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Зміст анотації 

В дисертації розширено концепцію мультифакторної регуляції 

адренокортикальної функції за участю різних систем сигнальної трансдукції 

в клітинах кори надниркових залоз. 

Першим кроком наших досліджень було вивчення змін експресії мРНК 

двох найважливіших сполук, що відіграють вирішальну роль у регуляції 

процесу стероїдогенезу (StAR та цитохрому Р450scc) та їх роль у перенесенні 

сигналу іонів калію в адренокортикоцитах. Підвищення рівня мРНК StAR та 

цитохрому Р450scc має чітко виражену залежність від концентрації калію. 

Отримані результати дозволяють зробити висновок, що в разі дії іонів калію 

на кору надниркових залоз in vitro до посилення процесів стероїдогенезу 

залучені механізми впливу на рівень експресії білка-регулятора швидкої фази 

стероїдогенезу та цитохрому Р450scc, які можуть реалізуватись на рівні мРНК. 

Однією з важливих ланок механізму внутрішньоклітинного переносу 

сигналів агоністів є зміни в активності кінази глікогенсинтази (GSK-3β). 

Тому наступним етапом досліджень стало вивчення залучення цієї кінази у 

перенесенні регуляторних сигналів іонів калію в адренокортикоцитах. 



 

 

 

Високі концентрації калію зменшують кількість GSK-3β вдвічі. 

Навпаки, при зниженні концентрації калію (0,5 ммоль/л) рівень кінази 

глікогенсинтази зростає втричі. З одного боку, низькі концентрації калію в 

середовищі здатні гальмувати синтез альдостерону, а збільшення кількості 

GSK-3β при 0,5 ммоль/л калію може бути конкретним механізмом такого 

гальмування. З другого боку, зростання кількості кінази глікогенсинтази 

може бути реакцією адренокортикоцита на зменшення вмісту калію в 

середовищі. 

Наступним етапом наших досліджень було вивчення залучення 

системи оксиду азоту до процесів регуляції функції надниркових залоз. 

Показано, що іони калію стимулюють експресію обох ізоформ синтази 

оксиду азоту (NOS) в адренокортикальній тканині людини. Проте рівень 

мРНК індуцибельної NOS збільшується в кілька разів інтенсивніше, ніж 

рівень мРНК ендотеліальної NOS. Продемонстровано дію естрадіолу in vivo 

на активність синтази оксиду азоту, яка може брати участь в опосередкуванні 

регуляторних сигналів естрогенів в адренокортикоцитах. Максимальна 

активність ферменту за дії естрадіолу, що спостерігається у плазмі крові, 

зростає в 1,68 разів. Активність NO-синтази також вірогідно збільшується в 

надниркових залозах щурів, що отримували естрадіол (на 21 %). 

Показано, що суттєва роль у трансдукції сигналів в 

адренокортикоцитах належить сигнальному каскаду протеїнкіназ, що 

активуються мітогенами, а саме кіназі ERK1/2, яка бере участь у перенесенні 

сигналів літію, та ядерним факторам транскрипції с-jun і с-fos, експресія яких 

змінюється за дії N-ацильованих похідних етаноламіну (NAE). 

При визначенні рівня протеїнкіназ ERK1 та ERK2, ми спостерігали, що 

їх вміст у надниркових залозах залежить від статі експериментальних тварин. 

Виявилось, що експресія ERK1 і ERK2 є вірогідно нижчою в 

адренокортикальній тканині самиць (у 3,3 та у 1,9 разів відповідно) 

порівняно з тканиною надниркових залоз самців. Крім того, рівень експресії 

ERK1 і ERK2 в тканині надниркових залоз самиць різний, зокрема експресія 



 

 

 

ERK2 вдвічі вища ніж експресія ERK1. 

Показано, що стимуляція синтезу стероїдних гормонів в 

адренокортикальній тканині літієм може відбуватись шляхом залучення 

протеїнкінази ERK1/2. 

До процесів регуляції протеїнкіназних каскадів залучена низка ядерних 

транскрипційних факторів. Дані про визначення впливу ендоканабіноїдів на 

ядерні транскрипційні фактори вкрай нечисленні. Нами показано, що помітне 

зростання вмісту транскрипційних факторів c-fos та с-jun в 

адренокортикальній тканині людини спостерігається вже при концентрації 

суміші NAE 1 мкмоль/л, при збільшенні концентрації суміші NAE до 

10 мкмоль/л рівень фактора c-fos збільшується у 3 рази, а с-jun – у 1,5 разів. 

Вважається, що ефекти канабіноїдів проявляються у впливі на 

апоптичні процеси, тому очікувалося, що їх дія буде посилювати експресію 

мРНК проапоптичного білка Вах в адренокортикоцитах та інтенсивність 

фрагментації ядерної ДНК. За нашими даними, внесення суміші NAE до 

середовища інкубації викликає збільшення експресії мРНК проапоптичного 

фактора Вах та інтенсифікацію фрагментації ДНК в адренокортикоцитах 

людини. 

Отже, формуються нові уявлення щодо месенджерних регуляторних 

впливів у корі надниркових залоз, до якого залучаються значна кількість 

сигнальних каскадів. 

Результати роботи доводять участь низки сигнальних молекул у 

регуляції процесів росту та трансформації в клітинах кори надниркових 

залоз. Отримані дані можуть бути використані в розробці нових підходів до 

корекції трофічних і функціональних процесів у надниркових залозах за умов 

патології. Ці ланки сигнальних каскадів є важливими для розуміння 

молекулярно-біологічних процесів, що лежать в основі патології 

надниркових залоз, та можуть використовуватися для розробки методів 

лікування. 

Ключові слова: кора надниркових залоз, стероїдогенез, трансдукція 



 

 

 

сигналу, протеїнкінази, ядерні транскрипційні фактори, синтази оксиду 

азоту. 
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Annotation content 

Conception of multifactorial regulation of adrenocortical function with the 

participation of different signal transduction systems in the adrenal cortex cells is 

expanded in the thesis. 

Studying the changes in mRNA expression of two most important 

compounds that play a decisive role in regulating the process of steroidogenesis 

(StAR and cytochrome P450scc) and their role in signal transduction of potassium 

ions in adrenocorticocytes was the first step of our research. An increase in StAR 

and cytochrome P450scc mRNA levels has a pronounced dependence on potassium 

concentration. The obtained results allow us to conclude that in a case of potassium 

ion effect on the adrenal cortex in vitro, the mechanisms influencing the level of 

expression of rapid phase of steroidogenic acute regulatory protein and cytochrome 

P450scc that can be realized at the level of mRNA are involved in enhancing the 

processes of steroidogenesis. 



 

 

 

The changes in glycogen synthase kinase (GSK-3β) activity are one of the 

important links in the mechanism of intracellular signal transduction antagonists. 

Therefore, studying the involvement of this kinase in the transduction of regulatory 

signals of potassium ions in adrenocorticocytes was the next stage of the research. 

High potassium concentrations (which lead to stimulation of the 

corticosteroid synthesis) reduce the number of GSK-3β by half. On the contrary, 

with a decrease in potassium concentration (0.5 mmol/L), the level of glycogen 

synthase kinase was increased threefold. On the one hand, low potassium 

concentrations in the medium can inhibit the aldosterone synthesis, and an increase 

in the number of GSK-3β at 0.5 mmol/L potassium can be a specific mechanism of 

such inhibition. On the other hand, increased glycogen synthase kinase can be a 

reaction of adrenocorticocyte to reduced potassium content in the medium. 

The study of the nitric oxide system involvement in regulatory processes of 

the adrenal function was the next stage of our research. 

It has been shown that potassium ions stimulate the expression of both nitric 

oxide synthases (NOS) isoforms in human adrenocortical tissue. However, the 

inducible NOS mRNA level is increased several times more intensively than the 

endothelial NOS mRNA level. The estradiol effect on the activity of nitric oxide 

synthase, which may be involved in the mediated regulatory signals of estrogens in 

adrenocorticocytes, was demonstrated in vivo. The maximum enzyme activity with 

estradiol effect is observed in blood plasma, that is increased by 1.68 times. 

NO-synthase activity is also significantly increased in the adrenal glands of rats 

receiving estradiol (by 21 %). 

It has been shown that a significant role of signals transduction in 

adrenocorticocytes belongs to a signaling cascade of protein kinases, which are 

activated by mitogens, namely ERK1/2 kinase that is involved in the transmission 

of lithium signals, and the nuclear transcription factors c-jun and c-fos, whose 

expression varies with the action of N-acylethanolamine derivatives (NAE). 

Determining the levels of ERK1 and ERK2 protein kinases, we observed 

that their content in the adrenal glands were dependent on the sex of experimental 



 

 

 

animals. Expression of ERK1 and ERK2 was found to be significantly lower in 

adrenocortical tissue of female rats (by 3.3 and 1.9 times, respectively) compared 

with adrenocortical tissue of male rats. In addition, the level of ERK1 and ERK2 

expression in the adrenal tissue of female rats is different, in particular ERK2 

expression is twice as high as ERK1 expression. 

It has been shown that stimulation of steroid hormone synthesis in 

adrenocortical tissue by lithium can be occurred by the involvement of protein 

kinase ERK1/2. 

A number of nuclear transcription factors are involved in the processes of 

protein kinase cascade regulation.  

Data on the determining endocannabinoid effect on nuclear transcription 

factors are not numerous. We have shown that a marked increase in the content of 

the transcription factors c-fos and c-jun in human adrenocortical tissue is already 

observed at a concentration of NAE mixture of 1 μmol/L, the factor c-fos increases 

by 3 times, and c-jun – by 1.5 times with an increase in the concentration of the 

NAE mixture to 10 μmol/L. 

It is considered that cannabinoid effects are manifested by their influence on 

apoptotic processes, therefore, their effect was expected to enhance the mRNA 

expression of the proapoptic protein Bax in adrenocorticocytes and the intensity of 

nuclear DNA fragmentation. According to our data, an increase in mRNA 

expression of the proapoptotic factor Bax and the intensification of DNA 

fragmentation in human adrenocorticocytes are induced by the addition of NAE 

mixture to the incubation medium. 

Consequently, new ideas about the messenger regulatory influences in the 

adrenal cortex, which involve a significant number of signaling cascades, are 

formed. 

The participation of a series of signaling molecules in the regulation of 

growth and transformation processes in adrenocortical cells is proved by results of 

the work. The obtained data can be used in the development of new approaches to 

correct the trophic and functional processes in the adrenal glands under 



 

 

 

pathological conditions. These links of a signaling cascades are important for 

understanding the molecular biological processes underlying the pathology of the 

adrenal glands, and can be used for the development of treatment methods. 

Key words: Adrenal cortex, steroidogenesis, signal transduction, protein 

kinases, nuclear transcription factors, nitric oxide synthases. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

 

11-ОКС − 11-гідроксикортикостероїди 

АІІ – ангіотензин ІІ 

АКТГ  – адренокортикотропний гормон 

ГГАС – гіпоталамо-гіпофізарно-адренокортикальна система 

ДАГ  – діацилгліцерол 

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота 

дНТФ – динуклеотидтрифосфати 

ДФГ  – дифосфатидилгліцерин 

ЕГТА  – етиленгліколь-біс(2-аміноетил)-тетраацетат 

ЕДТА  – етилендіамінтетраацетат 

кДа  – кілодальтон 

кДНК  – комплементарна ДНК 

міРНК – мала інтерферуюча РНК 

мРНК – матрична РНК 

НАДФН – никотинамідадениндинуклеотидфосфат відновлений 

ОГ – оптична густина 

ПКА – протеїнкіназа А 

ПКС – протеїнкіназа С 

ПЛР  – полімеразна ланцюгова реакція 

ПРЛ – пролактин 

РНК – рибонуклеїнова кислота 

АС – аденілатциклаза 

ADP – аденозиндифосфат 

Akt  – протеїнкіназа В, серин-треонінова кіназа 

АР-1 – білок-активатор 1 (транскрипційний комплекс) 

АТР – аденозинтрифосфат 

Bax  – білок, що активує апоптоз 

Всl-2  – антиапоптичний білок 
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cAMP – циклічний аденозинмонофосфат 

с-fos – транскрипційний чинник  

cGMP  – циклічний гуанозинмонофосфат 

c-jun  – транскрипційний чинник 

c-myc  – фактор транскрипції, клітинний онкоген мієлоцитоматозу 

CRE  – cAMP-залежний елемент 

CREB  – (cAMP-response-element-binding) білок, що зв’язує 

cAMP-залежний елемент 

CYP  – гени ферментів родини Р-450 

E2 – естрадіол 

eNOS – ендотеліальна синтаза оксиду азоту 

ERK1/2  – позаклітинні сигнал-регульовані протеїнкінази 1 і 2 

EZH2  – метилтрансфераза гістонів  

FGF2  – фактор росту фібробластів 

Gli – транскрипційний фактор 

GSK – кіназа глікогенсинтази 

HEPES  – N-(2-гідроксиетил)піперазин-N-2-етансульфонова кислота 

IGF-1 – інсуліноподібний фактор росту 1 

iNOS – індуцибельна синтаза оксиду азоту 

JAK  – протеїнкіназа родини «Janus kinase» 

JNK – с-Jun N-кінцева кіназа 

МАРК – кіназа, що активується міогенами 

MARCKS – миристоільований білок, що багатий на аланін 

MC2R  – рецептор адренокортикотропного гормону 

NАЕ – ацильовані похідні етаноламіну 

NАЕс – похідні етаноламіну, ацильовані сумішшю ненасичених жирних 

кислот 

NF-κB – ядерний транскрипційний чинник 

NO – оксид азоту 

NOS – синтаза оксиду азоту 
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NSЕ – стеароїлетаноламін 

p38 – кіназа сімейства мітоген-активованих протеїнкіназ 

Р450scc  – цитохром Р450, що відщеплює бічний ланцюг холестеролу 

Р450с21 – цитохром Р450, С21-гідроксилюючий 

PDE – циклонуклеотидфосфодіестерази 

PDE2  – PDE, що стимулюється cGMP 

Prkar1a  – мишача модель, в якій сигнальний шлях Wnt/β-катенін 

знаходиться в активному стані 

Raf  – серин-/треонінкіназа, яка запускає МАРК шлях  

Ras – онкоген rat sarcoma (фактор сигнальної трансдукції) 

SF-1  – «стероїдогенний фактор 1», білок, що зв’язує промоторна 

ділянка генів стероїдогенних ферментів 

Shh – Sonic Hedgehog, сигнальний шлях 

SMO – Smoothened, рецептор 

StAR – білок-регулятор гострої фази стероїдогенезу(steroidogenic acute 

regulatory protein) 

STAT – транскрипційний чинник  

TNF  – фактор некрозу пухлин 
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ВСТУП 

 

Актуальність теми.  

В останні роки велику зацікавленість викликає інформація стосовно 

численних нових учасників внутрішньоклітинних сигнальних систем, а це 

дає підстави для якісного перегляду звичних і дуже часто спрощених уявлень 

в галузі молекулярної ендокринології. Завдяки значним успіхам, які були 

досягнуті протягом останніх десяти років в розшифровці механізмів білково-

білкових взаємодій, відповідальних за збирання сигнальних молекул в окремі 

месенджерні шляхи, стало зрозумілим, що здатність клітин регулювати 

просторово розділені функції обумовлена організацією сигнальних шляхів в 

мережі. 

По мірі поглиблення нашого розуміння деталей такої функціональної 

організації і переходу на наступний рівень аналізу взаємопов’язаних 

клітинних функцій, повстає надзвичайно важлива проблема виявлення та 

вивчення властивостей сигнальних мереж в цілому. Від відповіді на ці та 

інші взаємопов’язані питання в значній мірі буде залежати, в якому напрямку 

буде розвиватись фундаментальна біологічна наука і які стратегічні підходи 

буде використовувати медицина в майбутньому. В даний час в класифікації 

мають потребу вже не тільки первинні регулятори функції ендокринних 

залоз, але ще в більшому ступені – шляхи і механізми опосередкування 

сигналів, які вони запускають в клітині. 

За класичними уявленнями, механізм дії основних регуляторів 

стероїдогенезу включає сАМР-залежний каскад протеїнкінази А, який є 

основним шляхом трансдукції сигналів кортикотропіну [Vinson G.P. et al., 

1992; Gallo-Payet N., 2016], та фосфоінозитидний каскад із залученням 

протеїнкінази С, який забезпечує перенесення сигналу ангіотензину ІІ 

[Nakano S. et al., 1990; Тронько М.Д. та ін., 2009]. 

З часом з’явились докази, що регуляторна дія адренокортикотропного 

гормону (АКТГ) в корі надниркових залоз також може забезпечуватись 
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месенджерним каскадом протеїнкінази С [Shimada T. et al., 2007; Gallo-Payet 

N., 2016], була з’ясована роль сигнального шляху Ras/Raf/MAPK в регуляції 

функції адренокортикоцитів (зокрема, кінази JNK та ядерного фактора 

транскрипції с-jun) [Ковзун О.І., 2007]. Поліморфність протеїнкіназних 

каскадів є притаманною для внутрішньоклітинної сигналізації 

ангіотензину ІІ, а також інших регуляторів стероїдогенезу: іонів калію, 

естрогенів, ацильованих похідних етанол аміну [Тронько М.Д. та ін., 2009]. 

Таким чином, постійно зростає як перелік модуляторів 

адренокортикальної функції, так і механізмів сигнальної трансдукції. Отже, 

регуляція функції кори надниркових залоз в організмі на сьогодні виглядає 

значно складнішою, ніж це уявлялося раніше. Системи трансдукції сигналу, 

їх взаємодія, включення внутрішньоядерних механізмів забезпечують 

адекватну регуляцію функції адренокортикоцитів. У зв’язку з цим стає 

зрозумілим, що простеження поетапної трансдукції різних сигналів в 

адренокортикоцитах є важливим питанням молекулярної ендокринології. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота 

проводилась в рамках наукових тем лабораторії гормональної регуляції обміну 

речовин відділу фундаментальних та прикладних проблем ендокринології ДУ 

«Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН 

України»: «Вивчити внутрішньоклітинні месенджерні механізми регуляції 

функції гіпоталамо-гіпофізарно-адренокортикальної системи» 2011-2013 рр. 

(№ держреєстрації 0111U002343), «Дослідження ролі ядерних 

транскрипційних чинників у опосередкуванні зовнішніх регуляторних 

впливів в пухлинних клітинах ендокринного походження» 2014-2016 рр. 

(№ держреєстрації 0114U002155). 

Мета дослідження. Дослідити основні ланки сигнальної трансдукції: 

системи протеїнкіназ, ядерних транскрипційних чинників, системи генерації 

оксиду азоту (NО) у перенесенні регуляторних сигналів агоністів (іонів калію 

і літію, естрогенів, N-ацильованих похідних етаноламіну (NAE)) в 

адренокортикоцитах. 
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Завдання дослідження: 

1. Охарактеризувати месенджерні системи, що здійснюють 

трансдукцію регуляторних сигналів в клітинах кори надниркових залоз: 

– система мітоген-активованих протеїнкіназ (МАРК); 

– система кінази глікогенсинтази (GSK-3β). 

2. Провести аналіз участі ядерних транскрипційних чинників у 

процесах проліферації та апоптозу, що активуються агоністами. 

3. З’ясувати стан системи генерації оксиду азоту в надниркових 

залозах та її значення в процесах регуляції стероїдогенезу. 

4. Дослідити процеси сигнальної трансдукції в корі надниркових залоз 

за участі іонів калію, літію, естрадіолу, N-ацильованих похідних етаноламіну. 

5. Визначити роль факторів, що контролюють процеси стероїдогенезу 

(білок-регулятор швидкої стадії стероїдогенезу (StAR), цитохром Р450scc). 

Об’єкт дослідження. Внутрішньоклітинні сигнальні системи, залучені 

до перенесення регуляторних сигналів модуляторів функції кори 

надниркових залоз. 

Предмет дослідження. Системи пострецепторного перенесення 

сигналів в адренокортикоциті: протеїнкінази, що активуються мітогенами, 

кіназа глікогенсинтази, система оксиду азоту, ядерні транскрипційні 

чинники. 

Методи дослідження. У роботі було використано біохімічні 

(спектрофотометрія, спектрофлуориметрія, електрофорез горизонтальний та 

ін.), молекулярно-біологічні (екстракція нуклеїнових кислот, полімеразна 

ланцюгова реакція (ПЛР)), імунологічні (імуноблотинг), статистичні методи. 

Наукова новизна одержаних результатів. Розширено концепцію 

мультифакторної регуляції адренокортикальної функції за участю різних 

систем сигнальної трансдукції в клітинах кори надниркових залоз. Показано, 

що суттєва роль у трансдукції сигналу в адренокортикоцитах належить 

сигнальному каскаду протеїнкіназ, що активуються мітогенами, а саме кіназі 

ERK1/2, яка бере участь у перенесенні сигналів літію, та ядерним факторам 
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транскрипції с-jun та с-fos, експресія яких змінюється за дії ацильованих 

похідних етаноламіну. 

З’ясовано участь протеїнкінази GSK-3β в реалізації дії іонів калію. Ця 

протеїнкіназа є важливим регулятором проліферативних процесів, апоптозу, 

диференціації, транспорту глюкози та інших біохімічних процесів. 

Проаналізовано експресію синтаз оксиду азоту в адренокортикоцитах 

людини. Система генерації оксиду азоту в клітинах кори надниркових залоз 

змінюється за дії іонів калію, літію та естрогенів. 

На клітинах кори надниркових залоз людини показано зміни експресії 

мРНК цитохрому Р450scc і білка-регулятора швидкої стадії стероїдогенезу 

(StAR) під впливом іонів калію. 

Обґрунтованість і достовірність наукових положень, висновків і 

рекомендацій. Положення, висновки і рекомендації базуються на достатній 

кількості спостережень (загалом залучено 61 тварину, а також постопераційні 

тканини 27 пацієнтів, які були прооперовані в клініці інституту з приводу 

патології надниркових залоз і підписали інформовану згоду на добровільну 

участь у науковому дослідженні), використані сучасні адекватні завданням 

методи дослідження (біохімічні, молекулярно-біологічні) та їх математична 

обробка з використанням методів статистики за допомогою стандартного 

пакета для статистичних розрахунків Microsoft Office Excel, 2010. 

