ензиму була, відповідно, в 1,2; 1,4 та 1,3 рази нижчою.
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Контроль 4 доба 7 доба 11 доба 16 доба 21 доба

Рис. 1. Активність 5'-нуклеотидази плазматичних мембран гепатоцитів щурів за умов хронічної 
алкогольної інтоксикації.

(* Р <0,05 у порівнянні з контролем)

Рис. 2. Активність 5'-нуклеотидази плазматичних мембран клітин мозку щурів за умов хронічної 
алкогольної інтоксикації.

(* Р < 0,05 у порівнянні з контролем)

5'-нуклеотидаза є субстратспецифічною фосфогідролазою, яка виявлена в мембранах клітин багатьох 
тканин (серця, шлунка, печінки, нирок, легень, мозку, м’язів, кишечнику та ін). Мембранна форма 5-АМФази 
(ектоензим) розміщується з зовнішнього боку плазматичних мембран та використовується як маркер ферментів, 
зв’язаних із зовнішньою поверхнею мембран клітин. Фермент прикріплений до поверхні мембрани 
глікозилфосфатидилінозитним залишком, який посттранскрипційно приєднується до 8ег-523 амінокислотної 
послідовності під час процесінгу у ендоплазматичному ретикулумі [26, 27]. Мембранна форма 5’-нуклеотидази 
є інтегральним білком плазматичної мембрани, тому здатна взаємодіяти з фосфатидилінозитолом та актином у 
формі нуклеазного комплексу [19].

Зв’язана з мембранами 5'-АМФаза гідролізує нуклеозидфосфати та дезоксинуклеозидфосфати виключно 
як 5’-монофосфати, не проявляючи активності (чи дуже низьку) з 2’- чи З’-монофосфатами [20]. Встановлено, 
що активність ферменту повністю залежить від присутності М§2+. Ця форма 5'-АМФази містить 
структурований іон 2п2+, що, можливо, відіграє роль у стабілізації інтегральної 5'-АМФаза у мембрані. 5'- 
нуклеотидаза під дією фосфоліпаз може вивільнюватися з мембран у цитозоль.

Продукт 5'-нуклеотидази аденозин -  потужний ендогенний регулятор репарації тканин, який виходить з 
травмованих клітин і тканин. Аденозин може сформуватися внутрішньоклітинно й потім бути транспортованим 
у позаклітинне середовище, або може синтезуватись екстрацелюлярно з нуклеотидів аденіну, що виходять з
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травмованих клітин. Аденозин, що синтезується екстрацелюлярно з аденінових нуклеотидів, відіграє головну 
роль в патогенезі фіброзів печінки, тому інгібування його синтезу або блокада аденозинових рецепторів можуть 
попередити розвиток фіброзів печінки [21].

Встановлені нами зміни активності ферменту при хронічній алкогольній інтоксикації узгоджуються з 
результатами інших авторів. В експериментах іп уііго показано, що за умов гострого та хронічного впливу 
етанолу відбувається зростання активності 5'-нуклеотидази тромбоцитів [22, 23]. У експериментах на мишах 
показано, що при введенні етанолу зростання синтезу аденозину, яке супроводжується активацією 
аденозинових рецепторів, призводить до розвитку жирової дистрофії печінки [22].

У експериментах на щурах, які щоденно споживали етанол (3,5 г/кг перорально протягом 7 днів) було 
показано зростання активності ацетил-СоА-синтетази й 5'-нуклеотидази мозку, що супроводжувалось 
збільшенням вмісту ацетату в головному мозку й аденозину в корі головного мозку [24].

Встановлені нами зміни активності 5'-нуклеотидази можуть бути пов’язаними із пошкодженням 
структури мембрани парієнтальних клітин, на що вказують попередньо встановлені нами зміни в її 
фосфоліпідному складі та вмісті продуктів ПОЛ. Нормалізація активності ферменту при введенні 
оцтовокислого цинку може бути пов’язаною із позитивними змінами зазначених показників, що було показано 
у попередніх дослідженнях. Окрім того, при дослідженні певних патологій було встановлено, що існує 
залежність між вмістом цинку, активністю зазначеного ферменту та вмістом МДА -  одного з основних 
продуктів ПОЛ [25].

Висновки
Отже, хронічна алкогольна інтоксикація призводить до зростання активності 5'-нуклеотидази 

плазматичних мембран гепатоцитів та клітин мозку щурів. Введення оцтовокислого цинку сприяє нормалізації 
активності досліджуваного ферменту плазматичних мембран клітин різних органів щурів за умов впливу 
етанолу.
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