Отримані дані проаналізовані, порівняні та обговорені з урахуванням 

даних літератури за останні 10 років. Висновки базуються на даних 

виконаного дослідження. 

Наукове значення роботи. На підставі експериментального 

дослідження розширено концепцію взаємодії між різними системами 

сигнальної трансдукції (протеїнкіназ ERK і GSK-3β, синтаз оксиду азоту 

(NOS), транскрипційних чинників фосфо-c-jun, c-jun, c-fos), які 

опосередковують внутрішньоклітинне перенесення сигналів регуляторів та 

модуляторів функції кори надниркових залоз: іонів калію і літію, естрогенів, 

NAE. Ці ланки сигнальних каскадів є важливими для розуміння 
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молекулярно-біологічних процесів, що лежать в основі патології 

надниркових залоз, та можуть увійти до системи знань, яка необхідна для 

подальшої розробки методів лікування. 

Практичне значення одержаних результатів. Результати роботи 

доводять участь низки сигнальних молекул в регуляції процесів росту та 

трансформації в клітинах кори надниркових залоз. Отримані дані можуть 

бути використані в розробці нових підходів до корекції трофічних та 

функціональних процесів в надниркових залозах за умов патології. 

Особистий внесок здобувача. Всі результати отримано здобувачем 

особисто або за безпосередньої участі. Робота виконана автором 

відповідно до програми наукових досліджень, спланованих, проведених і 

узагальнених протягом 2011-2017 рр. у лабораторії гормональної регуляції 

обміну речовин відділу фундаментальних та прикладних проблем 

ендокринології ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин 

ім. В.П. Комісаренка НАМН України». Дисертантом особисто здійснено 

пошук та аналіз літературних джерел, розроблено методичні підходи. Текст 

дисертаційної роботи написано здобувачем особисто. Головні завдання 

роботи, а також основні наукові положення дисертації і висновки 

сформульовано разом з науковим керівником – доктором біол. наук 

О.І. Ковзун. Співучасть співробітників відділу фундаментальних та 

прикладних проблем ендокринології у виконанні роботи відображено у 

спільних публікаціях. 

Апробація результатів дисертації. Головні положення дисертаційної 

роботи були представлені та обговорені на VIII з’їзді Асоціації ендокринологів 

України (Київ, 2014), ХІ Українському біохімічному з’їзді (Київ, 2014), 

VІІ Національному конгресі патофізіологів України (Харків, 2016). 

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 11 

робіт, з яких 7 – статті у фахових наукових журналах (з них одна у 

закордонному виданні та 5 – у фахових наукових журналах, внесених до 

міжнародних наукометричних баз), 4 – тези доповідей у матеріалах наукових 
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з’їздів та конференцій. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено на 131 сторінці 

друкованого тексту. Робота складається із вступу, огляду літератури, 

опису матеріалів та методів досліджень, 5 розділів результатів власних 

досліджень, аналізу та узагальнення результатів досліджень, висновків, списку 

використаних джерел, який налічує 249 посилань і займає 26 сторінок. Текст 

дисертації проілюстровано 16 рисунками та 6 таблицями. 
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ОСНОВНА ЧАСТИНА 

 

РОЗДІЛ 1 

СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ ПРО СИСТЕМИ СИГНАЛЬНОЇ 

ТРАНСДУКЦІЇ В АДРЕНОКОРТИКОЦИТАХ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ) 

 

1.1 Роль систем внутрішньоклітинної сигналізації в регуляції функції 

кори надниркових залоз 

 

1.1.1 Класичні шляхи внутрішньоклітинного перенесення сигналів в 

корі надниркових залоз 

 

Розшифрування механізмів внутрішньоклітинної сигналізації є 

пріоритетним напрямом досліджень у багатьох наукових лабораторіях всього 

світу. Складність та багатоканальність систем перенесення сигналу, 

наявність в цих системах комплексних трансрегуляторних впливів роблять 

цю проблему однією з найактуальніших в останньому десятиріччі. 

Функція кори надниркових залоз регулюється низкою агоністів 

(первинних месенджерів, котрі переносять до залози інформацію від інших 

органів і тканин). Найбільш дослідженими є ефекти АКТГ та ангіотензину ІІ 

(АІІ), які є регуляторами синтезу в корі надниркових залоз глюкокортикоїдів 

та мінералокортикоїдів відповідно. Завершальним етапом реалізації впливу 

первинних месенджерів всередині клітини є процеси фосфорилювання 

специфічних білків протеїнкіназами та дефосфорилювання фосфатазами. 

Увагу багатьох дослідників привертає велика низка серин/треонінових 

протеїнкіназ та тирозинових протеїнкіназ. По мірі поглиблення нашого 

розуміння деталей такої функціональної організації і переходу на наступний 

рівень аналізу взаємопов’язаних клітинних функцій, повстає надзвичайно 

важлива проблема виявлення та вивчення властивостей сигнальних мереж в 

цілому. Узагальненню сучасних поглядів на процеси перенесення 
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регуляторних сигналів в клітинах кори надниркових залоз присвячено даний 

розділ. 

 

1.1.1.1 Месенджерний шлях сАМР-залежної протеїнкінази А (ПКА) 

 

Основною роллю сАМР-залежного шляху в регуляції функції кори 

надниркових залоз є контроль синтезу кортикостероїдів АКТГ [91, 233]. 

Рецептор АКТГ (MC2R) має найбільший рівень експресії в пучковій зоні, та 

набагато нижчий в клубочковій. Серед рецепторів, що сприймають сигнали 

первинних месенджерів в надниркових залозах, MC2R рецептор є найбільш 

дослідженим, він відноситься до родини рецепторів з 7 трансмембранними 

елементами. Молекула MC2R рецептора виявилась найкоротшою з усіх 

представників групи, вона містить 297 амінокислотних залишків [67].  

Активація рецептора АКТГ призводить до активації аденілатциклази 

(АС) за участю G-білків, зокрема Gsα-субодиниці, потім до зростання 

внутрішньоклітинного рівня вторинного месенджера – циклічного 

аденозинмонофосфату (cAMP). Роль cAMP в здійсненні впливу АКТГ була 

виявлена невдовзі після відкриття cAMP. Врешті решт така послідовність 

подій призводить до активації сАМР-залежної ПКА, яка є основним 

ферментом, що забезпечує регуляцію синтезу кортикостероїдів [91, 92, 233]. 

ПКА – гетеротетрамер з двома каталітичними субодиницями (С), які мають 

серин/треонін кіназну активність. Вони асоційовані з двома регуляторними 

субодиницями (R), що є мішенню сАМР. За відсутності сАМР, активність 

С-субодиниць пригнічена в результаті взаємодії з R-субодиницями. 

Зв’язування молекули сАМР з R-субодиницями індукує конформаційні зміни 

та їх дисоціацію з тетрамеру, що призводить до вивільнення та максимальної 

активації С-субодиниці. На сьогодні ідентифіковано 4 типи регуляторних 

(RІα, RІβ, RІІα, RІІβ) та 3 типи каталітичних субодиниць (Сα, Сβ, Сγ). 

Відповідно І тип ПКА включає RІα або RІβ, тип ІІ – RІІα або RІІβ. Регуляція 

стероїдогенезу в клітинах клубочкової та пучкової зон здійснюється за 
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участю ПКА типу І, а ізофермент ПКА типу ІІ бере участь в регуляції 

синтезу альдостерону [238]. 

У різних типах пухлин кори надниркових залоз експресія чотирьох 

субодиниць ПКА (RІα, RІβ, RІІα, RІІβ) суттєво відрізняється. 

Продемонстровано, що у пацієнтів з адренокортикальними аденомами 

спостерігаються мутації гена регуляторної субодиниці RІα ПКА (PRKAR1A). 

На сьогодні відомо вже 120 мутацій гена PRKAR1A [247]. Свідченням того, 

що саме RІ відповідає за посилення проліферативних процесів, є 

встановлений в роботі Mantovani G. факт, що RІІ-селективний аналог cAMP 

(8-Cl-cAMP) в клітинах Y1 дозозалежно індукував апоптоз та знижував 

проліферацію, RІ-селективний аналог cAMP 8-НА-cAMP стимулював 

клітинну проліферацію [157]. 

Підтримка концентрації cAMP на належному рівні, достатньому для 

регуляції внутрішньоклітинних процесів, визначається балансом двох 

ферментів: АС (які синтезують cAMP) та фосфодіестераз (які розщеплюють 

3′-фосфодіефірний зв’язок 3′,5′-циклічних монофосфатів). 

На сьогодні відомо дев’ять ізоформ АС. Експресія АС в клубочковій і 

пучковій зонах кори надниркових залоз майже не відрізняється, однак є 

відмінності в субклітинному розподілі ферменту. В адренокортикоцитах 

АС 1 локалізується на мембранах клітин, АС 2 та АС 3 були присутні як на 

мембранах, так і в цитозолі, а АС 4 і АС 5/6 – здебільшого в цитозолі [70, 

187]. Введення АКТГ викликало активацію синтезу матричної 

рибонуклеїнової кислоти (мРНК) АС 9 у всіх трьох зонах кори надниркових 

залоз. На думку авторів, AC 6 і AC 9 відіграють важливу роль в регуляції 

синтезу кортикостероїдів та мінералокортикоїдів.  

За даними Cote M., вплив АКТГ в адренокортикоцитах реалізується 

головним чином за допомогою АС 2/4 і АC 5/6 [70]. Ізоформи мають різну 

чутливість до іонів кальцію (Са2+) та різну локалізацію, що дозволяє чітко 

відокремити внутрішньоклітинне перенесення сигналів різних агоністів. 

Важливо підкреслити, що активність АС 2 та АС 4 регулюється 
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βγ-субодиницею гетеротримерного G-білка і протеїнкіназою С (ПКС), що є 

проявом трансрегуляції з боку іншого месенджерного каскаду. Чим 

визначається наявність великої кількості АС і яка їх роль в подальшому 

синтезі cAMP, поки ще не відомо. Однак, можна зробити припущення, що 

різні АС беруть участь у трансдукції сигналів різних регуляторів 

адренокортикальної функції [70].  

В регуляції рівня cAMP при реалізації ефектів АКТГ може брати участь 

фосфодіестераза 2, що стимулюється циклічним гуанозинмонофосфатом [92]. 

Саме ця ізоформа фосфодіестерази в кількісному відношенні домінує у корі 

надниркових залоз людини і мишей та максимальна її кількість присутня у 

клубочковій зоні [217]. Фосфодіестераза 8 бере участь в регуляції 

стероїдогенезу як у надниркових залозах, так і сім’яниках. Ізоформа 8А 

регулює продукцію тестостерону, а 8В – модулює базальний синтез 

кортикостерону [202]. 

Завершальна стадія АКТГ-залежної стимуляції стероїдогенезу полягає 

в активації транскрипції генів стероїдогенних ферментів гідроксилаз (Р450scc, 

Р450с21, Р45011β, Р45017α та Р450aldo) [137, 194, 233]. Транскрипція генів, що 

кодують стероїдогенні ферменти, головним чином регулюється за участю 

cAMP. Кожен з цих генів має власну унікальну cAMP-залежну, а також 

сАМР-незалежну системи регуляції експресії, крім того, різні cis-елементи та 

набори транскрипційних факторів є характерними для відповіді різних генів 

на cAMP. Зараз ведуться інтенсивні дослідження регуляторних cis-елементів 

в промоторній 5′-ділянці генів стероїдних гідроксилаз і транскрипційних 

чинників, що зв’язуються з ними під впливом регуляторів, які залучають 

сАМР-залежний месенджерний шлях перенесення сигналу.  

Ядерні транскрипційні фактори 

CREB, білок, що зв’язує cAMP-залежний елемент (cAMP-response-

element-binding). Одним з найважливіших факторів транскрипції, що 

фосфорилюється ПКА, є CREB. У такий спосіб змінюється експресія 

сАМР-індуцибельних генів, до яких належать гени ферментів стероїдогенезу. 
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Регуляція адренокортикальної функції забезпечується здебільшого за 

рахунок прямого фосфорилювання сАМР-залежною ПКА специфічних 

білків, що беруть участь в регуляції стероїдогенезу, змінюючи його 

швидкість. Сімейство сАМР-чутливих ядерних факторів транскрипції CREB 

складається з великої кількості білків, які кодуються CREB, CREM і ATF 

генами [153]. Ці білки розпізнають та зв’язуються з паліндромною 

послідовністю 5′-TGACGTCA-3′, це невелика ділянка промотора, чутливого 

до cAMP, що має назву CRE. CREB є одним з найважливіших факторів 

транскрипції, який залучений до сАМР/ПКА-залежної предачі сигналу в 

адренокортикоцитах, хоча дослідження на CREB-нокаутних мишах показали, 

що процес може компенсуватись іншими CRE-зв’язуючими білками, такими 

як CREM і ATF. Оскільки члени CREB безпосередньо індукують 

транскрипцію гена StAR, таким чином вони можуть залучатись до прямої 

регуляції стероїдогенезу [66, 153]. Цікаво, що в той час як CREB генні 

продукти, як правило, є позитивними трансактиваторами, CREM здатний як 

активувати, так і гальмувати CRE-опосередковану транскрипцію. 

ПКА, ПКС та інші кінази, які фосфорилюють залишки Ser133 з 

N-кінця, активують CREB, проте цього недостатньо для повної активації 

білка. Дійсно, було показано, що у трансгенних мишей, які мають не здатну 

до фосфорилювання мутантну форму CREB (так званий CREB-М1, 

Ser133Ala), експресія CREB-М1 в клітинах надниркових залоз знижує 

сАМР-індуковану експресію гена StAR [153, 214]. 

SF-1, стероїдогенний фактор-1. Важливу роль в регуляції експресії 

генів стероїдогенних ферментів відіграє білок, який має назву 

„стероїдогенний фактор 1” (SF-1, NR5A1) [48]. Цей фактор є членом 

надсімейства ядерних рецепторів, який виступає ключовим регулятором 

розвитку адренокортикальної тканини та стероїдогенезу. Було показано, що 

SF-1 взаємодіє з декількома коактиваторами і корепресорами, які 

функціонують як ланки зв’язку між факторами транскрипції і базальною 

системою транскрипції. сАМР-залежна транскрипція гена CYP11A1, що 
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кодує мітохондріальний фермент P450scc, відповідальний за перетворення 

холестеролу в прегненолон, вимагає зв’язування SF-1 у позиціях -40 і -1600. 

Промоторна ділянка гена рецептора АКТГ містить три сайти зв’язування 

SF-1 у позиціях -35, -98 та -209. Аналіз мутацій проксимальної частини 

промотора стероїдогенних генів та експресія виділених ділянок, що 

зв’язують SF-1, показали важливість цих ділянок для експресії генів. Ділянка 

зв’язування SF-1 у позиції -35 нуклеотиду є відповідальною за базальну 

промоторну активність в гені рецептора АКТГ і не бере участі в регуляції 

активності гена циклічним АМР. Для реалізації активності SF-1 необхідна 

присутність ПКА. Відомо, що молекула SF-1 містить послідовність 

амінокислот, що фосфорилюється сАМР-залежною ПКА. Показано, що до 

перенесення сигналу АКТГ залучено також ядерну диацилгліцеролкіназу 

[142]. Припущено, що відбувається кооперування місць, що зв’язують SF-1, 

та ділянок, чутливих до cAMP (CRE). Описані також і інші білки, 

транскрипційна активність яких пов’язана з cAMP та активністю ПКА. У 

клітинах лінії H295R із надниркових залоз людини додавання до 

інкубаційного середовища cAMP супроводжується дефосфорилюванням 

SF-1, що є свідченням важливої ролі фосфатаз в регуляції стероїдогенезу 

[117]. Встановлено, що активація сАМР фосфатаз фосфотирозину та 

фосфорильованих серину/треоніну забезпечує підвищення зв’язування низки 

білкових факторів та, зокрема, SF-1 з промоторною ділянкою гена hCYP17. 

Проте у мишей в генах CYP11 і CYP21 ділянка CRE не виявлена, хоча 

транскрипція цих генів стимулюється сАМР. Також показано, що SF-1 та c-

Jun діють синергічно, щоб активувати транскрипцію CYP11A1 [119]. 

АР-1. сАМР-індукований ефект може опосередкуватись також іншим 

транскрипційним чинником − АР-1. До сімейства транскрипційних факторів 

AP-входять білки активатори АР-1 та АР-2, які виступають в якості 

регуляторів проліферації, трансформації і загибелі клітин [200]. AP-1 

складається з гомо- і гетеродимерів, утворених між чинниками Jun (C-Jun, 

JunB, JunD) і Fos (C-Fos, FosB, Fra1, FRA2). Фактори Fos здатні до 
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гетеродимеризації як з Jun-білками, так і з представниками надсімейства 

CREB/ATF, але вони не здатні утворювати гомодимери, в той час як фактори 

Jun здатні функціонувати як гомодимери або гетеродимери, зв’язуючись між 

собою або з факторами Fos і CREB/ATF [107, 121]. 

У дослідженнях, проведених на мишах, було ідентифіковано 

висококонсервативний елемент (TGACTGA, у позиції нуклеотидів -81/-75). 

Було показано, що Jun і Fos зв’язуються з цим елементом, так званим 

CRE2/АР-1, таким чином регулюючи транскрипцію гена Star [154, 155]. 

Функціональне порівняння Fos і Jun показало, що с-Jun найпотужніший член 

родини AP-1, необхідний для трансактивації гена Star. Відповідно з цим було 

показано, що тільки с-Jun, але не інші представники надсімейства АР-1, 

відіграє основну роль у регуляції опосередкованої ПКС транскрипції Star і 

стероїдогенезу в клітинах Лейдіга і адренокортикоцитах [154]. Не тільки 

ПКА, але також ПКС фосфорилює кілька серинових і треонінових залишків 

с-Jun і с-Fos. Зокрема, застосування аналога сАМР або ростових факторів 

збільшує фосфорилювання серину 63 фактором с-Jun і треоніну 325 

фактором с-Fos. Показано, що процеси фосфорилювання пов’язані з 

транскрипцією гена Star і стероїдогенезу в клітинах Лейдіга мишей [154]. 

Фосфорилювання с-Jun і с-Fos, що впливає на процеси їх димеризації, може 

змінити їх здатність взаємодіяти з іншими факторами транскрипції та 

специфічність зв’язування з ДНК [107]. Це пояснює, чому перехресні реакції 

між CREB, с-Jun і с-Fos можуть призводити як до посилення, так і до втрати 

функції трансрегуляторних елементів, які беруть участь в транскрипції гена 

Star.  

Білок-регулятор госторої фази стероїдогенезу StAR 

Важливим субстратом протеїнкіназ в усіх стероїдогенних тканинах є 

білок-регулятор гострої фази стероїдогенезу – StAR (steroidogenic acute 

regulatory protein) [156, 213]. Процеси регуляції експресії StAR є як сАМР-, 

так і ПКС-залежними. StAR відіграє значну роль у регулюванні транспорту 

холестеролу з зовнішньої до внутрішньої мітохондріальної мембрани, де за 
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участю цитохрому Р450scc здійснюється реакція, що лімітує швидкість 

стероїдогенезу. 

StAR контролює надходження холестеролу у мітохондрії клітин, що 

синтезують стероїдні гормони [156]. Цей процес визначає швидкість 

подальших реакцій утворення гормонів. мРНК StAR швидко накопичується в 

клітинах кори надниркових залоз за умов стимуляції стероїдогенезу АКТГ 

або іншими активаторами [44]. StAR, що синтезується, має молекулярну масу 

37 кДа, але швидко перетворюється на білки з масою 32 та 30 кДа. StAR 

містить три ділянки, які здатні фосфорилюватись протеїнкіназою А/ 

кальмодулінзалежною протеїнкіназою ІІ, та одну ділянку, де можливе 

фосфорилювання ПКС [213]. Фосфатази можуть змінювати ступінь 

фосфорильованості StAR вже після його експресії. Роль фосфорилювання 

StAR у здійсненні біохімічних функцій не досліджена. Однак встановлено, 

що активація стероїдогенезу завжди має зв’язок з мітохондріальним 

фосфопротеїном рр37, який вважається однією з форм StAR. Рр37 

фосфорилюється як ПКА, так і ПКС [111]. Очевидно, найбільш доказовою 

методологією для оцінки ролі процесу фосфорилювання та впливу різних 

протеїнкіназ є нокаут послідовностей та аналіз біохімічних змін базального 

та активованого біосинтезу гормонів. Використання сАМР/ПКА чутливих 

адренокортикальних клітин мишей лінії Y-1та ПКА-дефіцитних Kin-8 клітин 

дозволило встановити, що фосфорилювання не сприяє стабільності білка 

30 кДа StAR в мітохондріях. Крім того, гальмування протеасоми 26S не 

блокує фосфорилювання попередника StAR або продукцію стероїдів в 

клітинах Y1[65]. 

Отже, опосередкована G-білками активація АС та сАМР-залежної ПКА 

є важливими ланками месенджерного механізму, що забезпечує трансдукцію 

сигналів різних агоністів в адренокортикальній тканині. ПКА відіграє суттєву 

роль у найважливіших етапах стероїдогенезу: активації білка StAR, 

транспортуванні вільного холестеролу до внутрішньої мітохондріальної 

мембрани, відщепленні бокового ланцюга холестеролу цитохромом Р450scc. 
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Розгляд системи сАМР-залежної ПКА не залишає сумнівів, що це не єдиний 

шлях опосередкування ефектів модуляторів адренокортикальної функції. 

 

1.1.1.2 Сигнальний каскад протеїнкінази С 

 

Серед регуляторних внутрішньоклітинних систем, що виконують у 

клітині інтегративні функції, однією з найважливіших є система 

протеїнкінази С [108, 120, 146, 221]. 

Протеїнкіназу С було вперше знайдено у тканинах головного мозку та 

охарактеризовано як кіназу, що активується протеолітично. Вона присутня в 

усіх клітинах. Пізніше була з’ясована залежність активності ферменту від 

внутрішньоклітинної концентрації іонів Са2+ та роль фосфоліпідних 

месенджерів в процесах активації ПКС [219]. На сьогодні ПКС справедливо 

вважають інтегральною частиною клітинної сигнальної мережі, для якої 

встановлюють все нові та нові функції. Серин-треонінова ПКС відіграє 

важливу роль у регулюванні фундаментальних клітинних функцій, таких як 

проліферація, диференціювання, секреція гормонів та нейротрансмітерів, 

експресія генів [177, 221].  

На сьогодні ідентифіковано 11 ізоформ ПКС ссавців, спільною рисою 

яких є активація фосфоліпідними месенджерами [120]. Деякі з ізозимів є 

універсальними та експресуються в усіх клітинах, інші – в більшості тканин, 

деякі притаманні лише одному певному типу клітин.  

В залежності від кофактору, потрібного для активації, та структури 

білка, відомі форми ПКС поділяють на три підгрупи. Типові ізоформи, або 

тПКС, до яких належить чотири ферменти: , 1, 2 та  – потребують для 

активації фосфатидилсерин, кальцій та діацилгліцерол (ДАГ) або 

форболовий ефір. Пізніше були відкриті нові форми – нПКС (, , ,  та ), 

що є Са2+-незалежними, та потребують для активації тільки ДАГ або 

форболовий ефір. Нетипові форми, або аПКС, до яких належать ізоформи  

та , не потребують жодного з названих кофакторів для досягнення 
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максимальної активності. Класичний механізм активації типових 

Са2+-залежних форм ПКС ліпідними месенджерами є добре вивченим та 

описаним у літературі [177]. Фосфатидилінозитол-4,5-біфосфат, який 

міститься у складі внутрішнього (цитоплазматичного) шару клітинної 

мембрани, під дією фосфоліпази С гідролізується до ДАГ та інозитол-1,4,5-

трифосфату, який викликає вивільнення іонів Са2+ з внутрішньоклітинних 

депо [36]. Вважають, що зв’язування Са2+ з ПКС підвищує її спорідненість до 

фосфатидилсерину – звичайного компоненту внутрішньоклітинних ліпідних 

бішарових мембран, що призводить до зв’язування ферменту з 

внутрішньоклітинними мембранними структурами. Подальше зв’язування з 

ДАГ викликає конформаційну зміну каталітичного центру, так що фермент 

стає активним. За фізіологічних умов активація ПКС є оборотною, після 

припинення стимуляції, внаслідок зменшення Са2+ відбувається дисоціація 

комплексу ПКС-фосфатидилсерин.  

Одним з важливих наслідків активації принаймні типових форм ПКС є 

перерозподіл ферменту між клітинними компартментами. Зараз 

загальновизнаним є положення, що активація тПКС супроводжується 

транслокацією ферменту з цитозолю до клітинних мембран, що дозволяє 

оцінювати ступінь активації ферменту [120]. Так, наприклад, в клітинах 

гіпофізу у спокої 60-80 % ПКС розташовується в цитозолі; а через 30 хв після 

активації форболовим ефіром 70-90 % ферменту виявляються зв’язаними з 

мембранними фракціями клітин [146]. Визначення активності ПКС в корі 

надниркових залоз у середовищі із збільшеною концентрацією іонів калію 

доводять можливість підвищення активності ПКС у мембранних фракціях у 

10-12 разів порівняно з контролем у спокої [26].  

Внутрішньоклітинні мембрани – не єдине місце зв’язування 

активованих ПКС. Показано, що в присутності фосфоліпідів ізозими ПКС 

можуть зв’язуватися з елементами цитоскелету – актином і міозином [46, 

243]. Деякі дослідження доводять можливість транслокації як Са2+-залежних, 
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так і незалежних ізоформ ПКС, до ядер після впливу форболових ефірів та 

інших мітогенів [141].  

Загалом отримані дані свідчать, що кожна ізоформа ПКС має свій 

власний просторовий і часовий характер активації та інактивації, що може 

бути одним з пояснень різноманітності біологічної ролі цих ферментів. 

Також можна зробити висновок, що принцип реєстрації клітинної 

компартменталізації ферментів є продуктивним підходом у пошуку 

специфічних функцій ізозимів ПКС.  

Як й інші серинові та треонінові кінази, ПКС каталізує перенесення 

фосфатної групи з АТР на вільну гідроксильну групу залишку серину або 

треоніну білка-субстрата. Результатом інтенсивних досліджень стало 

виявлення більше сотні білків-субстратів ПКС, відомих на сьогодні. Клітинні 

білки, які фосфорилюються внаслідок активації різних ПКС, представляють 

всі щаблі регуляції клітинного метаболізму: рецептори та адапторні білки, 

ключові регуляторні ферменти, білки цитоскелету, продукти прото-

онкогенів, ядерні білки та ін. Така різноманітність вказує на важливість та 

багатосторонність ролі ПКС у регулюванні всіх клітинних функцій.  

Протеїнкіназа С має велике значення для опосередкування 

функціонального ефекту головних стероїдогенних факторів (АКТГ та АІІ) 

[91, 201]. Серед цих двох факторів, тільки дія АІІ на адренокортикальні 

клітини клубочкової зони є класичним прикладом стимуляції швидкого 

гідролізу фосфатидил-інозитолдифосфату фосфоліпазою С з вивільненням 

ДАГ та 1,4,5-інозитолтрифосфату та, як наслідок, активації ПКС [173]. Хоча 

передача сигналу від рецептора АКТГ здебільшого опосередковується 

каскадом сАМР-залежної ПКА, показано, що АКТГ також викликає 

активацію й транслокацію ПКС з цитозолю до мембран. Активація ПКС у 

мікросомальній фракції клітин кори надниркових залоз внаслідок дії АКТГ 

підтверджує участь цієї протеїнкінази в перенесенні регуляторного сигналу 

кортикотропіну в адренокортикоцитах [91, 201]. Нарешті, ПКС, очевидно, є 

важливим компонентом ще майже невизначеного механізму трофічного 
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ефекту АКТГ. Як відомо, в короткочасних експериментах з культурою 

адренокортикальних клітин АКТГ або не впливає на їх ріст, або пригнічує 

його [32], але введення АКТГ тваринам викликає в хронічних експериментах 

гіпертрофію надниркових залоз. 

В корі надниркових залоз ПКС бере участь в реалізації сигналів інших 

агоністів. Показано, що внаслідок впливу пролактину спостерігається 

активація ПКС та фосфорилювання білків-субстратів в корі надниркових 

залоз. Пролактин-залежна активація ПКС відбувалася також в ізольованих 

ядрах адренокортикоцитів, що підтверджує дані про існування ядерного пулу 

ПКС та її активації за окремим механізмом [27, 32]. Швидкість 

фосфорилювання ядерних білків значно перевершувала швидкість 

фосфорилювання в інших структурах клітин надниркових залоз. Можливо, 

ПКС є не єдиною протеїнкіназою, що приймає участь у фосфорилюванні 

білків та активується пролактином в адренокортикоцитах, важливу роль зараз 

приділяють JAK/STAT кіназам [244].  

Показано, що активність ПКС зростає в корі надниркових залоз 

внаслідок дії естрадіолу [132]. Месенджерна система ПКС відіграє значну 

роль у проведенні та ампліфікації регуляторного сигналу естрогенів в 

адренокортикальних клітинах. Можливо, активація цієї месенджерної 

системи відображає трофічні та проліферативні ефекти гормону – посилення 

транскрипції та реплікації ДНК, активацію білкового синтезу. 

Хоча на сьогодні виділено 11 ізоформ ПКС, досі обговорюється, які з 

них беруть участь у регуляції функції адренокортикоцитів. Надниркові 

залози та інші залози, в яких утворюються стероїдні гормони, містять 

декілька ізоформ ПКС: ПКС, ПКСε, ПKCδ [5, 23, 56]. Важлива роль ПКС в 

регуляції проліферації тканин обумовила інтерес дослідників до регуляції 

експресії окремих ізоформ ПКС та активності ПКС в пухлинах надниркових 

залозах людини та при хворобі Іценка-Кушинга. Аналіз експресії та 

локалізації типових Са2+-залежних ізоформ ПКС було проведено в 

нормальній та патологічній тканині надниркових залоз людини. Встановлено, 
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що основною ізоформою ПКС в цитозольній, мікросомальній та ядерній 

фракціях кори надниркових залоз людини є Са2+-фосфоліпідзалежна 

-ізоформа [23]. Розподіл ПКС між цитозольною та мікросомальною 

фракціями визначається типом тканини: в умовно нормальній тканині 

фермент рівномірно розподіляється між фракціями, а у пухлинах вміст ПКС 

є більшим в мікросомальній фракції порівняно до цитозолю. Рівень ПКС в 

ядерній фракції не залежить від типу тканини [23].  

Щодо регуляції функції надниркових залоз, цілком можливо, що ПКС 

має вагоме значення в стимуляції стероїдогенезу, крім того, 

адренокортикоцити є прикладом клітин, яким притаманний принцип 

надлишку регуляторних механізмів. Тобто зовнішній контроль проліферації 

клітин та експресії диференційованих функцій можливий лише за умов 

існування великої, навіть надмірної кількості регуляторів та шляхів 

перенесення їх сигналів, які можуть бути паралельними, а також взаємодіяти 

між собою.  

 

1.1.2 Неканонічні шляхи трансдукції сигналу в клітинах кори 

надниркових залоз 

 

1.1.2.1 Сигнальний каскад протеїнкінази, що активується мітогенами 

(МАРК) 

 

Складна мережа месенджерних каскадів в адренокортикоциті має точки 

входу сигналів різноманітних регуляторів, завдяки чому забезпечується 

адекватний і гнучкий зовнішній контроль функції та ростових процесів в корі 

надниркових залоз, отже, потребує великої кількості регуляторів та власне 

шляхів трансдукції сигналу в клітинах. Якими б важливими не здавалися 

розглянуті вище шляхи пренесення сигналів із залученням сАМР-залежної 

ПКА і ПКС для реалізації фізіологічних ефектів в адренокортикальних 
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клітинах, цілком зрозуміло, що існують додаткові механізми, організовані за 

принципом односпрямованої дії з вищезгаданими каскадами або їх 

перехресними взаємодіями.  

Дуже цікавим додатковим механізмом виявився месенджерний шлях 

мітоген-активованих протеїнкіназ. До систем трансдукції сигналів в клітині 

відносять цей каскад протеїнкіназ, що активуються мітогенами, який є 

інтегральним ядром у механізмах передачі регуляторних сигналів багатьох 

агоністів. Ці сигнали можуть реалізовуватись в клітині шляхом 

фосфорилювання численних білків і ферментів, зміни експресії певних генів 

і, як наслідок, призводити до диференціації та проліферації клітин, апоптозу, 

малігнізації. 

Проліферативні процеси реалізуються в клітинах кори надниркових 

залоз в першу чергу за рахунок активації ERK1/2 кіназ (р42/44), які 

відносяться до родини МАРК. Також до сімейства МАР-кіназ відносять JNK 

та р38 кіназу. Ці серин/треонінові кінази в свою чергу є активаторами 

транскрипційних чинників, які індукують експресію генів ферментів 

стероїдогенезу.  

У піонерських роботах Gallo-Payet N. було показано, що АКТГ в 

адренокортикоцитах щурів і бика не призводив до активації ERK1/2, проте 

АІІ ‒ активував цю кіназу [92]. АКТГ in vivo збільшував вміст ERK1, але не 

ERK2 у клубочковій зоні [163]. В адренокортикоцитах щурів встановлено 

збільшення вмісту обох форм ERK за дії кортикотропіну [7]. Дослідження на 

мутантних формах клітин Y1, що отримані з пухлини надниркових залоз 

миші, дозволили продемонструвати, що АКТГ індукує швидке зростання 

рівня ERK1 (p44mapk), але не ERK2 (p42mapk) [138]. Для р38 кінази було 

продемонстровано збільшення фосфорилювання, а рівень фосфорилювання 

JNK залишався без змін. Фосфорилювання ERK1/2 було зафіксовано як в 

цитоплазмі, так і в ядрі, форсколін або аналоги сАМР збільшували таке 

фосфорилювання. На думку авторів, цитоплазматична локалізація ERK1/2 
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може свідчити про її залучення у процеси клітинного диференціювання, 

синтез стероїдів, гіпертрофії адренокортикальної тканини. 

Знову, вже вкотре, слід підкреслити принцип трансрегуляції: за 

останніми даними, CREB, як основний транскрипційний фактор 

сАМР-залежного шляху, може бути також ефекторною ланкою 

МАРK-каскаду [50]. Крім сАМР-залежної ПКА у якості потенційних 

месенджерів розглядається серин-треонінова ПКС, яка також може виступати 

трансактиватором МАРК [59]. 

Перехресна взаємодія кількох агоністів (АКТГ, АІІ, FGF2) та різних 

шляхів трансдукції сигналу (фосфоінозитидний каскад, сАМР, 

тирозинкіназний шлях) вперше детально висвітлена в роботі [54]. Участь 

ERK1/2 як ефекторної ланки АІІ, шляхом залучення МАРК каскаду, показано 

в роботі [180]. В клітинах лінії Н295 адренокортикальної карциноми людини 

АІІ стимулював мітогенез шляхом активації ERK1/2 [237]. Проте в клітинах 

пучкової зони щурів АІІ індукував фосфорилювання ERK, що призводило до 

інгібування клітинної проліферації [180]. АІІ призводить до гіпертрофії кори 

надниркових залоз, стимуляції білкового синтезу та стероїдогенезу із 

залученням як ERK1/2, так і р38 МАРК, що має наслідком активацію гормон-

чутливої ліпази (гідролази ефірів холестеролу) в клубочковій зоні. Ці дані є 

підтвердженням ролі ERK в регуляції процесу стероїдогенезу, оскільки 

активація цієї ліпази створює можливість транспорту холестеролу до 

внутрішньої мембрани мітохондрій [62]. 

Цікаво, що встановлена синергічна дія АІІ та інсуліну на ERK, Akt 

сигнальні шляхи та експресію ферментів стероїдогенезу у клітинах H295R. 

АІІ збільшував рівень фосфо-ERK у 3 рази, інсулін або інсуліноподібний 

фактор росту 1 (IGF-1) у 1,8 та 1,5 рази відповідно. Крім того, АІІ суттєво 

стимулював експресію мРНК CYP11B1 та CYP11B2, цей ефект був ще 

помітнішим, якщо клітини попередньо інкубували з інсуліном/IGF-1 [224]. 

Основний шлях активації ERK1/2 починається з рецепторної 

тирозинкінази, та включає Shc, Grb2, Sos, Ras, Raf, MEK. Однак відома також 
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трансактивація тирозинкіназ та рецепторів, що містять сім трансмембранних 

елементів (GPCR). Крім того, через GPCR може прямо активуватись ERK1/2 

через шляхи, пов’язані з фосфоінозитол-3-кіназним каскадом PI3K, ПКС, 

Rap1B-Raf. Існує припущення, що через GPCR реалізуються постмітотичні 

ефекти, а через тирозинкіназні рецептори – мітотичні функції [193]. Процеси 

активації та гальмування ERK1/2 в клітинах кори надниркових залоз із 

урахуванням власних досліджень схематично представлено на рис. 1.1. 

 

 

 

Рис. 1.1 Фосфорилювання ERK1/2 в адренокортикоцитах:  – позитивний 

ефект;  – негативний ефект. 

 

1.1.2.2 Сигнальний шлях Wnt/ β-катенін  

 

Сигнальний шлях Wnt/β-катенін бере активну участь в контролі 

проліферації і диференціюванні клітин, порушення цього шляху були 
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виявлені в багатьох видах раку, зокрема в адренокортикальних карциномах 

[76, 77, 80, 139, 197]. Wnt-шлях активується при взаємодії лігандів Wnt з 

рецептором Frizzled та ліпопротеїном низької щільності, корецептором LRP. 

Цей білок крім рецептора та Wnt зв’язує також аксин, що призводить до 

стабілізації рецепторного комплексу. В адренокортикальних карциномах 

спостерігається надекспресія гена аксину AXIN2 [58]. Формування комплексу 

спричинює пригнічення фосфорилювання β-катеніна за рахунок зниження 

активності кінази глікогенсинтази 3 (GSK3β). NH2-кінцева частина 

β-катеніну містить 130 амінокислотних залишків, що фосфорилються GSK3β 

з наступною протеосомною деградацією. 

Мутацію гена Ctnnb1, який кодує β-катенін, ідентифіковано як в 

адренокортикальних аденомах, так і в карциномах [223]. Інактивація GSK3β 

призводить до накопичення β-катеніна, після чого він здатен до транслокації 

до ядра. 

Кіназа глікогенсинтази є ефекторною ланкою сАМР/ПКА сигнального 

шляху у стероїдогенних клітинах [191]. Показано, що АКТГ-незалежна 

адренокортикальна гіперплазія асоційована з порушеннями сАМР-залежного 

каскаду, крім того, з надекспресією генів, які кодують ланки Wnt-шляху, 

зокрема WNT1-індуцибельний сигнальний протеїн 2 (WISP2) [116]. Оцінка 

повногеномного транскриптомного профілю пухлин на мишачій моделі 

Prkar1a, в якій специфічна для адренокортикоцитів експресія конститутивно 

активного β-катеніну індукує гіперплазію і канцерогенез, дозволила 

ідентифікувати Wnt-шлях пренесення сигналу як основний активатор 

аномального сАМР-сигнального каскаду [30]. Значне посилення сигнального 

шляху Wnt знайдено у Prkar1а позитивних саркомах та Prkar1a позитивних 

гіпофізарних і тиреоїдних пухлинах. Використання міРНК для інгібування 

генів Ctnnd1 та WNT3 призводило до зниження проліферації клітин PPNAD 

(primary pigmented nodular adrenocortical disease) клітин людини та Prkar1a 

позитивних фібробластів ембріонів мишей, та призводило до арешту 

клітинного циклу у фазі G0/G1 в обох типах клітинних ліній [30]. 
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Після аналізу профілю міРНК вдалося встановити, що визначення 

міРНК-4а та міРНК-497 може застосовуватись для диференційної 

діагностики адренокортикальних карцином та аденом (чутливість 100 %, 

специфічність 96 %). Ступінь малігнізації тканини характеризує рівень 

міРНК-503 [86]. На разі міРНК-449 є єдиною формою, для якої встановлена 

участь в регуляції Wnt-шляху, зокрема через залучення білка WISP2. 

Фармакологічне інгібування ПКА через міРНК-449 призводить до 

пригнічення WISP2, що свідчить про пряму регуляцію міРНК-449 WISP2 

експресії в клітинах PPNAD [122]. Останнім часом показано, що деякі міРНК 

здатні до регуляції Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt8a і Wnt8b. Вони ідентифіковані 

в кісткових пухлинах у мишей Prkar1a +/- Prkaca +/- [225]. 

В ядрі β-катенін утворює комплекс з фактором транскрипції TCF/LEF, 

комплекс β-катенін/TCF активує транскрипцію Wnt-чутливих генів, в першу 

чергу таких, що беруть участь в процесах ембріонального розвитку, 

диференціювання, клітинної міграції, поділу клітин. Зокрема цей комплекс 

індукує експресію гена CDK-8, який кодує циклін-залежну кіназу CDK, що є 

основним позитивним регулятором клітинного циклу [242]. Показано також 

вплив через Wnt-шлях на фактор транскрипції с-Мyc, який є активатором 

транскрипції декількох регуляторних генів, що беруть участь в забезпеченні 

росту і диференціювання. Для активації с-Мyc необхідне його попереднє 

зв’язування з білком Max. Вивченню функції і особливостей експресії гена 

с-Мус останнім часом приділяється значна увага, оскільки збільшення 

експресії с-Мyc спостерігається в багатьох типах пухлинних новоутворень. 

Для цілого ряду злоякісних пухлин інактивація цього гена є необхідною і 

достатньою умовою для зупинки або гальмування росту пухлини [228]. 

Інгібітори Wnt-сигнального шляху, основними з яких є склеростин та 

Dkk1 (Dickkopf-related protein-1), здатні зменшувати розміри різних типів 

пухлин [218]. У мишей була показана активація Wnt сигналізації, яка 

пов’язана з порушеною регуляцією сигнального шляху сАМР/ПКА [239]. 

Показано, що мутація гена GnasR201C у мишей індукує надекспресію 
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ефекторних генів Wnt і МАРК сигнальних шляхів, збільшення 

фосфорилювання ERK та зростання рівня маркера проліферації Ki67 [239]. 

Сигнальний шлях Wnt та р53/Rb найбільш часто ушкоджуються при 

адренокортикальних карциномах. Крім цього, аналіз демонструє також 

участь месенджерних шляхів ПКА та ПКС [37, 38, 249]. В карциномах 

надниркових залоз спостерігається надекспресія метилтрансферази гістонів 

EZH2, що є результатом порушення регуляторного шляху р53/Rb/E2F, який 

характеризується збільшенням проліферації. Інгібування EZH2 методом 

РНК-інтерференції призводить до пригнічення росту клітин та індукції 

апоптозу в культурі клітин адренокортикального раку людини Н295R [77]. 

Сучасний геномний ландшафт та молекулярна характеристика рака 

надниркових залоз покращують розуміння патогенезу цього захворювання та 

вказують перспективи його лікування. Зокрема, EZH2 вважається цікавою та 

перспективною мішенню таргетної терапії адренокортикального раку [77]. 

Отже, останні 10-15 років в наукових публікаціях багатьох авторів 

важлива роль в диференціюванні клітин кори надниркових залоз, контролі 

проліферації та прогресії адренокортикальних карцином відводиться 

сигнальному шляху Wnt/β-катенін.  

 

1.1.2.3 Сигнальний шлях Shh (Sonic Hedgehog) та його роль у розвитку 

кори надниркових залоз 

 

Цей сигнальний каскад активно досліджується останні два десятиріччя. 

Показано, що Shh сигнальний шлях відіграє важливу роль у розвитку 

адренокортикальної тканини гризунів [63, 105, 129], він залучений до 

онкогенезу деяких типів тканин людини [106, 232], але інформація щодо 

надниркових залоз людини практично відсутня. Загальні механізми 

сигнальної трансдукції Shh-шляху є універсальними у всіх хребетних і 

починаються з рецептора з 7 трансмембранними елементами Smoothened 

(SMO). Він знаходиться у зв’язку з протеїном Patched (PTCН) в неактивному 
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стані. У присутності сполук, здатних активувати Shh, Patched переходить в 

активний стан, в результаті чого SMO виявляє здатність до зв’язування з 

ядерним транскрипційним фактором Gli. Нещодавно показано, що у 

адренокортикальних карциномах дорослих пацієнтів спостерігається високий 

рівень експресії PTCH1, SMO та Gli3. Навпаки, низький рівень експресії 

мРНК PTCH1, SMO, Gli1 та Gli3 спостерігається у адренокортикальних 

карциномах дітей порівняно з нормальною адренокортикальною тканиною 

[101]. In vitro циклопамін (який є проапоптичним агентом) викликав 

зниження експресії мРНК Gli3, SFRP1 (secreted frizzled-related protein) та 

β-катеніну, так само як і зниження виживаності клітин [101]. 

Існують два протилежні погляди щодо участі Shh-шляху перенесення 

сигналу у адренокортикальній тканині. Групою King Р. було показано, що у 

корі надниркових залоз мишей Shh експресується у недиференційованих 

клітинах клуб очкової зони в першу чергу у субкапсулярній області кори 

надниркових залоз [129]. Також показано, що експресія Shh асоційована в 

клітинах кори в субкапсулярній області з експресією фактора транскрипції 

SF-1 [129]. 

Додаткову інформацію щодо цих процесів отримано на нокаутних 

мишах, позбавлених Shh. Незважаючи на зменшення розміру надниркових 

залоз у Shh-нокаутних мишей, у залозах формувалась належна зональність. 

Авторами було зроблено висновок, що Shh не відіграє вирішальної ролі в 

ініціації диференціювання [118]. 

Отримані результати показали, що Shh-позитивні, SF-1-позитивні 

клітини можуть бути клітинами-попередниками для диференціювання клітин 

кори надниркових залоз, яка відбувається із залученням фактора Gli1 [63, 

118, 129, 136, 169]. Експресія Gli1 спостерігається у клітинах надниркових 

залоз, зокрема в їх капсулі. Проте в цих клітинах не спостерігається експресія 

SF-1. 

Важливо визначити точний механізм передачі сигналів Shh до 

Gli1-позитивних клітин, а також ендокринні або паракрінні механізми, які 
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можуть бути залучені до регуляції сигналу Shh в корі надниркових залоз. 

Логічно зробити прогноз, що трансдукція сигналу від Shh-позитивних клітин 

до Gli1-позитивних індукує диференціювання стовбурових клітин для 

поповнення пулу клітин-попередників адренокортикоцитів. Для з’ясування 

механізмів диференціювання адренокортикальних клітин необхідні подальші 

дослідження, спрямовані на ідентифікацію і характеристику цих клітин 

надниркових залоз в умовах нормального гомеостазу. 

Отже, перелік сигнальних каскадів в адренокортикоцитах продовжує 

збільшуватись, кількість публікацій в цьому напрямі постійно зростає. Все 

вищевикладене дає змогу переконатися, що лише на такому ґрунті 

(перехресної взаємодії, поліфункціональності, надміру регуляторних систем 

та агентів) можна зрозуміти роль різних систем трансдукції сигналів в 

регуляції функції кори надниркових залоз та їх місце в надзвичайно складній, 

як це стає зрозуміло, системі регуляції адренокортикальної функції. 
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РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Дослідження проводились в атестованому відділі «Фундаментальних та 

прикладних проблем ендокринології», що має «Свідоцтво про аттестацію» 

№ ПТ-7/15, видане 06.01.2015 і чинне до 05.01.2019. Це Свідоцтво засвідчує, 

що відділ «Фундаментальних проблем ендокринології» атестований на 

підставі Закону України «Про метрологію та метрологічну діяльність» 

відповідає критеріям атестації вимірювальних лабораторій відповідно до 

Правил уповноваження та атестації в державній метрологічній системі. 

Відділ «Фундаментальних та прикладних проблем ендокринології» 

атестований на проведення вимірювання показників об’єктів згідно з 

галуззю, що зазначена в додатку до свідоцтва і є невід’ємною його 

складовою частиною. 

Дослідження проведені на повірених засобах вимірювальної техніки. 

Проведення експериментів узгоджено з Комісією з питань біоетики 

інституту. 

Експерименти проведені на експериментальних тваринах (щури, 

морські свинки) та постопераційних тканинах. Всі зразки тканин за 

результатами патоморфологічних досліджень були поділені на дві групи. До 

першої групи ввійшли тканини, які межували з пухлинною тканиною, але 

зберігали ознаки нормальної, непереродженої тканини (позапухлинна 

тканина). До другої – зразки тканини, які відрізнялися за морфологічною 

структурою від норми (пухлинна тканина).  

Всього в роботі були використані експериментальні тварини (загалом 

61 тварина) – самки та самці щурів лінії Вістар масою 170-260 г, самці 

морських свинок масою 260-500 г, а також зразки постопераційних тканин 

27 пацієнтів, які були прооперовані в клініці інституту з приводу патології 

надниркових залоз.  
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2.1 Попередня обробка тканин та її інкубація (досліди in vitro) 

 

У роботі використовували післяопераційну тканину кори надниркових 

залоз людини, яку одержували з хірургічного відділення інституту. Зрізи 

кори надниркових залоз людини вагою від 20 до 40 мг вносили в 1 мл 

розчину, що містив 130 ммоль/л NaCl; 1,27 ммоль/л MgSO4; 2 ммоль/л CaCl2; 

10 ммоль/л Na2HPO4; (всі солі ос.ч. та ч.д.а. – «Merck», Німеччина); 

20 ммоль/л HEPES (pH 7,4) («Calbiochem», США); 2 мг бичачого 

сироваткового альбуміну («Serva», Німеччина). У дослідні проби додавали 

КСl (ос.ч., «Merck», Німеччина) у кінцевій концентрації 3,5; 5,5; 8,5 ммоль/л і 

LiCl (ч.д.а., «Merck», Німеччина) у кінцевій концентрації 10 ммоль/л. 

Контрольна проба містила розчинник у відповідній концентрації. Проби 

інкубували впродовж 1 год при 37 °С при постійному струшуванні. 

Інкубацію припиняли переміщуючи проби на лід. Після охолодження 

середовище інкубації зливали і проводили екстракцію РНК з тканини залози.  

При дослідженні рівня експресії GSK-3β (кіназа глікогенсинтази-3β) та 

ERK1/2 (екстрацелюлярна сигнал-регулююча протеїнкіназа) зрізи тканини 

надниркових залоз (масою від 40 до 80 мг) індивідуальної тварини (морська 

свинка) інкубували у буфері для інкубації протягом 3 год при 37 °С та 

постійному струшуванні. У проби додавали КCl до 3,5 ммоль/л (контроль), 

0,5 ммоль/л, 5,5 ммоль/л та 8,5 ммоль/л. Концентрацію LiСl (ч.д.а., «Merck», 

Німеччина) в пробах доводили до 5 та 10 ммоль/л. 

При дослідженні міжнуклеосомної фрагментації ДНК, інтенсивності 

стероїдогенезу, рівня експресії ERK1/2, готували зрізи післяопераційної 

тканини надниркових залоз людини (масою від 15 до 80 мг) та інкубували 

при постійному струшуванні в 0,5 мл живильного середовища 199 

(Державний завод медичних препаратів), що містило 0,2 % бичачої 

сироватки, або у живильному середовищі RPMI-1640 («Sigma», США) з 

внесенням бичачої сироватки до 5 % («Sigma», США). 
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У дослідні проби перед початком інкубації додавали розчин 

R(+)-метанандаміду («Sigma», США) в етиловому спирті у кінцевій 

концентрації 0,01-1 мкмоль/л. В контрольні проби додавали розчинник. 

Концентрація етилового спирту не перевищувала 1 %.  

Суміш N-ацилетаноламінів (NАЕс) додавали у дослідні проби перед 

початком інкубації у вигляді спиртового розчину в кінцевій концентрації 

0,01-100 мкмоль/л. Речовини було синтезовано в Інституті біології моря 

(Владивосток, Російська Федерація). Суміш N-ацилетаноламінів більш ніж на 

60 % складали ацили ненасичених жирних кислот: 6,3 % арахідонової, 1,8 % 

лінолевої, 7,6 % гондової, 18,4 % олеїнової, 6,4 % пальмітоолеїнової, 16,7 % 

ейкозапентаенової, 2,7 % докозагексаенової; близько 30 % – ацили насичених 

жирних кислот: 6,4 % міристинової, 22,4 % пальмітинової, 3,0 % стеаринової, 

1,0 % арахінової, 1,4 % бегенової. Газохроматографічний аналіз складу 

суміші NAE наведено на рис. 2.1. Контрольні проби містили розчинник у 

відповідній концентрації. 

В зазначених експериментах тривалість інкубації становила 3 год при 

37 оС. 
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Рис. 2.1. Результати газової хроматографії NAEс 
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2.2 Отримання лізатів з адренокортикоцитів  

 

Після попередньої інкубації зрізи тканини щурів та морських свинок 

розтирали у скляному гомогенізаторі у двох об’ємах охолодженого лізис-

буфера («Sigma», США), що містив суміш інгібіторів протеаз та фосфатаз. 

Гомогенат центрифугували при 14 000 об/хв впродовж 10 хв (центрифуга 

«Miĸro 22R», Німеччина), надосадові фракції зберігали до використання при 

мінус 60 оС. 

 

2.3 Досліди in vivo 

 

Для визначення активності синтази оксиду азоту досліди виконували на 

щурах-самцях лінії Вістар вагою від 170 до 260 г. В роботі було використано 

27 щурів-самців. Тварини утримувались на звичайному раціоні харчування. 

Перед початком експерименту тварин поділили на групи: I – контрольні 

тварини (n = 5), що отримували фізіологічний розчин; II – контрольні 

тварини, яким вводили розчинник для естрадіолу – сливову олію (n = 5), та 

ІІІ – дослідна група, що одержувала 100 мкг естрадіолу на добу, розчиненого 

в сливовій олії (n = 5). 

Естрадіол бензоат («Koch-Light», Англія) розчинений у сливовій олії, 

вводили внушрішньочеревно щурам-самцям протягом 3 діб у дозі 100 мкг на 

тварину. Тварин декапітували через 24 год після останньої ін’єкції гормону.  

Розчин LiСl  вводили щурам-самцям лінії Вістар внутришньочеревинно 

в дозі 4 мг/100 г маси тварини протягом 5 діб (n = 7). Контрольним тваринам 

вводили такий самий об’єм фізіологічного розчину (n = 5). Тварин 

декапітували під етаміналовим наркозом на п’яту добу після початку 

експерименту. 

Після декапітації у тварин видаляли надниркові залози та збирали кров 

у центрифужні пробірки, які містили гепарин. Для одержання плазми кров 
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центрифугували 30 хв при 5000 об/хв; при необхідності плазму зберігали при 

температурі мінус 20 оС. 

 

2.4 Виділення РНК 

 

Для виділення РНК зрізи кори надниркових залоз (від 20 до 40 мг) 

гомогенізували в 1 мл TRIzol LS («Invitrogen», США), гомогенат струшували 

з хлороформом, фази розділяли центрифугуванням (12000 об/хв при 4 С, 

15 хв). РНК осаджували з водної фази ізопропанолом. Осад збирали 

центрифугуванням (12000 об/хв при 4 С, 15 хв), двічі промивали 75 % 

етанолом (7500 об/хв при 4 С, 5 хв), підсушували і розчиняли у воді без 

рибонуклеаз. Розчин РНК прогрівали при 60 С впродовж 10 хв. 

Концентрацію РНК визначали на спектрофотометрі «Nanodrop» при довжині 

хвилі 260 і 280 нм. Виділену РНК аналізували методом електрофорезу на 

біочіпах в біоаналізаторі «Agilent 2100» за методикою, що запропонована 

фірмою-виробником. 

 

2.5 Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) 

 

Реакцію зворотної транскрипції проводили (ампліфікатор – GeneTech 

фірми «Stuart scientific», Велика Британія) в реакційній суміші, що містила: 

стандартний буфер для ПЛР, 5 ммоль/л хлористого магнію, по 1 ммоль/л всіх 

дНТФ, інгібітор РНКази (1 Од/мкл), зворотну транскриптазу (2,5 од/мкл) 

(«Sigma», США), суміш випадкових гексамерів (2,5 мкмоль/л) та 1 мкг 

екстрагованої РНК. Інкубація проводилась за таких умов: 22 °С – 10 хв, 42 °С 

– 15 хв, 99 °С – 5 хв, 4 °С – 5 хв. Реакцію полімеразної ланцюгової реакції 

проводили в суміші, що містила: стандартний буфер для ПЛР, 2 ммоль/л 

хлористого магнію, по 1 ммоль/л всіх дНТФ, 5 Од/мкл Taq ДНК полімерази 

(«Sigma», США), прямий та зворотний праймери до Вах («Sigma», США), 

прямий та зворотний праймери до StAR і цитохрому P450scc («Sigma», США), 
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прямий та зворотний праймери до ендотеліальної NOS (eNOS) та 

індуцибельної (iNOS) («Sigma», США) по 0,2 мкмоль/л, 5 мкл кДНК, 

одержаної в результаті реакції зворотної транскрипції.  

Умови інкубації: (eNOS, iNOS) 94 °С – 1 хв, 55 °С – 30 с, 72 °С – 1 хв, а 

потім температуру знижували до 4 °С, 35 циклів; (Вах) 94 °С – 45 с, 53 °С – 

45 с, 72 °С – 1,5 хв, 4 °С, 30 циклів; (StAR) 94 °С – 45 с, 55 °С – 75 с, 72 °С – 

15 с, 4 °С, кількість циклів становила 27; (цитохром P450scc) 94 °С – 45 с, 

53 °С – 45 с, 72 °С – 1,5 хв, 4 °С, 30 циклів. 

Продукти ПЛР аналізували в агарозному гелі (1,7 %), який готували на 

буфері, що містив: 40 ммоль/л трис, 2 ммоль/л ЕДТА і 0,1 % льодяної оцтової 

кислоти (ТАЕ-буфер, рН 8,5). У гель додавали бромистий етидій до 

концентрації 1 мкг/мл. Проби готували змішуючи проби з розчином 

бромфенолового синього та сахарози (відповідно 0,025 % та 45 %) на 

ТАЕ-буфері. Загальний об’єм проби не перевищував 20 мкл. У роботі 

використовували маркер ДНК – 100-1000 пар основ (п.о.). Тривалість 

електрофорезу становила 1 год при напрузі 100 мВ. Гелі фотографували у 

трансілюмінаторі, сканували за допомогою програми «GelPro» і порівнювали 

інтенсивність смуг ДНК, одержаної шляхом ампліфікації комплементарної 

ДНК. 

 

2.6 Електрофорез білків в поліакриламідному гелі 

 

Розділення суміші білків проводили за методом Леммлі у приладі для 

вертикального електрофорезу в 12,5 % поліакриламідному гелі у присутності 

додецилсульфат натрію [134]. В усі лунки наносили однакову кількість білка 

(40 мкг). Перед нанесенням на гель проби змішували у співвідношенні 1:1 з 

буфером (100 ммоль/л трис-НСl, 4 % додецилсульфат натрію, 0,2 % 

бромфенолового синього, 20 % гліцерину, 2 % 2-меркаптоетанолу, 10 % 

дитіотреїтолу) та кип’ятили на водяній бані впродовж 5 хв. Електрофорез 

білків проводили при постійному струмі – 30-45 мА. 
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2.7 Метод Вестерн-блот аналізу 

 

Для визначення рівня експресії ERK1/2, GSK-3β, c-fos, c-jun, 

фосфо-с-jun, бета-актину використовували метод Вестерн-блотинг. 

Після завершення електрофорезу білки переносили напівсухим 

способом на нітроцелюлозну мембрану впродовж 1,5-2 год при напруженості 

поля 45 мА. Після цього нітроцелюлозну мембрану блокували 5 % розчином 

молока, щоб запобігти неспецифічному зв’язуванню антитіл. Далі 

нітроцелюлозну мембрану промивали 3 рази по 5 хв фосфатним буфером з 

0,1 % Тwееn-20 (РBS-T «Sigma», США) та інкубували з первинними 

антитілами, специфічними до відповідного білка впродовж ночі при 4 оС. 

При визначенні рівня експресії GSK-3β проводили так званий «дот 

блот». На нітроцелюлозну мембрану безпосередньо наносили однакову 

кількість білка (30 мкг) та проводили таку ж саму процедуру, яка описана 

вище. При проведенні Вестерн-блотингу використовували моноклональні 

антитіла до ERК1/2, c-fos, c-jun, бета-актину («Sigma», США) і поліклональні 

антитіла до GSK-3β («Cell Signaling Technology», США). 

Після триразового відмивання мембрани PBS-T-буфером від залишків 

первинних антитіл до неї додавали вторинні антитіла (IgG), мічені 

пероксидазою хрону («Sigma», США), та інкубували впродовж 1 год при 

кімнатній температурі. Нітроцелюлозну мембрану відмивали 3 рази буфером 

PBS-T та інкубували з розчином ECL (кумарова кислота – 0,06 мг/мл, 

люмінол – 0,44 мг/мл, перекис водню 0,03 %, 0,1 моль/л Трис-HCl, рН 8,7; 

«Amersham Life Science», Велика Британія) впродовж 2 хв. Мембрану 

експонували на рентгенівській плівці, яку проявляли, використовуючи 

стандартні реактиви для проявки рентгенівських плівок («Онікс», Україна). 

Після денситометричного визначення інтенсивності засвічення 

рентгенівської плівки результати обробляли у програмі «Gel Pro Analyzer». 

 

 



 

 

42 

2.8 Виділення та очистка ДНК  

 

Зрізи пухлинної тканини після попередньої трьохгодинної інкубації з 

NАЕс переносили в скляні гомогенізатори з 1 мл охолодженого буферу, що 

містив 10 ммоль/л трис-HCl (pH 7,5), 10 ммоль/л ЕДТА та 0,1 моль/л NaCl. 

До гомогенату додавали розчин протеїнази К («Sigma», США) до кінцевої 

концентрації 200 мкг/мл і додецилсульфат натрію до кінцевої концентрації 

1 %.  

Проби інкубували при 60 оС впродовж 15-20 хв, далі при 45 оС 

впродовж ночі та при 37 оС впродовж 1 год після додавання розчину РНКаз 

(«Sigma», США) до кінцевої концентрації 200 мкг/мл. Для осадження білків у 

проби вносили розчин NaCl до кінцевої концентрації 0,5 моль/л та 

центрифугували їх при 1800 g (центрифуга «РС-6», СРСР) впродовж 20 хв 

при 4 оС. Надосадову рідину переносили в чисті пробірки, додавали 2 мл 

суміші – хлороформ: ізоаміловий спирт (у співвідношенні 24:1), струшували 

на шутель-апараті («АВУ-С3», СРСР) впродовж 30 хв та центрифугували 

15 хв при 1800 g. Етап очистки повторювали до зникнення інтерфази. ДНК 

осаджували з водної фази трьома об’ємами холодного 96 % етанолу, проби 

залишали на ніч при мінус 18 оС. 

Високомолекулярну ДНК, що утворила гелеподібну речовину, скляною 

паличкою переносили в окрему пробірку, підсушували протягом 10 хв і 

розчиняли в ТЕ-буфері, який містив 10 ммоль/л трис і 10 ммоль/л ЕДТА 

(рН 8,0). Залишок центрифугували при 1800 g при 2 оС, впродовж 15 хв. Осад 

промиваємо 80 % етанолом і ще раз центрифугували за тих же умов. Осад 

підсушували на повітрі впродовж 10 хв і розчиняли в ТЕ-буфері. 

Концентрацію ДНК визначали за допомогою спектрофотометра («Jen Way», 

Великобританія) при довжині хвилі 260 нм проти ТЕ-буфера. 
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2.9 Електрофорез ДНК в агарозному гелі  

 

Розділення фрагментів ДНК проводили в 1,7 % агарозному гелі 

(Agarоse Serva Ρremium, «Serva», Німеччина) приготованому на ТАЕ-буфері, 

що містив 40 ммоль/л трис, 2 ммоль/л ЕДТА і 0,1 % льодяної оцтової кислоти 

(рН 8,5). 

До розчину агарози додавали бромистий етидіум («Sigma», США) у 

кінцевій концентрації 1 мкг/мл. Проби готували, змішуючи розчин ДНК з 

розчинами бромфенолового синього та сахарози (відповідно 0,025 % та 45 %) 

на ТАЕ-буфері. Загальний об’єм проби не перевищував 20 мкл. 

Використовували маркери ДНК широкого діапазону від 50 до 1000 пар основ 

(«Sigma», США) та від 100 до 1500 пар основ («Promega», США). Тривалість 

електрофорезу становила від 1 год при напрузі 100 мВ. Після електрофорезу 

гелі фотографували цифровою відеокамерою в трансілюмінаторі, сканували 

за допомогою програми «Gel Pro Analyzer», за допомогою останньої 

визначали інтенсивність міжнуклеосомної фрагментації ДНК. 

 

2.10 Метод визначення концентрації кортикостероїдів 

 

Концентрацію 11-гідроксикортикостероїдів (11-ОКС) визначали за 

флуориметричним методом De Moore у модифікації Ю. Г. Балашова [2]. 

До 0,1 мл проби (стандарт, контроль, інкубаційне середовище) 

додавали 1,5 мл хлористого метилену та струшували на шутель-апараті 

(«АВУ-С3», СРСР) впродовж 2-3 хв. Проби витримували 20 хв при мінус 

20 оС. Отриманий екстракт переносили у чисті пробірки, додавали 0,5 мл 

флуоресцентного реактиву (суміш концентрованої сірчаної кислоти з 

абсолютним етиловим спиртом у співвідношенні 7:3) та струшували 

впродовж 2 хв на шутель-апараті («АВУ-С3», СРСР). Верхній шар 

хлористого метилену видаляли за допомогою водострумного насосу. Через 

1 год проводили визначення флуоресценції, яку реєстрували на 
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спектрофлуориметрі MPF-4 («Hitachi», Японія). Довжина хвиль (нм) 

збудження та емісії флуоресценції для гідрокортизону («Koch-Light», Велика 

Британія) – 470/524. Концентрацію 11-ОКС виражали в мкг/мг тканини. 

 

2.11 Визначення активності синтази оксиду азоту 

 

Для визначення активності синтази оксиду азоту використовували 

метод, заснований на тому, що відновлена форма нікотинамідаденін-

динуклеотидфосфату (HAДФН), на відміну від окисленої, має максимум 

поглинання при 340 нм. Реакція супроводжується зниженням величини 

оптичної густини, швидкість якого пропорційна активності ферменту. В 

реакції утворення оксиду азоту з L-аргініну відбувається стехіометричне 

окислення HAДФН. Кількість використаного в реакції коферменту є 

еквівалентною кількості утвореного оксиду азоту. Кількість окисленого 

коферменту реєстрували по зниженню величини оптичної густини 

дослідного розчину і розраховували за коефіцієнтом молярної екстинції. Для 

визначення величини окислення коферменту в реакції утворення оксиду 

азоту реєстрація окислення HAДФН здійснювалась у двох паралельних 

пробах – а) з субстратом L-аргініном та б) з блокатором NO-синтази N-нітро-

L-аргінін метиловим эфіром (L-NAME). Різниця становить кількість 

окисленого HAДФН у реакції синтезу NO. Реакцію проводили в 1,5 мл 

буферному розчині тріс-НСl з концентрацією 0,1 моль/л та рН 7,6, який 

містив 10,0 ммоль/л CaCl2 та 5,0 ммоль/л MgCl2, 0,3 мл 200 мкмоль/л розчину 

L-аргініну та 0,1 мл водного розчину HAДФН з концентрацією 1 ммоль/л. До 

реакційної суміші додавали 0,1 мл гомогенату тканини надниркової залози. В 

контрольну пробу замість L-аргініну вносили 0,3 мл водного розчину 

інгібітора NO-синтази L-NAME. Оптичну густину дослідних проб 

вимірювали на спектрофотометрі СФ-46 при 340 нм, інкубували при 

температурі 37 ºС протягом 60 хв і знову вимірювали оптичну густину. За 
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різницею екстинції дослідної і контрольної проби вираховували активність 

NOS, яку виражали у Од/г білка (нмоль HAДФН/(1мг білка×хв). 

 

2.12 Визначення кількості білка 

 

Кількість білка у гомогенаті визначали за методом Бредфорд [45]. 

Вимірювали оптичну густину досліджуваних проб при 595 нм на 

спектрофотометрі «Jen Way». Вміст білка виражали у мкг/мкл. 

 

2.13 Статистичний аналіз результатів 

 

Статистичний аналіз одержаних даних проводили за t-критерієм 

Стьюдента та непараметричним U-критерієм Вілкоксона-Манна-Уїтні. 

Критичний рівень значущості приймали за 0,05. 
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РОЗДІЛ 3 

МЕСЕНДЖЕРНІ МЕХАНІЗМИ, ЩО ОПОСЕРЕДКОВУЮТЬ 

СТЕРОЇДОГЕННІ ЕФЕКТИ В КОРІ НАДНИРКОВИХ ЗАЛОЗ 

 

3.1 Дослідження експресії мРНК білка StAR та цитохрому P450scc в 

адренокортикальній тканині 

 

В цьому розділі представлено результати дослідження рівня мРНК 

білка-регулятора швидкої фази стероїдогенезу (StAR) та цитохрому P450scc в 

тканині кори надниркових залоз людини за дії іонів калію.  

Лімітуючим етапом біосинтезу стероїдних гормонів є перетворення 

холестерину у прегненолон. Ця реакція – відщеплення ізокапронового 

альдегіду від холестерину – здійснюється ферментним комплексом 

десмолазою, який функціонує з участю цитохрому Р450scc [207, 212]. 

Важливим процесом, що забезпечує десмолазну реакцію субстратом, є 

транспорт холестерину з зовнішньої на внутрішню мембрану мітохондрій, де 

локалізується десмолаза. На сьогодні більшість дослідників розглядають в 

якості основного транспортеру холестерину білок StAR (Steroidogenic acute 

regulatory protein) [64, 211, 212].  

Утворення сАМР і активація протеїнкінази А, які є важливими ланками 

контролю функції кори надниркових залоз, зростають в адренокортикальній 

тканині за підвищення концентрації калію [26]. Разом з цим, 

внутрішньоклітинні процеси, що активуються в корі надниркових залоз при 

підвищенні концентрації калію, вивчені недостатньо. Метою цього розділу 

було визначення впливу різних концентрацій калію на експресію мРНК StAR 

та цитохрому P450scc в умовно нормальній тканині надниркових залоз 

людини.  

Навіть незначне підвищення концентрації калію в інкубаційному 

середовищі спричиняє відчутні зміни у швидкості біосинтезу альдостерону в 

адренокортикальній тканині внаслідок особливої чутливості клітин 
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клубочкової зони кори надниркових залоз до калію [207]. Ці клітини 

реагують посиленням стероїдогенезу на зміну концентрації калію тільки в 

досить вузьких межах – від 5 до 9 ммоль/л, які відображають реальні 

коливання вмісту іону в живому організмі. Важливо підкреслити, що при 

низькому вмісті калію в інкубаційному середовищі швидкість біосинтезу 

альдостерону різко знижується. Це вказує на можливість існування 

механізмів гальмування стероїдогенезу при концентраціях калію, нижчих від 

фізіологічного (від 3 до 4 ммоль/л).  

Внесення до середовища інкубації високих концентрацій калію 

(8,5 ммоль/л) викликає вірогідні зміни експресії мРНК StAR в 

адренокортикоцитах (рис. 3.1). Під впливом калію у концентрації 8,5 ммоль/л 

спостерігається збільшення рівня експресії мРНК StAR на 27 % порівняно з 

контролем (рис. 3.1, Б). Рівень експресії мРНК StAR при додаванні до 

середовища інкубації калію до концентрації 5,5 ммоль/л збільшувався на 

26 % у порівнянні з контролем, проте ці зміни не є вірогідними (рис. 3.1, Б). 

Подібна закономірність спостерігається при дослідженні експресії мРНК 

цитохрому Р450scc. Рівень експресії мРНК цитохрому Р450scc в присутності 

калію у концентрацї 5,5 ммоль/л не змінюється, по відношенню до контролю 

цей показник становить 122 % (рис. 3.2). Збільшення концентрації калію до 

8,5 ммоль/л призводить до зростання експресії мРНК цитохрому Р450scc на 

70 % щодо контролю (рис. 3.2, Б). При концентрації калію в середовищі, 

нижче за фізіологічний показник (3,5 ммоль/л), рівень експресії мРНК StAR 

та цитохрому Р450scc знижений (рис. 3.1, 3.2). Таким чином, інкубація 

тканини в середовищі з високим вмістом калію викликає збільшення в 

адренокортикоцитах людини експресії мРНК StAR та цитохрому Р450scc. Ці 

дані збігаються з результатами, отриманими in vivo, коли у щурів, які 

отримували дієту з вмістом 4 % хлориду калію, спостерігали істотне 

збільшення рівня мРНК StAR в клубочковій зоні надниркових залоз [184]. 
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Рис. 3.1. Рівень експресії мРНК StAR в умовно нормальній тканині кори 

надниркових залоз людини за дії іонів калію 

 

Примітки: 

А – електрофоретичний аналіз продуктів ПЛР-реакції із використанням 

праймерів до StAR; Б – кількісна характеристика експресії мРНК. 1 – 

середовище без калію, 2 – контроль, фізіологічна концентрація 3,5 ммоль/л 

KCl, 3 – 5,5 ммоль/л KCl, 4 – 8,5 ммоль/л KCl. # – різниця з контролем є 

вірогідною ( р ≤ 0,05, M ± m, n = 4, U-критерій). 
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Рис. 3.2. Рівень експресії мРНК цитохрому Р450scc в умовно нормальній 

тканині кори надниркових залоз людини за дії іонів калію 

 

Примітки: 

А – електрофоретичний аналіз продуктів ПЛР-реакції із використанням 

праймерів до цитохрому Р450scc; Б – кількісна характеристика експресії 

мРНК. 1 – середовище без калію, 2 – контроль, фізіологічна концентрація 

3,5 ммоль/л KCl, 3 – 5,5 ммоль/л KCl, 4 – 8,5 ммоль/л KCl. # – різниця з 

контролем є вірогідною ( р ≤ 0,05, M ± m, n = 3, U-критерій). 

 

Як вже згадувалося, StAR відіграє значну роль у регулюванні 

транспорту холестеролу із зовнішніх до внутрішніх мітохондріальних 

мембран, де за допомогою цитохрому Р450scc здійснюється реакція, що 

обмежує швидкість стероїдогенезу. У відповідь на стимуляцію тропними 

гормонами в цитозолі синтезується білок StAR з молекулярною масою 

37 кДa, сигнальна ділянка якого взаємодіє із зовнішньою мембраною 

Р450scc А 

Б 
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мітохондрій. Після проникнення всередину StAR, навантаженого 

холестеролом, сигнальна ділянка відщеплюється. Після відщеплення 

протеазами сигнальної ділянки утворюється зріла форма StAR з 

молекулярною масою від 29 до 30 кДa, яка вже не може забезпечувати 

перенесення холестерину, тому стимуляція стероїдогенезу потребує 

постійного утворення StAR з масою 37 кДa [94, 168]. Головним чином він 

зосереджується в мітохондріях, але значна кількість незрілої форми цього 

білка міститься у цитозолі. Очевидно, синтез і фосфорилювання StAR 

відбувається в цитозолі, після чого білок мігрує до мітохондрій, де й 

відбувається його процесинг.  

Ряд інших літературних даних свідчить про те, що іони калію 

посилювали фосфорилювання StAR за дії ангіотензину ІІ [39]. Методом ПЛР 

у реальному часі у фетальних стероїдогенних тканинах були ідентифіковані 

транскрипти мРНК StAR та альдостеронсинтази [185]. Вважається, що StAR 

може бути субстратом протеїнкінази С, активатори якої посилювали 

секрецію альдостерону за присутності іонів калію [31, 39]. Раніше було 

показано збільшення активності ПКС внаслідок дії іонів калію в умовах in 

vitro [26]. 

Отримані нами дані дозволяють вважати, що посилення продукції 

мінералокортикоїдів при дії К+ забезпечується за рахунок транспорту за 

участі StAR холестерину через мітохондріальну мембрану та подальшої 

конверсії у прегненолон цитохромом P450scc [8]. 

 

3.2 Рівень експресії кінази глікогенсинтази в адренокортикоцитах за дії 

іонів калію та літію, вплив іонів літію на синтез 11-оксикортикостероїдів 

 

Далі ми досліджували впливу агоніста стероїдогенезу – К+  та інгібітора 

кінази глікогенсинтази-3β – іонів літію на експресію кінази глікогенсинтази 

GSK-3β в адренокортикоцитах. 
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Кіназа глікогенсинтази є одним з найважливіших ферментів, який 

опосередковує зупинку клітинного циклу та перехід до апоптозу за умов 

зниження вмісту ростових факторів у позаклітинному середовищі. Якщо 

спочатку їй приписували тільки метаболічні функції, зокрема, контроль 

синтезу глікогену, то зараз ця кіназа розглядається як важливий регулятор 

апоптозу, проліферативних процесів та диференціації, транспорту глюкози, 

імунної відповіді. Порушення її функції є причиною нейродегенеративних та 

запальних процесів. Як наслідок, GSK-3β вважається перспективною 

мішенню для розробки терапевтичних засобів щодо лікування раку, 

неврологічних, кардіологічних та запальних захворювань. 

Препарати літію використовуються при лікуванні психічних розладів. 

Проте ефекти іона щодо систем організму, пов’язаних з стероїдогенезом, 

вивчені ще недостатньо, хоча є дані, які свідчать про прямий вплив літію на 

вісь гіпоталамус-гіпофіз-надниркові залози [47] та на процеси синтезу 

стероїдів у корі надниркових залоз. 

Відомо, що активність GSK-3β контролюється протеїнкіназою Akt, яка 

є ключовою кіназою сигнального каскаду PI3K/PDK/Akt. Зменшення 

кількості іонів калію у середовищі призводить до пригнічення активності 

Akt, яка фосфорилює GSK-3β по 9 залишку серину [216, 245]. 

Дефосфорилювання GSK-3β спричиняє її активацію, транслокацію до 

ліпідних рафтів з наступною ініціацією апоптозних процесів [216]. Важливо 

було з’ясувати чи впливає К+ тільки на активацію GSK-3β, чи здійснює щодо 

цієї кінази більш глибокі регуляторні зміни в адренокортикоцитах. 

З рис. 3.3 видно, що в клітинах, які знаходяться в умовах фізіологічної 

концентрації калію (3,5 ммоль/л) експресія GSK-3β знаходиться на досить 

високому рівні. З підвищенням концентрації калію в середовищі до значень, 

які стимулюють стероїдогенез, кількість GSK-3β зменшується більш ніж в 

два рази. Більш кардинальні зміни у кількості протеїнкінази виявляються при 

зниженні концентрації калію до 0,5 ммоль/л. Експресія GSK-3β зростає у 

понад три рази (рис. 3.3). 
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Рис. 3.3. Вплив іонів калію на експресію GSK-3β в адренокортикоцитах 

морських свинок  

 

Примітки: 

Кількість GSK-3β визначали методом Вестерн-блотингу. Вісь ординат – 

оптична густина в умовних одиницях. * – відміни від контролю (3,5 ммоль/л 

К+) вірогідні, р < 0,05. M ± m, n = 6, t-критерій Стьюдента. 

 

Таким чином, зміни концентрації К+ впливають не тільки на активність 

GSK-3β, але й на експресію (кількість) цієї протеїнкінази. 

Поки що незрозуміло, чи пов’язані зміни експресії GSK-3β в 

адренокортикоцитах з регуляторним впливом калію на стероїдогенез (в 

першу чергу при підвищенні концентрації іона), чи є звичайною реакцією 

клітини на рівень К+ в позаклітинному середовищі. Зменшення кількості 

GSK-3β при підвищених концентраціях калію можна пояснити зростанням в 

корі надниркових залоз експресії як ендотеліальної NOS (eNOS), так й 

індуцибельної NOS (яке буде описано далі) при цих концентраціях, які, в 

свою чергу, можуть активувати Akt та Akt-залежні транскрипційні фактори 

[78]. Відомо, що зростання експресії eNOS в клітинах MCF-7 за дії естрогенів 
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також супроводжувалося пригніченням GSK-3β [174]. Є також дані, що 

сигнальний каскад NOS/NO/cGMP/PKG бере участь у пригніченні активності 

GSK-3β на рівні мітохондрій [113]. Безпосередній вплив калію на експресію 

гена GSK-3β може здійснюватись через сАМР/ПКА, або, що більш імовірно, 

Са2+/кальмодулін-залежні транскрипційні фактори. Іншим механізмом, що 

регулює кількість GSK-3β в клітинах, може бути її розщеплення кальпаїном 

на два фрагменти при підвищенні концентрації Са2+ в клітині. Оскільки 

зростання концентрації калію до величин, що стимулюють стероїдогенез, 

супроводжується підвищенням вмісту кальцію в клітині за рахунок притоку 

ззовні та виходу з внутрішньоклітинних депо, такий механізм, цілком 

можливо, діє і в адренокортикоцитах. 

Якщо прийняти до уваги наші результати, за якими при низьких 

концентраціях калію в середовищі відбувається гальмування синтезу 

альдостерону, то збільшення кількості GSK-3β при 0,5 ммоль/л калію може 

якраз бути конкретним механізмом такого гальмування, що є імовірним, 

враховуючи наведені вище дані [191]. Цілком можливо, також, що зростання 

кількості кінази відображає звичайну, хоча і дуже потужну реакцію клітини 

на зменшення вмісту калію в середовищі. 

Доведено, що іони літію, які використовуються при лікуванні 

психічних розладів, є селективним інгібітором GSK-3β [102, 126, 144]. 

Антиапоптозний ефект іонів літію пов’язують з прямим гальмуванням 

активності GSK-3β [128]. 

Даних щодо впливу GSK-3β на стероїдогенез дуже мало. Показано, що 

GSK-3β негативно регулює стероїдогенез у клітинах жовтого тіла, а 

лютеотропний гормон пригнічує її через активацію сигнального каскаду 

сАМР/ПКА [78]. Гальмування активності цієї кінази специфічним 

інгібітором сприяло також диференціації стовбурових клітин у клітини, 

близькі за характеристиками до адренокортикоцитів, які продукують 

відповідні стероїди [174]. 
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Триразове підвищення кількості GSK-3β при концентрації калію 

0,5 ммоль/л вже не може пояснюватись збільшенням експресії NOS, оскільки 

її рівень при цій концентрації К+ мінімальний (розділ 3.1). 

Показано, що ця кіназа характеризується виразною проапоптозною 

активністю, яка пригнічується у присутності інсуліну та ростових факторів 

[88]. 

Оскільки літій негативно впливає на активність і стан фосфорилювання 

GSK-3β, представляло інтерес визначити його вплив на більш глибокі 

процеси, а саме на експресію цієї протеїнкінази. З рис. 3.4 видно, що 

кількість GSK-3β помітно зростає вже у присутності 5 ммоль/л літію, а 

підвищення концентрації іона до 10 ммоль/л призводить до збільшення її 

кількості більш ніж у два рази [17]. 

Фізіологічне значення такого посилення експресії GSK-3β поки що 

невідоме. Можливо, в умовах повного або часткового пригнічення кінази 

активуються процеси, які спрямовані компенсувати втрату її активності. 

Стосовно механізму дії літію на транскрипцію гена GSK-3β – конкретних 

даних немає. Проте показано, що Li+ може безпосередньо або 

опосередковано впливати на активність транскрипційних факторів АР-1, 

c-jun, NFκB та інших, в тому числі і безпосередньо задіяних у трансдукції 

сигналу через каскад PI3K/Akt та залучення фактора транскрипції FoxO1 

[143, 189, 248]. 

На рис. 3.5 представлені дані щодо впливу різних концентрацій 

хлориду літію in vitro на секрецію 11-ОКС. Результати досліджень показали, 

що хлорид літію в концентрації 5 ммоль/л не впливав на інтенсивність 

синтезу кортикостероїдних гормонів у позапухлинній тканині кори 

надниркових залоз людини, хоча у концентрації 10 ммоль/л спостерігали 

вірогідне підвищення (на 38%) вмісту 11-ОКС у середовищі інкубації. Таким 

чином, отримані нами результати свідчать про стимулюючий вплив хлориду 

літію на процеси стероїдогенезу in vitro у позапухлинній тканині кори 

надниркових залоз людини. 
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Рис. 3.4. Вплив іонів літію на експресію GSK-3β в адренокортикоцитах 

морських свинок 

 

Примітки: 

А – кількісна оцінка GSK-3β. Б – результат Вестерн-блотингу (дот-блотинг). 

Вісь ординат – оптична густина в умовних одиницях. Вісь абсцис – 

концентрація іонів літію в ммоль/л. n = 6. 

 

У літературі приводяться суперечливі дані щодо впливу хлориду літію 

на процеси стероїдогенезу. З одного боку, одноразова ін’єкція хлориду літію 

і тривале його введення викликали підвищення рівня кортикостерону у щурів 

[123]. З іншого боку, 10 ммоль/л хлориду літію пригнічують стимульований 

ангіотензином II біосинтез альдостерону [33]. Показано, що літій пригнічує 

стимульований калієм стероїдогенез [25]. Автори висловили припущення, що 

цей факт може бути пов’язаний із гальмуванням ресинтезу фосфоінозитидів 

та активності протеїнкінази С внаслідок інгібування іоном 

інозитолфосфатази. 
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Рис. 3.5. Вплив хлориду літію in vitro на вміст 11-ОКС в інкубаційному 

середовищі при інкубації зрізів тканини кори надниркових залоз людини 

 

Примітки: 

1 – контроль; 2 – 5 ммоль/л хлориду літію; 3 – 10 ммоль/л хлориду літію;  

* – р < 0,05 – порівняно з контрольною пробою без хлориду літію (t-критерій 

Cтьюдента), n = 5. 

 

В той же час, необхідно враховувати, що зміна функції залози може 

регулюватися не тільки через зміни швидкості синтезу гормонів, але й 

шляхом зміни маси функціонуючої залози. У зв’язку з цим регуляція мітозу 

та апоптозу також може робити свій внесок до загальної функціональної 

відповіді надниркових залоз. У попередніх роботах відділу було показано, що 

хлорид літію пригнічував інтенсивність фрагментації ДНК в умовно 

нормальній тканині та тканині пухлин кори надниркових залоз людини [25]. 

Основні результати розділу викладено у публікаціях автора [8, 15, 17].
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РОЗДІЛ 4 

ДОСЛІДЖЕННЯ УЧАСТІ ОКСИДУ АЗОТУ В ОПОСЕРЕДКУВАННІ 

РЕГУЛЯТОРНИХ ВПЛИВІВ У НАДНИРКОВИХ ЗАЛОЗАХ 

 

4.1 Експресія мРНК ізоформ NO-синтази в адренокортикальній тканині 

людини за впливу іонів калію та літію 

 

Окис азоту (NO) утворюється при перетворенні аргініну в цитрулін за 

допомогою сімейства NO-синтаз. Існують дві ізоформи NOS, що 

експресуються конститутивно – нейрональна (nNOS), ендотеліальна (eNOS) 

та індуцибельна ізоформа (iNOS). Хоча основний акцент у сучасних 

дослідженнях робиться на вивченні функції NO у клітинах нервової системи 

та судин, одержані численні дані щодо впливу NO на стероїдогенез у різних 

ендокринних органах, які узагальнені в оглядах [35, 81]. Присутність 

активних NOS в надниркових залозах була встановлена ще в 1989 році [181]. 

Імуногістохімічними методами була доведена локалізація білка синтази 

оксиду азоту в мозковому шарі надниркових залоз, хоча функція ферменту в 

цьому шарі залишилася не з’ясованою. Присутність блокатора NO-синтази ‒ 

L-NAME або донору оксиду азоту ‒ L-аргініну не впливала на вивільнення 

катехоламінів при імпульсній стимуляції нервів, які іннервують надниркові 

залози [82, 158]. Імунореактивний білок eNOS було ідентифіковано в 

клубочковій зоні надниркових залоз щура [176]. Проте ферментативної 

активності ендотеліальної та індуцибельної форм NOS виявити в культурі 

клітин клубочкової зони наднирникових залоз бика не вдалося. 

Імунореактивну еNOS було знайдено і наявність її ферментативної 

активності за перетворенням міченого за тритієм L-аргініну в L-цитрулін 

було показано тільки в ендотеліальних клітинах надниркових залоз [110]. 

Відомо, що іони калію є одним з найважливіших регуляторів 

стероїдогенезу у корі надниркових залоз. К+ не тільки прямо впливає на 
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стероїдогенну функцію адренокортикоцитів, але й слугує позитивним тлом 

при дії таких агоністів як ангіотензин ІІ та кортикотропін [25]. 

Метою цього розділу було встановлення експресії ізоформ NO-синтаз в 

корі надниркових залоз людини і визначення впливу іонів калію та літію на 

їх експресію.  

Оскільки на надниркових залозах тварин був доведений факт експресії 

eNOS в клубочковій зоні, ми вважали за доцільне вивчення дії К+, як агоніста 

стероїдогенезу, в корі надниркових залоз людини. З рис. 4.1 видно, що 

експресія мРНК ферменту зростає при підвищенні концентрації калію, 

досягаючи максимуму при 8,5 ммоль/л іона, тобто при концентрації, що 

максимально стимулює стероїдогенез. Додавання до інкубаційного 

середовища іонів літію призводить до посилення експресії eNOS при 

базальній концентрації калію (що не стимулює стероїдогенез) до рівня, який 

спостерігається при підвищених концентраціях калію – 5,5 та 8,5 ммоль/л та 

до пригнічення синтезу мРНК eNOS при вищих концентраціях іона (рис. 4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.1. Експресія мРНК eNOS при різних концентраціях К+ та в присутності 

літію 

Примітки: 1 – KCl, 2 – KCl + 10 ммоль/л LiCl (за 100 % приймають значення 

при фізіологічній концентрації іонів калію 3,5 ммоль/л). * – вірогідна різниця 

в порівнянні з 3,5 ммоль/л К+. + – різниця між кривими 1 і 2 є вірогідною 

(Р ≤ 0,05, M ± m, n = 5, U-критерій). 
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Подібний, але більш виразний ефект іонів калію спостерігався в 

тканині надниркових залоз людини і щодо експресії іNOS (рис. 4.2). 

Потрібно відмітити стимулювання експресії ферменту за відсутності калію в 

середовищі. Звертає на себе увагу той факт, що інтенсивність, амплітуда 

стимулюючого ефекту іонів калію була значно (більш ніж у 2 рази) вищою 

стосовно іNOS у порівнянні з еNOS. Літій посилював експресію іNOS при 

базальній концентрації (3,5 ммоль/л К+) та пригнічував стимулюючий ефект 

К+ при підвищених концентраціях калію (рис. 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.2. Експресія мРНК іNOS при різних концентраціях К+ та у присутності 

літію 

 

Примітки: 

1 – KCl, 2 – KCl + 10 ммоль/л LiCl (за 100 % приймають значення при 

фізіологічній концентрації іонів калію 3,5 ммоль/л). * – вірогідна різниця в 

порівнянні з 3,5 ммоль/л К+; + – різниця між кривими 1 і 2 є вірогідною 

(Р ≤ 0,05, M ± m, n = 5, U-критерій). 

 

Отже, при базальній концентрації К+ (3,5 ммоль/л) Li+ посилює 

експресію, а при підвищених концентраціях пригнічує у порівнянні з 

контролем. 
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Подібну за характером інтенсифікацію синтетичних процесів 

(біосинтез альдостерону і білка) та процесів посттрансляційної модифікації 

(фосфорилювання білків) в залежності від концентрації іонів калію 

спостерігали в корі надниркових залоз морських свинок [25]. Напевно 

відхилення концентрації К+ від нормальної концентрації іона (3,5 ммоль/л) в 

плазмі крові та інкубаційному середовищі призводить до серйозної 

перебудови метаболізму в клітинах залози, пов’язаної з посиленням або 

пригніченням синтезу альдостерону. 

Таким чином, іони калію стимулюють експресію обох ізоформ NOS в 

адренокортикальній тканині людини [4]. Стимулюючий ефект К+ щодо NOS 

можна пояснити активацією іоном кальмодулінової системи, від якої 

залежить активність та експресія NOS, а також транслокацією під впливом 

калію протеїнкінази С та збільшенням кількості сАМР, які можуть 

опосередковано впливати на транскрипцію відповідних генів [114, 125, 160, 

175]. Значення такої стимуляції, враховуючи той факт, що NO практично у 

всіх стероїдогенних тканинах пригнічує стероїдогенез, поки що невідоме [51, 

159]. Можна припустити, що підвищення експресії NOS формує зворотній 

зв’язок, контролюючи синтез альдостерону, стимульований К+. 

Напевно стимуляція калієм експресії NOS опосередковується 

протеїнкіназою С, яка активується К+ у адренокортикоцитах. Доказом може 

слугувати факт пригнічення експресії NOS літієм, який гальмує 

транслокацію ПКС, стимульовану підвищеними концентраціями іонів калію 

[25]. Опосередкування експресії еNOS протеїнкіназою С було показано 

також для клітин ендотелію [114]. 

Дані щодо взаємодії основного регулятора синтезу альдостерону в корі 

надниркових залоз – АІІ з NO та системою NOS не є однозначними. 

Показано, що АІІ стимулював експресію всіх форм NOS в судинах, проте 

взаємодія агоніста з NO щодо тонусу судин та біосинтезу альдостерону є 

антагоністичною [110]. 
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Класичним механізмом, за яким NO опосередковує клітинний сигнал, є 

активація розчинної гуанілатциклази. NO активує гуанілатциклазу, змінюючи 

її конформацію через зв’язування з геміновою групою цього ферменту, що 

веде до збільшення рівня внутрішньоклітинного cGMP з наступною 

активацією PKG. Використання донора оксиду азоту дозволило показати, що 

гальмівна дія NO на синтез альдостерону в надниркових залозах не залежить 

від утворення cGMP, оскільки інгібітор гуанілатциклази не змінював цей 

ефект. Можливо, інгібуючий вплив здійснюється шляхом зв'язування NO з 

геміновою групою цитохрому 450, яка міститься в активному центрі 

десмолази [110]. Показано, що NO інгібує швидкість-лімітуючу реакцію 

стероїдогенезу незалежно від активації розчинної гуанілатциклази [79]. 

Початкова швидкість-лімітуюча стадія стероїдогенезу включає в себе 

транспорт холестерину до внутрішньої мембрани мітохондрій за участю 

StAR і його зв’язування з периферичними бензодіазепіновими рецепторами. 

Доведено, що StAR відіграє вирішальну роль у доставці холестерину на 

внутрішню мембрану мітохондрій, де за допомогою CYP11A1 (цитохрому 

Р450scc) здійснюється реакція, яка лімітує швидкість стероїдогенезу – 

перетворення холестерину на прегненолон. CYP11A1 був запропонований в 

якості однієї з потенційних мішеней для регуляції оксидом азоту 

стероїдогенезу [212]. Надалі, в клітинах пучкової зони було показано, що 

еNOS в клітині чітко локалізується з CYP17 [170]. 

Вважають, що більшість фізіологічних ефектів NО може 

опосередковуватися через нітрозилювання білків, а не через активацію 

гуанілатциклази [199]. Це динамічна посттрансляційна модифікація протеїнів 

шляхом ковалентного зв’язування тіолових груп цистеїну оксидом азоту з 

утворенням нітрозотіолів (SNO). Мішенню для нітрозилювання є 

стероїдогенний фактор-1 (SF-1), що призводить до втрати Zn2+ з 

ДНК-зв’язуючої ділянки, порушуючи функції транскрипційного активатора 

[133]. Таким чином, S-нітрозилювання SF-1 є одним з механізмів, за 
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допомогою якого оксид азоту може регулювати експресію CYP17, CYP11A1 і 

StAR. 

Отже, NO може слугувати аутокринним/паракринним модулятором 

стероїдогенезу, що забезпечує тонке налаштування клітинної відповіді 

завдяки впливу або на активність ферментів стероїдогенезу, або на їх 

експресію через змінення функції факторів транскрипції.  

 

4.2 Експресія конститутивної та індуцибельної ізоформ NO-синтаз в 

пухлинах та позапухлинній адренокортикальній тканині людини 

 

Значний інтерес має визначення участі оксиду азоту в патогенезі 

онкологічних захворювань, бо наявність спільних мішеней в дії радикальних 

форм кисню і оксиду азоту припускає існування регуляції дихання 

мітохондрій за участю останнього [55, 57].  

Механізми участі системи оксиду азоту в патогенезі різних 

захворювань надниркових залоз досліджені вкрай недостатньо, хоча відомо, 

що він регулює локальний кровообіг у адренокортикальній тканині і може 

бути одним з чинників, які приймають участь у патогенезі її захворювань. 

Крім того встановлено, що поряд з локалізацією ферменту синтезу оксиду 

азоту в ендотеліальних клітинах, експресія її мРНК присутня і в структурах 

ГГАС [90]. Дослідження ролі оксиду азоту в стероїдогенних тканинах 

проводять в основному в двох напрямках – вивчення його участі в регуляції 

функції залози та значення його в механізмах трансформації. Щодо значення 

цієї молекули у розвитку апоптозних процесів в стероїдогенних тканинах, то 

свідчення літератури вкрай обмежені. 

Визначення експресії конститутивної та індуцибельної ізоформ синтаз 

оксиду азоту в адренокортикальній тканині людини не проводилось в 

жодному дослідженні, що і стало метою цього фрагменту. 

В даному розділі представлені результати дослідження експресії 

ендотеліальної та індуцибельної ізоформ NO-синтаз в позапухлинній тканині 



 

 

63 

кори надниркових залоз людини, а також в тканині гормонально неактивних 

пухлин [10]. 

Методом зворотної транскрипції-полімеразної ланцюгової реакції 

вперше встановлено експресію мРНК ендотеліальної та індуцибельної форм 

NO-синтаз в адренокортикоцитах людини. В умовно нормальній 

(позапухлинній) тканині кори надниркових залоз, як і в пухлинній тканині 

рівень експресії мРНК еNOS є подібним. Якщо рівень експресії мРНК еNOS 

в позапухлинній тканині прийняти за 100 %, то в тканині гормонально 

неактивних пухлин цей показник становить 93,1±7,0 %. Подібна 

закономірність спостерігається при дослідженні експресії мРНК 

індуцибельної ізоформи NO-синтази. Рівень експресії мРНК іNOS в 

гормонально неактивних пухлинах не відрізняється, по відношенню до 

позапухлинної тканини цей показник становить 97,2±3,4 %. 

 

Таблиця 4.1  

Рівень експресії мРНК синтаз оксиду азоту в корі надниркових залоз людини 

(%, n = 4) 

 Гормонально неактивні пухлини 

 

Контроль eNOS iNOS 

100 72,4 94,3 

100 97,2 102,9 

100 103,2 91,8 

100 100,0 100,2 

100 93,1±7,0 97,3±3,4 

 

В літературі знайдено повідомлення щодо експресії іNOS в 

надниркових залозах, проведене на клітинах феохромоцитоми РС12, 

чутливих до фактора росту нервів NGF. Фактор некрозу пухлин-альфа 

викликає синергічну індукцію іNOS в цих клітинах [150]. 

Для різних типів пухлин показано, що збільшення продукції іNOS 

свідчить про зростання агресивності пухлини: рак підшлункової залози [235], 
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рак молочної залози, простати, колоректальний рак [229]. 

Ймовірно, ми не спостерігали відмінностей експресії синтаз оксиду 

азоту, оскільки аналізували тільки доброякісні пухлини (гормонально 

неактивні пухлини надниркових залоз людини) і не мали змогу провести 

дослідження на зразках адренокортикального раку. 

 

4.3 Зміни активності NO-синтази в плазмі крові і тканині надниркових 

залоз щурів за дії естрадіолу 

 

Як вже було показано раніше, естрогени стимулюють синтез 

кортикостероїдів наднирковими залозами [3, 22]. 

Цікаво, що внаслідок внутрішньовенного введення міченого 125І 

похідного естрадіолу більша його частина акумулювалася в надниркових 

залозах, а значно менша кількість – в матці та яєчниках [71]. Специфічне 

зв’язування АКТГ, міченого 125І, мікросомами кори надниркових залоз 

значно зменшується у оваріектомованих щурів, а введення естрадіолу 

збільшує зв’язування кортикотропіну до величин, котрі значно 

перевищували контрольні [3]. Проте фізіологічна роль та молекулярні 

механізми участі естрогенів у регуляції функціонального стану кори 

надниркових залоз залишаються досі не до кінця з’ясованими. 

На рівні серцево-судинної системи показано функціональний 

взаємозв’язок між естрогенами та NO – естрогени збільшують еNOS 

залежну вазодилятацію. Вазодилятація і утворення NO змінюються 

впродовж менструального циклу і збільшуються при лікуванні жінок 

естрадіолом у постменопаузі [95, 166, 167]. 

Застосування естрогенів також покращує eNOS залежну дилятацію 

судин у чоловіків транссексуалів, що підтверджує функціонування цього 

механізму як у чоловічому, так і у жіночому організмі [215]. Інгібування NOS 

у тварин за допомогою L-NAME призводило до зниження рівня NO як в 

плазмі крові, так і в гіпоталамусі та надниркових залозах [124]. 
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Тому метою цього фрагмента дослідження було встановити, як 

впливатиме введення екзогенних естрогенів на активність NO-синтази в 

надниркових залозах і плазмі крові щурів. 

У дослідах in vivo використовувались дорослі щури-самці лінії Вістар 

масою 170 – 260 г. Використовували такі експериментальні групи: тварини, 

яким вводили фізіологічний розчин (контроль І); тварини, яким вводили 

сливову олію (контроль ІІ); тварини, що отримували естрадіол у дозі 

100 мкг/тварину протягом трьох діб. Тварин декапітували під етаміналовим 

наркозом (4 мг/100 г маси тіла) через добу після останньої ін’єкції. 

Результати досліджень представлені у таблиці 4.2. 

Встановлено, що найбільший вплив естрадіол здійснював на активність 

NOS плазми крові – вона збільшувалась на 70 %. Активність синтази оксиду 

азоту в тканині надниркових залоз також підвищувалась (табл 4.2.) 

Існують два основних шляхи, що забезпечують здатність естрогенів 

підвищувати рівень NOS. По-перше, це швидка відповідь, опосередкована 

через мембранні рецептори із залученням PI3К/Akt сигнальному шляху, що 

веде до фосфорилювання NOS. По-друге, це довготривала дія, що 

опосередкована через ядерні рецептори естрогенів, яка має наслідком 

підвищення рівня мРНК і білка NOS [171, 210]. В наших експериментах 

тривале введення естрадіолу (3 доби) забезпечувало як збільшення синтезу 

ферменту, так і швидкого його фосфорилювання, що врешті решт 

призводило до підвищення NO-синтазної активності [19]. 

Наші результати узгоджуються з даними, отриманими в експерименті 

на тканині судин. У щурів та оваріектомованих свиней введення естрогенів 

збільшувало рівень eNOS в артеріях мозку і ендотеліальных клітинах аорти, 

що підтверджувалось відповіддю ізольованої артерії на стимуляцію, а також 

підвищенням в плазмі крові рівня NO, білка і мРНК eNOS [178, 210]. 
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Таблиця 4.2 

Вплив естрадіолу на активність синтази оксиду азоту в надниркових залозах 

та плазмі крові щурів, (M ± m) 

Одиниці 

вимірювання 

Контроль І 

(фізіологічний  

розчин, n = 5) 

Контроль ІІ 

(олія, n = 5) 

Естрадіол 

(n = 5) 

тканина надниркової залози 

Од/100г  

нмоль НАДФН/ 

(хв • 0,1 г 

тканини) 

5,3 ± 0,2 5,5 ± 0,2 6,7 ± 0,3* 

Од/г білка 

нмоль НАДФН / 

(хв • мг білка) 

0,54 ± 0,03 0,56 ± 0,03 0,70 ± 0,04* 

плазма крові 

Од/л плазми  

нмоль НАДФН / 

(хв • мл плазми) 

7,21 ± 1,24 7,42 ± 1,15 12,44 ± 1,38*,# 

 

Примітка. #, * – р < 0,05 – вірогідність змін показників у порівнянні з 

контролем І та ІІ, відповідно; t-критерій Стьюдента. 

 

Цікаві результати отримані щодо участі естрогенів у збереженні і 

відновленні функції судин [109]. Оваріектомія щурів істотно знижувала 

експресію NOS-3, Akt, PI3K и ERα в аорті, а замісна терапія естрадіолом 

частково попереджала ці зміни. Естрадіол суттєво зменшував рівень 

активних форм кисню в ендотелії аорти, попереджав зниження рівня cGMP 

та посилення експресії iNOS, а також збільшенню продукції метаболитів NO. 

На культивованих клітинах з аорти людини вортманін (інгібітор PI3K), та 

інгібітор Akt гальмують позитивні ефекти естрадіолу. Отримані результати 

показали, що введення естрадіолу попереджає даун-регуляцію системи 

ERα/NOS-3 в судинах самок щурів з діабетом в умові недостатності 

естрогенових гормонів. 
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Отже, в цьому розділі дослідження ми виявили стимулюючий вплив 

естрадіолу на активність NOS. Хоча за даними більшості досліджень 

показано, что активація NO-синтазної активності супроводжується 

зниженням відповіді надниркових залоз на АКТГ. Але наразі накопичені 

протилежні дані про зв’язок між активністю NOS і синтезом 

кортикостероїдів в надниркових залозах. В дослідженні Jankord R. та 

співавторів хронічне інгібування NOS супроводжувалось надмірною 

відповіддю на АКТГ при фізичному навантаженні, але в стані спокою 

відповідь на АКТГ була зниженою. Імобілізаційний стрес підвищував рівень 

мРНК NOS в корковому шарі надниркових залоз щурів [124]. 

Можливо, виявлена нами закономірність є частиною регуляторного 

механізму за принципом зворотного зв’язку, оскільки є дані щодо здатності 

гідрокортизону блокувати естрадіол-опосередковане збільшення рівня мРНК 

NOS, що може бути поясненням взаємозв’язку між підвищеним рівнем 

кортизолу і зниженою продукцією оксиду азоту [241]. 

 

4.4 Вплив хлориду літію на активність NO-синтази в надниркових 

залозах щурів 

 

Експресія NOS динамічно регулюється фізіологічними і 

патофізіологічними стимулами і контролюється багатьма вторинними 

посередниками. Це дозволяє контролювати рівень оксиду азоту в органах і 

тканинах залежно від фізіологічних умов. NO може бути залучено до 

модуляції експресії генів через індукцію репресорів. Показано, що NO 

збільшує експресію гена сАМР-залежного раннього репресора (ICER) через 

механізм, в якому беруть участь розчинна гуанілатциклаза, протеїнкіназа А 

та іони кальцію [208]. ICER є інгібітором транскрипційного фактора – сАМР 

чутливого елемент-зв’язуючого білка (CREB). 

Опосередковані сАМР сигнальні шляхи беруть участь в експресії білка 

StAR, таким чином регулюючи процеси стероїдогенезу в надниркових 
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залозах. Експресія ICER була виявлена в корі надниркових залоз щурів. 

Зв’язування його з CREB веде до інгібування експресії, і, отже, зниження 

транскрипції гена StAR. Виявлено, що в умовах стресу відбувається швидка 

індукція транскрипції ICER. Введення гіпофізектомованим щурам АКТГ 

призводило до збільшення експресії ICER і змінення експресії генів 

ферментів стероїдогенезу в корі надниркових залоз [74]. В експериментах з 

внутрішньочеревним введенням LiCl спостерігалось дозозалежне збільшення 

експресії ICER і мРНК c-fos в корі надниркових залоз, що супроводжувалося 

збільшенням рівня кортикостерону в плазмі кров [206]. Індукція експресії 

ICER починалась пізніше, ніж експресія c-fos. Попередня обробка 

дексаметазоном блокувала вивільнення кортикостерону і індукцію ICER як 

при введенні LiCl, так і при помірному стресі. Вважають, що під впливом 

LiCl відбувається швидка стимуляція експресії c-fos, а подальша експресія 

ICER обмежує транскрипцію гена c-fos [205]. 

Для з’ясування ролі оксиду азоту у внутрішньоклітинному механізмі 

зворотного зв'язку, що лімітує відповідь надниркових залоз під час стресу, ми 

дослідили активність синтази оксиду азоту за умов використання LiCl, як 

інструменту впливу на сигнальні шляхи трансдукції сигналу в 

адренокортикоцитах. 

Виявлено, що застосування літію хлориду призводило до зниження 

активності NO-синтази в тканині надниркових залоз. В плазмі крові щурів 

активність ферменту вірогідно не змінювалась (табл. 4.3). 

В дослідженні Ghasemi M. із співавторами хронічне застосування LiСl 

достовірно зменшувало, в порівнянні з контролем, рівень NO в сироватці 

крові мишей [96]. Можливо, що ICER діє як тригер для диференціації 

сигналів, що можуть впливати на транскрипцію в надниркових залозах, 

зокрема інгібувати експресію CREB [61, 104]. Зміни активності NOS під дією 

різних факторів, і, відповідно рівня оксиду азоту, впливаючи на експресію 

гена сАМР-залежного раннього репресора через механізм, в якому беруть 
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участь розчинна гуанілатциклаза та протеїнкіназа А, динамічно приймає 

участь у швидкій регуляції відповіді надниркових залоз на стрес. 

 

Таблиця 4.3 

Вплив LiCl на активність синтази оксиду азоту в надниркових залозах та 

плазмі крові щурів, (M ± m) 

Активність NOS Контроль (n=5) LiCl( n=7) 

тканина надниркової залози 

нмоль НАДФН 

/(хв • 0,1 г 

тканини) 

5,8±0,1 3,8±0,1* 

нмоль НАДФН / 

(хв • мг білка) 
0,57±0,05 0,36±0,10* 

плазма крові 

нмоль НАДФН / 

(хв • мл плазми) 
7,62±1,34 8,97±1,43 

 

Примітка. * – вірогідність змін показників у порівнянні з контролем, 

р < 0,05 за t-критерій Стьюдента. 

 

Можна вважати, що NOS модулює реакцію гіпоталамо-гіпофізарно-

адренокортикальної системи на стрес, її рівень може змінюватись залежно 

від рівня естрогенів, кортикостероїдів, АКТГ, інгібуючи або активуючи 

здатність клітин надниркових залоз до синтезу кортикостероїдів. 

Основні результати розділу викладено у публікаціях автора [4, 10, 19]. 
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РОЗДІЛ 5 

АНАЛІЗ УЧАСТІ ЕКСПРЕСІЇ ПРОТЕЇНКІНАЗИ ERK В РЕГУЛЯЦІЇ 

ФУНКЦІЇ НАДНИРКОВИХ ЗАЛОЗ 

 

5.1 Статеві відмінності експресії ERK в надниркових залозах щурів 

 

Нашу увагу привернула система протеїнкіназам ERK (від англ. 

extracellular signal regulated kinase – кіназа, що активується позаклітинними 

сигналами). Зміни в її активності, можливо, лежать в основі патогенезу 

пухлин кори надниркових залоз. Протеїнкінази ERK ‒ це група ферментів, 

які належать до родини МАРК, залучених до сигнальних механізмів, що 

регулюють проліферацію, диференціацію, ріст та виживання клітин. 

Ймовірно, саме ці кінази беруть участь в реалізації ефектів ендоканабіноїдів. 

У попередніх дослідженнях відділу було встановлено, що метанандамід 

– метаболічно стійкий синтетичний аналог ендогенного канабіноїду 

анандаміду – залучений до регуляції стероїдогенезу та проявляє 

різноспрямований ефект на інтенсивність синтезу і секреції кортикостерону у 

щурів різної статі [12]. При дослідженні впливу метанандаміду на 

міжнуклеосомну фрагментацію ДНК в адренокортикоцитах самців і самиць 

щурів та позапухлинній тканині кори надниркових залоз хворих жінок і 

чоловіків з гормонально неактивними пухлинами також виявлений різний 

ефект сполуки залежно від статі [14]. Проте сигнальні шляхи, які 

опосередковують ефекти метанандаміду в адренокортикальній тканині, 

залишаються майже не дослідженими. 

Відомо, що ендоканабіноїди можуть діяти через ERK1/2 [93, 145]. ERK 

у клітині представлена декількома ізоформами, найбільш вивченими є ERK1 

(379 амінокислотних залишків, Mr 44 кДа) і ERK2 (360 амінокислотних 

залишків, Mr 42 кДа), які на 85 % ідентичні за амінокислотним складом і 

можуть компенсувати більшість функцій одна одної, хоча у деяких випадках 

показана їх антагоністична дія [230]. Ці кінази експресуються у клітинах 
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різних типів, але рівень їх експресії різниться. Підвищення загальної 

активності ERK1/ERK2 спостерігається в тканині деяких злоякісних пухлин, 

зокрема, раку шлунку, молочної залози, нирок, простати, сечового міхура, 

хондросаркоми, гліобластоми та недрібноклітинного раку легень [145]. 

Проте, участь ERK1/ERK2 в цих процесах за різного гормонального фону не 

відома. Щодо надниркових залоз, то було показано, що ця кіназа бере участь 

в регуляції синтезу кортикостероїдних гормонів [231]. 

Зважаючи на те, що анандамід є біологічно активною речовиною, яка 

бере участь в регуляції низки фізіологічних функцій, зокрема перебігу 

адаптаційних процесів, метою цього фрагменту роботи було дослідити рівень 

експресії ERK1 і ERK2 та вплив на неї метанандаміду в адренокортикальній 

тканині щурів обох статей in vitro. 

Дані, наведені на рис. 5.1 і в табл. 5.1, свідчать про різний рівень 

експресії кіназ у тканині надниркових залоз щурів різної статі [16]. 

Так, експресія ERK1 і ERK2 є вірогідно нижчою в адренокортикальній 

тканині самиць (у 3,3 та у 1,9 разів відповідно) порівняно з тканиною 

надниркових залоз самців. 

Як видно з даних таблиці 5.1, рівень експресії ERK1 і ERK2 в тканині 

надниркових залоз самиць різний, зокрема експресія ERK2 приблизно у 

2,3 рази вища порівняно з експресією ERK1. На відміну від самиць, в тканині 

надниркових залоз самців статистично вірогідної різниці між рівнями цих 

кіназ не спостерігали. 

Хоча експресія ERK1 і ERK2 притаманна клітинам всіх типів, рівень їх 

експресії може відрізнятися. Так, у клітинах мозку людини, а також 

гемопоетичних клітинах, рівень ERK2 є вищим [230] порівняно з ERK1, в той 

час як у клітинах слизової оболонки товстої кишки щурів спостерігали 

протилежну тенденцію [1]. Зважаючи на отримані нами дані (табл. 5.1), 

можна припустити, що рівень ERK1 і ERK2, а також їх співвідношення 

залежить не лише від типу клітин, але й від статі тварин. 
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Рис. 5.1. Вестерн-блот аналіз рівня експресії вільних форм ERK1 і ERK2 та 

дослідження ефекту метанандаміду в тканині надниркових залоз самців (А) і 

самиць (Б) щурів (один типовий дослід з трьох) 

 

Примітки: 

1 – контроль; 2 – 0,01 мкмоль/л метанандаміду; 3 – 0,1 мкмоль/л 

метанандаміду; 4 – 1 мкмоль/л метанандаміду. 

 

При дослідженні впливу метанандаміду встановлено, що інкубація 

зрізів адренокортикальної тканини самців і самиць щурів з метанандамідом у 

різних концентраціях впродовж трьох годин не призводила до вірогідних 

змін рівня експресії ERK1 і ERK2 порівняно з контрольною пробою. Тобто 

метанандамід не впливав на експресію цих кіназ у тканині надниркових залоз 

щурів обох статей. 

Раніше нами було показано, що метанандамід проявляє 

різноспрямований ефект на інтенсивність стероїдогенезу, міжнуклеосомну 

фрагментацію ДНК, рівень холестерину у тканині надниркових залоз людини 

та щурів різної статі [12-14]. Зважаючи на це та на дані цього фрагменту 

роботи, важко зробити остаточний висновок щодо залучення ERK1 і ERK2 у 

механізми дії метанандаміду. Ми висловили припущення, що встановлений 

апоптоз в тканині надниркових залоз [12] реалізується без участі ERK1 і 

ERK2. Однак, не можна виключити і можливості дії метанандаміду на 

            ERK1 

            ERK2 

 β-актин  

1      2      3      4                                              1      2      3      4 
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фосфорилювання ERK1/2 та участі фосфорильованих продуктів в зміні 

регуляції апоптозу в тканині надниркових залоз. 

 

Таблиця 5.1  

Кількісна оцінка рівня експресії вільних форм ERK1 і ERK2 та ефекту 

метанандаміду in vitro на рівень їх експресії в тканині надниркових залоз 

щурів різної статі (умовні одиниці) 

Кіназа Контрольна 

проба 

Концентрація метанандаміду, мкмоль/л 

0,01 0,1 1 

Щури-самці 

ERK1 

 

0,23 

(0,13-0,34) 

0,31 

(0,19-0,48) 

0,29 

(0,16-0,44) 

0,28 

(0,16-0,41) 

ERK2 

 

0,31 

(0,25-0,39) 

0,35 

(0,32-0,38) 

0,37 

(0,30-0,47) 

0,38 

(0,30-0,49) 

Щури-самиці 

ERK1 0,07* 

(0,04-0,11) 

0,06* 

(0,04-0,09) 

0,06* 

(0,05-0,09) 

0,06* 

(0,05-0,07) 

ERK2 

 

0,16&, # 

(0,12-0,24) 

0,17& 

(0,12-0,25) 

0,17& 

(0,12-0,24) 

0,16& 

(0,12-0,21) 

 

Примітки: наведені середні арифметичні та межі коливань; 

нормалізацію здійснювали за вмістом β-актину. * – Р = 0,05 – різниця 

вірогідна порівняно з вмістом ERK1 в тканині надниркових залоз щурів-

самців; & – P = 0,05 – різниця вірогідна порівняно з вмістом ERK2 в тканині 

надниркових залоз щурів-самців; # – P = 0,05 – різниця вірогідна порівняно з 

вмістом ERK1 в тканині надниркових залоз щурів-самиць. U-критерій, n = 3. 

 

Методом Вестерн-блот аналізу оцінювали рівень ERK1/2 у 

позапухлинній тканині від хворих з гормонально неактивними пухлинами. 

Рівень ERK2 в 1,5 рази нижчий, а ніж вміст ERK1 в тій самій тканині (табл. 
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5.2). Це може свідчити про те, що ERK1/2 в проліферативних процесах у 

гормонально неактивних пухлинах людини не займає провідну роль. Також є 

інші механізми, які сприяють росту таких пухлин, що потребує глибшого 

вивчення. Таким чином, вперше досліджено рівень експресії ERK1 і ERK2 у 

позапухлинній та пухлинній тканинах від хворих з гормонально неактивними 

пухлинами кори надниркових залоз [21]. 

 

Таблиця 5.2  

Рівень експресії ERK1 і ERK2 в позапухлинній та пухлинній тканинах від 

хворих з гормонально неактивними пухлинами кори надниркових залоз 

Протеїнкіназа Позапухлинна тканина Пухлинна тканина 

ERK1 
0,06 

(0,05-0,08) 

0,04 

(0,03-0,05) 

ERK2 
0,04* 

(0,03-0,04) 

0,02 

(0,01-0,03) 

 

Примітки: наведені середні арифметичні даних та їх межі коливань; 

нормалізацію здійснювали за вмістом β-актину. * – вірогідна різниця 

порівняно з вмістом ERK1 в позапухлинній тканині від хворих з гормонально 

неактивними пухлинами (p = 0,05; n = 3, U-критерій). 

 

5.2 Вплив іонів літію на рівень експресії протеїнкінази ERK в тканині 

кори надниркових залоз 

 

Відомо, що солі літію використовують як терапевтичний засіб у 

психіатрії при лікуванні депресивних станів, а також в ендокринології при 

захворюваннях, пов’язаних з підвищеною функцією щитоподібної залози [24, 

152, 172, 188]. Нашу увагу іони літію привернули тим, що вони здатні 
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впливати на синтез кортикостерону та альдостерону у тканині кори 

надниркових залоз [33, 83, 123]. Однак механізми впливу літію на функцію 

залози залишаються далекими від повного розуміння. 

Дія літію в різних типах клітин опосередковується за участю ряду 

систем внутрішньоклітинної сигналізації. Показано, що літій знижує 

активність аденілатциклази [83], рівень сАМР у корі мозку [60], змінює вміст 

сАМР-чутливого білка CREB [29], утворення сАМР у тиреоцитах, 

активованих тиреотропним гормоном [226]. Крім того, іони літію 

спричиняли двократне підвищення вмісту cGMP у мозку [112]. Літій регулює 

через ПКС-залежні механізми активність мітоген-активованої протеїнкінази 

JNK у мозку [60]. Нами отримані дані щодо впливу іонів літію на активність 

кінази глікогенсинтази-3β (GSK-3β) (див. розділ 3.2).  

Враховуючи вищевикладене, важливо було дослідити вплив хлориду 

літію in vitro рівень експресії ERK1/2 у тканині кори надниркових залоз. 

Щоб оцінити можливу участь ERK1/2 в опосередкуванні дії іонів літію 

на функцію та проліферацію адренокортикальної тканини, визначали рівень 

експресії її тотальних форм в залежності від концентрації хлориду літію в 

інкубаційному середовищі. З рис. 5.2 видно, що рівень експресії ERK1/2 у 

тканині кори надниркових залоз морських свинок зростає (однак не 

вірогідно) вже у присутності 5 ммоль/л хлориду літію, а підвищення 

концентрації до 10 ммоль/л призводить до збільшення її вмісту в 1,9 рази.  

Отримані нами результати [15] узгоджуються з даними літератури 

щодо участі ERK1/2 в регуляції стероїдогенезу [231].  

Основні результати розділу викладено у публікаціях автора [15, 16, 21]. 
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Рис. 5.2. Вплив хлориду літію in vitro на рівень експресії ERK1/2 в тканині 

кори надниркових залоз морських свинок  

 

Примітки: 

А – типові результати імуноблотингу одного досліду з 3-х; Б – усереднені 

дані; 1 – контроль; 2 – 5 ммоль/л хлориду літію; 3 – 10 ммоль/л хлориду 

літію. * – р = 0,05 – порівняно з контрольною пробою без хлориду літію 

(n = 3, U-критерій). 

ERK1/2 

β-актин 

 1                2              3 

А 

Б 
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РОЗДІЛ 6 

УЧАСТЬ ФАКТОРА ТРАНСКРИПЦІЇ АР-1 В ПЕРЕНЕСЕННІ  

РЕГУЛЯТОРНОГО СИГНАЛУ N-АЦИЛЬОВАНИХ ПОХІДНИХ  

ЕТАНОЛАМІНУ ТА МЕТАНАНДАМІДУ В АДРЕНОКОРТИКОЦИТАХ  

 

Контроль активності кори надниркових залоз здійснюється на етапі 

перетворення холестеролу в прегненолон. Ця реакція проходить на 

внутрішній мембрані мітохондрій адренокортикоцитів. Проте лімітуючим 

етапом є не лише реакція відщеплення бічного ланцюга холестеролу, а й 

транспорт холестеролу з цитозолю до мітохондрій. Утворення прегненолону 

каталізується ферментом десмолазою холестеролу (КФ 1.14.15.6; CYP 11A1), 

а перенесення холестеролу потребує спеціального транспортного білка StAR. 

Активація адренокортикальної функції забезпечується підвищенням синтезу 

цих білків. 

Перенесення сигналів агоністів від плазматичних мембран, де 

локализовано більшість рецепторів, до цитозолю досліджене доволі 

детально. Значно менше досліджено процеси, що забезпечують синтез 

регуляторних білків. Ядерні механізми впливу канабіноїдів в надниркових 

залозах не досліджувались. 

Аналіз перенесення внутрішньоклітинних сигналів ендоканабіноїдів 

дуже складний, оскільки встановлено, що експресія факторів транскрипції і 

специфічних генів в надниркових залозах опосередковується, з одного боку, 

сАМР-залежною протеїнкіназою А [3, 11], з іншого боку, протеїнкіназою С 

[11, 140]. Можливою є також трансрегуляція з боку месенджерного каскаду, 

до якого залучені протеїнкінази, що активуються мітогенами [140], та 

сигнальна система Wnt/бета-катенін [135]. 

Метою цього розділу було визначення експресії факторів транскрипції 

c-fos і с-jun, які разом утворюють транскрипційний фактор АР-1, в корі 

надниркових залоз людини. Досліджували вплив суміші N-ацильованих 

похідних етаноламіну на адренокортикоцити. 
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Аналіз концентраційної залежності впливу етаноламінів, 

N-ацильованих сумішшю ненасичених жирних кислот (NAEс) на вміст 

транскрипційного фактора c-fos в корі надниркових залоз людини показано 

на рисунку 6.1. 

Помітне зростання вмісту транскрипційного фактора c-fos в 

адренокортикальній тканині людини спостерігається вже при концентрації 

NAEс 1 мкмоль/л, при збільшенні концентрації NAEс до 10 мкмоль/л рівень 

фактора c-fos збільшується у 3 рази. 
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Рис. 6.1. Вплив NAEс на рівень фактора транскрипції c-fos у корі 

надниркових залоз людини 

 

Примітки: 

А – сканограми результатів Вестерн-блот аналізу; Б – усереднені результати 

досліджень. К – контроль, М ± m. * − різниця з контролем є вірогідною 

(р < 0,05, n = 3, U-критерій).  

 

А 
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Рівень с-jun в корі надниркових залоз зростає на 36 % після додавання 

NAEс в концентрації 1 мкмоль/л та майже на 50 % після використання 

10 мкмоль/л NAE (рис. 6.2, Б) [9]. 

В літературі немає жодного повідомлення про зміни рівня ядерних 

транскрипційних факторів під впливом NAE в адренокортикальній тканині. 

Проте на гепатоцитах показано участь чинника с-jun в реалізації ефекту 

канабіноїдів. Анандамід не тільки збільшував рівень c-jun білка в клітинах, а 

й прискорював утворення транскрипційного чинника АР-1 як гомодимерного 

комплексу с-jun, або гетеродимерного с-jun/junВ. Зростав також рівень двох 

транскрипційних мішеней АР-1 (FasL та Bim) [99]. 
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Рис. 6.2. Вплив NAEс на рівень фактора транскрипції c-jun у корі 

надниркових залоз людини 

 

Примітки: 

А – сканограми результатів Вестерн-блот аналізу; Б – усереднені результати 

досліджень. К – контроль, М ± m. * − різниця з контролем є вірогідною 

(р < 0,05, n = 3, U-критерій). 
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За даними літератури, при інкубації зрізів надниркових залоз щурів-

самок в присутності 10 мкмоль/л N-ацильованих етаноламінів включення 

міченого [3H]-холестерину в альдостерон і кортикостерон зростало. Цей 

ефект не спостерігався в присутності етаноламінів, N-ацильованих сумішшю 

ненасичених жирних кислот, в концентрації 1 мкмоль/л, а мічення 

кортикостерону в присутності 1 мкмоль/л N-стеароїлетаноламіну дещо 

знижувалось [3]. Синтез кортикостероїдів наднирковими залозами щурів-

самок зростав, в той час як надниркові залози самців продукували менше 

сумарних 11-ОКС в присутності NAE [165]. 

При інкубації зрізів кори надниркових залоз людини в присутності 

10 мкмоль/л N-ацильованих сумішшю ненасичених жирних кислот 

етаноламінів рівень сАМР вірогідно знижувався [3], а при інкубації зрізів 

надниркових залоз щурів-самок в тих самих умовах спостерігалась 

стимуляція стероїдогенезу [165]. Можливо, активація стероїдогенезу в таких 

умовах відбувається за рахунок активації ПКС. За даними Maccarrone M., при 

додаванні анандаміду у концентрації 10 мкмоль/л до середовища інкубації 

активність ПКС в кератиноцитах збільшувалась втричі і була співставною з 

рівнем ПКС при інкубації в присутності форболових ефірів ТРА та іонів Са2+ 

[149]. Цікаво, що зниження концентрації анандаміду до 1 мкмоль/л 

призводило до зменшення загальної активності ПКС до контрольного рівня. 

ПКС, в свою чергу, є регулятором транскрипційного фактора АР-1 та відіграє 

важливу роль в регуляції стероїдогенезу. Додавання анандаміду до 

інкубаційного середовища у концентрації 10 мкмоль/л залишало активність 

АР-1 на рівні контролю, а у концентрації 1 мкмоль/л призводило до зниження 

активності АР-1 в 2,5 рази [149]. 

Виявилося, що c-jun та c-fos не єдині транскрипційні чинники, 

експресія яких стимулюється NAE. Зокрема показано, що канабіноїди істотно 

підсилюють експресію ядерного фактора NFkB та zif268. Експерименти з 

антагоністами канабіноїдних рецепторів СВ 1 типу та СВ 2 типу показали, 
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що обидва рецепторні механізми можуть бути залучені до модулювання 

експресії c-fos. 

Виходячи з наявних даних, поки що неможливo виділити якийсь один, 

головний механізм дії канабіноїдів на адренокортикоцити. У 

внутрішньоклітинних системах перенесення регуляторних сигналів 

канабіноїдів важливе місце відводять сАМР-залежному каскаду [3]. Саме у 

такий спосіб змінюється також експресія сАМР-індуцибельних генів, до яких 

належать гени ферментів стероїдогенезу. Крім сАМР-залежної 

протеїнкінази А, у якості потенційних месенджерів розглядається серин-

треонінова протеїнкіназа С, яка може виступати трансактиватором 

протеїнкіназ, що активуються мітогенами [3, 140]. 

Таким чином, активація сумішшю NAE систем внутрішньоклітинної 

сигналізації в адренокортикоцитах людини пов’язана з трансактивацією 

ядерних транскрипційних чинників c-fos і c-jun, які входять до складу 

чинника АР-1, що в свою чергу, запускає механізми, які викликають 

ініціацію проліферативних процесів у клітині. 

Експресія складових фактора АР-1 (с-jun і його фосфорильованої 

форми) в тканині надниркових залоз щурів досліджувалась також за впливу 

синтетичного похідного арахідоноїлетаноламіну – метанандаміду. 

Для з’ясування можливої участі факторів транскрипції в 

опосередкуванні регуляторних сигналів метанандаміду було досліджено 

рівень експресії загального білка c-jun та ступінь його фосфорилювання в 

тканині надниркових залоз самиць щурів in vitro. 

В табл. 6.1 представлені дані щодо впливу різних концентрацій 

метанандаміду на рівень експресії c-jun та фосфо-c-jun в адренокортикальній 

тканині щурів-самиць. Як видно з отриманих даних, інкубація зрізів 

адренокортикальної тканини в концентрації метанандаміду 0,01-0,1 мкмоль/л 

не впливала, а в концентрації 1 мкмоль/л призводила до незначного 

підвищення рівня експресії c-jun (на 31 %) у порівнянні з контрольною 

пробою.  
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Для оцінки ступеня активації ядерного транскрипційного фактора c-jun 

визначали кількість фосфорильованих форм цього білка. Активування c-jun 

здійснються шляхом фосфорилювання залишків серину і треоніну. Рівень 

активації c-jun визначали за допомогою специфічного антитіла, який 

розпізнає даний протеїн, фосфорильований за залишками амінокислот в 

положенні Ser73.  

Таблиця 6.1  

Вплив різних концентрацій метанандаміду на рівень експресії с-jun і фосфо-

с-jun в тканині надниркових залоз самиць щурів in vitro (умовні одиниці) 

Білок 
Контрольна 

проба 

Концентрація метанандаміду, мкмоль/л 

0,01 0,1 1 

с-jun 
3,73 

(3,59-3,93) 

3,58 

(3,45-3,78) 

4,07 

(3,30-4,46) 

4,89 * 

(4,34-5,40) 

Фосфо-с-

jun 

5,50 

(5,01-6,44) 

5,14 

(4,63-6,06) 

9,12 * 

(8,48-10,1) 

10,5 * 

(9,77-11,6) 

 

Примітки: наведені середні арифметичні та межі коливань; * – Р = 0,05 

– порівняно з контрольною пробою без метанандаміду (U-критерій, n = 3). 

 

За дії метанандаміду в концентрації 0,01 мкмоль/л не виявили 

статистично значущого посилення активації c-jun, тоді як в концентрації 0,1 

та 1 мкмоль/л сполука призводила до вірогідного підвищення вмісту 

фосфорильованої форми в тканині надниркових залоз на 66 % та 91 % 

відповідно (табл. 6.1). 

Помітне зростання вмісту транскрипційного фактора c-jun також було 

продемонстровано у дослідженнях при вивченні впливу ендогенного 

канабіноїду анандаміду в гепатоцитах. Таким чином, результати проведених 

досліджень свідчать про те, що c-jun може залучатись до перенесення 

регуляторних сигналів метанандаміду в тканині надниркових залоз самиць 

щурів.  
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Аналіз перенесення внутрішньоклітинних сигналів ендоканабіноїдів в 

клітині дуже складний, оскільки встановлено, що експресія факторів 

транскрипції і специфічних генів у надниркових залозах пов’язана з 

сАМР-залежною ПКА, ПКС [3], а також МАРК. Тому для з’ясування 

конкретних біохімічних механізмів взаємозв’язку між активністю кожної з 

цих кіназ і активністю c-jun необхідні подальші експерименти. 

Основні результати розділу викладено у публікації автора [9]. 
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РОЗДІЛ 7 

ВПЛИВ N-АЦИЛЬОВАНИХ ПОХІДНИХ ЕТАНОЛАМІНУ НА 

ЕКСПРЕСІЮ мРНК ПРОАПОПТИЧНОГО БІЛКА Вах В КОРІ 

НАДНИРКОВИХ ЗАЛОЗ ЛЮДИНИ 

 

Вважається, що ефекти ацильованих похідних етаноламіну можуть 

проявлятись у впливі на апоптичні процеси, тому очікувалося, що його дія 

буде посилювати експресію мРНК проапоптичного білка Вах в 

адренокортикоцитах та інтенсивність фрагментації ядерної ДНК. 

В даному розділі розглянуті результати вивчення дії ацильованих 

похідних етаноламіну щодо апоптичних процесів у клітинах кори 

надниркових залоз людини. 

Апоптичні процеси в тканині кори надниркових залоз оцінювались 

двома методичними підходами: визначенням експресії мРНК 

проапоптичного білка Вах за допомогою диференційної полімеразної 

ланцюгової реакції після зворотної транскрипції та характеристикою 

фрагментації ДНК, яка є свідченням переходу клітини до термінальних 

стадій апоптозу. Утворення характерної для апоптозу чіткої «драбинки» 

здійснюється ендонуклеазами, які розщеплюють ДНК хроматину на відрізки 

фіксованого розміру, що є кратними розміру нуклеосом – близько 200 пар 

основ. На відміну від апоптозу, некротичні процеси характеризуються 

деградацією ДНК з утворенням головним чином аморфних 

низькомолекулярних фрагментів. 

Ендоканабіноїдна система бере участь в регуляції багатьох 

фізіологічних функцій, в тому числі ендокринних. Основними 

ендоканабіноїдами на сьогодні вважаються арахідоноїлетаноламін 

(анандамід) і 2-арахідоноїлгліцерол, проте багато N-ацилпохідних 

етаноламіну володіють канабоміметичними властивостями. 

Особливу зацікавленість викликало повідомлення групи дослідників на 

чолі з Di Marzo V. щодо пригнічення анандамідом проліферації клітин раку 
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молочної залози людини [72]. У подальшому неодноразово з’являлись 

повідомлення про активацію ендоканабіноїдами апоптозу в різних клітинах 

пухлинного ґенезу [42, 98, 99]. 

Ефекти ендоканабіноїдів реалізуються головним чином шляхом 

лігандування з рецепторами двох типів: СВ1 та СВ2. Проте деякі похідні 

етаноламіну, що містять насичені ацили, не зв’язуються з рецепторами, а 

проявляють свій вплив шляхом вбудовування в мембрани. 

Досліджено вплив N-стеароїлетаноламіну (NSE) in vitro на апоптичну 

фрагментацію ДНК в пухлинній та позапухлинній тканинах кори 

надниркових залоз людини [18]. Виявилось, що NSE посилював 

інтенсивність фрагментації ДНК лише в тканині гормонально неактивних 

пухлин. В той же час, тканина гормонально активних пухлин, гіперплазована 

тканина (хвороба Іценка-Кушинга) та злоякісні пухлини кори надниркових 

залоз людини виявились нечутливими до дії NSE. Суміш NAE, яка містила 

здебільшого ненасичені ацили, посилювала інтенсивність фрагментації ДНК 

як в позапухлинній тканині, так і в тканині гормонально неактивних та 

гормонально активних пухлин кори надниркових залоз людини [131]. 

Важливим шляхом розвитку апоптичного сигналу ацильованих 

похідних етаноламіну може бути експресія проапоптичного білка Вах, який, 

в свою чергу, може впливати на експресію білків-інгібіторів апоптозу ІАР. 

Метою цього фрагменту роботи було вивчення дії NAEс in vitro на 

рівень експресії мРНК проапоптичного білка Вах в позапухлинній тканині 

кори надниркових залоз людини. 

Перебіг апоптичних процесів, що індукуються NAEс в тканині кори 

надниркових залоз, ми оцінювали за допомогою визначення експресії мРНК 

проапоптичного білка Вах методом диференційної полімеразної ланцюгової 

реакції після зворотної транскрипції. Як видно з наведених даних, внесення 

до середовища інкубації NAEс викликає вірогідні зміни в рівні експресії 

мРНК Вах в адренокортикоцитах людини (рис. 7.1). Рівень експресії мРНК 

Вах за присутності NAEс (10 мкмоль/л) збільшується по відношенню до 
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контролю на 41 %. У концентрації 1 мкмоль/л NAEс більш істотно впливає 

на експресію мРНК Вах, цей показник по відношенню до контролю 

становить 155 %. 

 

                                         Bax 

 

 
Рис.7.1. Вплив суміші NAE на рівень експресії мРНК Вах в позапухлинній 

тканині кори надниркових залоз людини 

 

Примітки: 

A – електрофоретичний аналіз продуктів ПЛР із використанням праймерів до 

Вах (типові результати одного досліду з 4-х); Б – кількісна характеристика 

експресії мРНК. 1 – контроль; 2 – NAE 1 мкмоль/л; 3 – NAE 10 мкмоль/л.  

* – різниця з контролем є вірогідною (р ≤ 0,05, М ± m, n = 4, U-критерій). 

 

За літературними даними, апоптичні процеси в післяопераційній 

тканині надниркових залоз людини було визначено за рівнем фрагментації 

ДНК за дії NSE [18]. Починаючи з 3 год інкубації спостерігалась чітка 

фрагментація ДНК з утворенням низькомолекулярних фрагментів. Апоптичні 
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зміни в клітинах надниркових залоз, оцінювані за ступенем фрагментації 

ДНК, значною мірою залежали від типу тканини. N-стеароїлетаноламін 

здатен вибірково активувати апоптоз у тканині гормонально неактивних 

пухлин кори надниркових залоз людини [18].  

У концентрації 1 мкмоль/л NAEс найбільш істотно впливає на 

фрагментацію ДНК в альдостеромах, цей показник по відношенню до 

контролю становить 167 % (рис. 7.2). 

 

 

Рис. 7.2. Вплив NАEс на фрагментацію ДНК в тканині альдостероми 

 

Примітки:  

1 – контроль, приймався за 100%; 2 – NАEс (0,01 мкмоль/л); 3 – NАEс 

(1 мкмоль/л); 4 – NАEс (100 мкмоль/л). * – вірогідна різниця з контролем за 

критерієм t-Стьюдента (p < 0,05, М ± m, n = 4). 

 

Отже, внесення NAEс до середовища інкубації викликає збільшення 

рівня експресії мРНК проапоптичного фактора Вах в адренокортикоцитах 

людини [20]. Поясненням цього може бути здатність ацильованих похідних 

етаноламіну впливати не тільки на специфічні метаболічні процеси, що 
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ведуть до активації синтезу стероїдів, а й на інші ланки метаболізму в 

адренокортикоцитах. 

При вивченні апоптозу в корі надниркових залоз in vivo було 

встановлено посилення апоптозу у гіпофізектомованих щурів, відмічене не 

раніше 12-24 годин після операції 52. In vitro, за умов інкубації цілих 

надниркових залоз або їх часток апоптоз починався значно швидше, ніж 

після гіпофізектомії і був набагато інтенсивнішим. Додавання в інкубаційне 

середовище 100 нмоль/л кортикотропіну знижувало фрагментацію ДНК 52. 

Ангіотензин II у подібних умовах активував процес апоптозу. Автори 

роблять акцент на антагонізмі АКТГ та ангіотензину II по відношенню до 

регуляції швидкості апоптозу в надниркових залозах 53. 

Окремі ланки сигнальних мереж, залучених до контролю апоптозу, 

представлені в більшості, якщо не у всіх клітинах, хоча й у неактивних 

формах. Регулювання опосередкованого рецепторами апоптозу здійснюється 

на багатьох рівнях: за рахунок зміни кількості рецепторів смерті, синтезу 

інгібіторів активації каспаз, а також інгібіторів посткаспазного каскаду. 

Негативними регуляторами програмованої загибелі клітин є антиапоптичні 

білки Bcl-2, Bcl-xl, позитивними – проапоптичні протеїни Bax, Bad, Bid. Їх 

взаємодія визначає стабільність мембран мітохондрій і відіграє провідну роль 

у регулюванні апоптозу. Вихід у цитоплазму білків (в першу чергу, 

цитохрому c), які в нормі присутні тільки в мітохондріях, зумовлює 

незворотну втрату життєво важливих функцій клітини й активацію протеаз та 

ендонуклеаз. 

Доведено дію синтетичних та природних канабіноїдів на системи 

протеїнкіназ PI3K/Akt та МЕК/ERK [99, 130], які репрезентують сигнальні 

ланцюги проліферативного спрямування. Ймовірно, через активацію в 

адренокортикальній тканині транскрипційних факторів, зокрема АР-1, що 

було нами показано в попередніх дослідженнях (див. розділ 6), ERK1/2 

здатна додатково активувати клітинні процеси, спрямовані на виживання. 
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У клітинах раку простати ендоканабіноїди активують апоптоз із 

залученням каспазного каскаду, зокрема каспази-3, знижують рівень 

антиапоптичного білка Bcl-2 [179]. У клітинах РС12 анандамід здатний 

активувати також протеїнкіназу JNK і р38МАРК, з активацією яких зазвичай 

пов’язують індукцію апоптозу в клітині, з наступною активацією 

транскрипційних чинників c-fos та c-jun, які входять до складу 

транскрипційного фактора АР-1 [198]. 

Таким чином, базуючись на даних літератури та результатах власних 

досліджень можна стверджувати, що вплив ацильованих похідних 

етаноламіну на кору надниркових залоз є вельми складним і неоднозначним. 

N-ацильовані похідні етаноламіну приймають участь в регуляції 

фізіологічної активності надниркових залоз. Отримані нами дані щодо 

впливу NAEс на експресію проапоптичного білка Вах та інтенсивність 

фрагментації ДНК [18] дозволяють віднести його до чинників, що регулюють 

також апоптичні процеси в адренокортикоцитах. 

Основні результати розділу викладено у публікації автора [20]. 
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РОЗДІЛ 8  

АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Дослідження сигнальних систем у стероїдогенних тканинах було 

розпочато в 60-х 70-х роках минулого століття. Подальше накопичення 

фактів вказувало на важливу роль різних месенджерних систем у регуляції 

функції кори надниркових залоз, що і визначило мету наших досліджень. 

Аналіз механізмів впливу різних агоністів на стероїдогенез систематично 

супроводжувався оцінкою кінцевого ефекту – зміною стероїдогенезу в 

умовах експерименту. Проте системи сигнальної трансдукції, крім найбільш 

відомих (cAMP/ПКА-залежних та ПКС-залежних), залишались майже не 

з’ясованими. 

Першим кроком наших досліджень було вивчення змін експресії мРНК 

двох найважливіших протеїнів, що відіграють вирішальну роль у регуляції 

процесу стероїдогенезу (StAR та цитохрому Р450scc) та їх роль у перенесенні 

сигналу іонів калію в адренокортикоцитах. Як показано на рисунках 3.1 та 

3.2, підвищення рівня мРНК StAR та цитохрому Р450scc мало чітко виражену 

залежність від концентрації калію (див. розділ 3.1) [8]. 

В різних тканинах, які продукують стероїди, білок-регулятор гострої 

фази стероїдогенезу StAR є одним з найважливіших субстратів протеїнкіназ 

[156, 213]. Фосфорилювання StAR посилюється під дією кортикотропіну та є 

cAMP/ПКА-залежним [44]. Активатор ПКС, форболовий ефір, 

12-тетрадеканоїлфорбол-13-ацетат, посилював фосфорилювання StAR, 

форболовий ефір, форбол-12,13-дибутират, посилював стимульовану калієм 

секрецію кортикостероїдів [31], що свідчить про участь ПКС-залежних 

сигнальних шляхів у цьому фосфорилюванні. Регуляція експресії StAR та 

цитохрому Р450scc має складний багаторівневий характер і контролюється на 

всіх етапах біосинтезу: від транскрипції до стабілізації білка. Методом ПЛР в 

реальному часі були знайдені транскрипти мРНК StAR та стероїдогенних 

ферментів як у фетальних стероїдогенних органах, так і в інших органах, що 
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не мають відношення до стероїдогенезу, таких як мозок, печінка, легені 

[185]. 

Таким чином, отримані результати дозволяють зробити висновок, що в 

разі дії іонів калію на кору надниркових залоз in vitro до посилення процесів 

стероїдогенезу залучені механізми впливу на рівень експресії білка-

регулятора швидкої фази стероїдогенезу та цитохрому Р450scc, які можуть 

реалізуватись на рівні мРНК. Суттєве зростання рівня мРНК StAR в 

клубочковій зоні спостерігали за дії надлишку калію in vivo у щурів, які 

отримували дієту з вмістом 4 % хлориду калію [184]. 

Однією з важливих ланок механізму внутрішньоклітинного переносу 

сигналів агоністів є зміни у активності кінази глікогенсинтази. Тому 

наступним етапом наших досліджень було вивчення залучення цієї кінази у 

перенесення регуляторних сигналів іонів калію в адренокортикоцитах. 

Кіназа глікогенсинтази-3β, ідентифікована як регулятор метаболізму 

глікогену, зараз розглядається як важливий компонент сигнального шляху 

Wnt/бета-катенін, регулятор білкового синтезу, проліферації, диференціації, 

рухливості клітин та апоптозу [236]. Порушення регуляції GSK-3β 

призводить до низки метаболічних захворювань, зокрема, хвороби 

Паркінсона, Альцгеймера, цукрового діабету 2 типу [100, 240]. 

Важливу роль у активації GSK-3β відіграють ростові фактори. У 

збагаченому ростовими факторами середовищі GSK-3β перебуває в 

неактивному стані і не впливає на апоптозні процеси та прогрес клітинного 

циклу. Кіназа глікогенсинтази-3β за відсутності ростових факторів гальмує 

синтез циклін-залежних кіназ і бере участь у процесах апоптозного 

спрямування [100]. 

Серед сигнальних механізмів, що опосередковують ростові процеси у 

стероїдогенних тканинах, головним вважається Ras/Raf/MEK/МАРК каскад 

[91, 115, 182]. Проте важлива роль відводиться також Ras/РІ3К/Akt каскаду. 

Останній відіграє ключову роль в проліферативних процесах. РІ3К 

активується тригерним білком Ras через низку адаптерних білків, запускає 
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даун-регуляцію протеїнкінази Akt, яка інгібує проапоптозний білок Bad, 

транскрипційні фактори сімейства Forkhead, GSK-3β і активує протеїнкінази 

mTOR, p70S6K, які беруть участь у виживанні клітини, посилюють синтез 

білка і сприяють процесу проліферації. 

Високі концентрації калію (які призводять до стимуляції синтезу 

кортикостероїдів) призводять до зменшення кількості GSK-3β вдвічі. 

Навпаки, при зниженні концентрації калію (0,5 ммоль/л) рівень кінази 

глікогенсинтази зростає втричі (див. розділ 3.2) [17]. 

Можна надати два пояснення отриманих результатів: по-перше, низькі 

концентрації калію в середовищі здатні гальмувати синтез альдостерону [25], 

а збільшення кількості GSK-3β при 0,5 ммоль/л калію може бути конкретним 

механізмом такого гальмування. 

По-друге, зростання кількості кінази глікогенсинтази може бути 

реакцією адренокортикоцита на зменшення вмісту калію в середовищі.  

Цікаві результати по дослідженню шляху активації та/або гальмування 

сигнальних систем в адренокортикоцитах дозволили одержати експерименти 

з використанням іонів літію. Li+, який використовується при лікуванні 

психічних розладів, вважається селективним інгібітором GSK-3β та ПКС 

[126]. У присутності іонів літію активність GSK-3β гальмується [128]. 

Доведено, що ця кіназа характеризується виразною проапоптозною 

активністю, яка пригнічується у присутності інсуліну та ростових факторів. 

Пригнічення кінази опосередковується фосфорилюванням GSK-3β ключовою 

протеїнкіназою РІ3К-сигнального каскаду – Akt. Показано також, що іони 

літію, крім прямого впливу на GSK-3β, стимулюють активність PI3K, яка, в 

свою чергу, активує Аkt. Взаємодія АТР-залежних калієвих каналів та 

GSK-3β описана при опіоїд-індукованій кардіопротекції у щурів, де вони 

виступають антагоністами [103]. Подібний ефект щодо GSK-3β здійснює і 

Li+, в результаті чого накопичується β-катенін та відбуваються залежні від 

останнього процеси транскрипції [234]. Відомо, що іони літію у 

адренокортикоцитах в певних обставинах можуть імітувати дію іонів калію 
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щодо фосфорилювання клітинних білків. 

Дещо несподіваними виявились дані щодо впливу літію на кількість 

GSK-3β (див. розділ 3.2). Максимальна кількість кінази спостерігається за дії 

максимальної кількості хлориду літію – 10 ммоль/л, проте вірогідне 

зростання спостерігається вже у присутності 5 ммоль/л літію. 

Наступним етапом наших досліджень було вивчення залучення 

системи оксиду азоту до процесів регуляції функції надниркових залоз. 

Відомо, що дія оксиду азоту тісно пов’язана з дією активних радикалів 

кисню. Синтез оксиду азоту відбувається у реакції, що здійснюють цитохром 

Р450-подібні гемопротеїни – синтази оксиду азоту, які є продуктами різних 

генів і які виконують різні функції. Система генерації оксиду азоту, 

сигнальної молекули з властивостями активного радикалу, надзвичайно 

чутлива до змін, що відбуваються в організмі. Баланс між фізіологічними, 

регуляторними та/чи цитотоксичними властивостями NO у значній мірі 

обумовлений його локальною концентрацією, а також оксидантним статусом 

тканин, в яких він синтезується і реалізує свої ефекти. 

На сьогодні широко розповсюджена теорія, яка стверджує, що активні 

радикали азоту – це більш потужні окисники, ніж активні радикали кисню, 

тому нітрооксидний стрес вважається основним у механізмах пошкодження 

клітин і тканин [151, 203]. Деякі дослідники все ж притримуються думки, що 

активні радикали азоту є лише підмножиною активних радикалів кисню, і 

важко відокремити дію перших від дії других, бо усі вони відіграють 

важливу роль у реалізації нормальних фізіологічних процесів. Оксид азоту – 

поліфункціональний біологічний посередник у клітинах усіх органів і тканин 

людини та тварин. Він ініціює функції розвитку та велику кількість захисних 

і гомеостатичних механізмів шляхом безпосередньої прямої дії чи активації 

внутрішньоклітинної сигналізації [84, 222]. Існуючі в літературі дані 

дозволили навіть висунути ідею, що оксид азоту є гормоном, який після 

свого синтезу в тканинах стабілізується і транспортується до клітин-мішеней 

у вигляді нітриту та/чи нітрозотіолів [97]. 
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Радикал оксиду азоту у біологічних системах реагує з киснем, іонами 

металів та супероксидним аніон-радикалом. При взаємодії з останнім 

утворюється токсичний пероксинітрит, якому властиві усі функції оксиду 

азоту і який є потужним оксидантом. Він може продукувати 

високореакційноспроможні гідроксильні радикали, що сприяє посиленню 

оксидативного стресу. Відомо, що активні форми кисню, які утворюються 

при цьому, можуть окислювати білки та ліпіди, пошкоджувати ДНК і, таким 

чином, викликати мутації, що ведуть до трансформації клітин. З іншого боку, 

в мітохондріях NO діє як фізіологічний месенжер, що модулює швидкість 

транспорту електронів через компоненти електронотранспортного ланцюга 

мітохондрій [186]. Залежно від рівня утвореного пероксинітриту, останній та 

активні радикали кисню можуть викликати розвиток мітохондріальних 

дисфункцій, результатом чого є апоптозна чи некротична загибель клітини. В 

той же час, нітрозилювання регуляторних білків, зокрема ефекторних каспаз, 

призводить, навпаки, до блокування апоптозу. Порушення регуляції та 

реалізації останнього є також основою для розвитку низки патологічних 

процесів. Більшість авторів схиляються до висновків, що розбіжності у 

спрямованості ефектів ендогенного оксиду азоту залежать не тільки від його 

рівня та типу клітин, а також від активності онкогенів і стадії клітинного 

циклу, тому цю молекулу вважають фізіологічним модулятором 

проходження клітинного циклу, проліферації та апоптозу [222, 229]. 

Конститутивний синтез оксиду азоту є одним з ключових чинників 

регуляції судинного тонусу, нейротрансмісії і ряду інших функцій цієї 

молекули, зокрема, оксид азоту, синтезований при дії конститутивної NOS 

(eNOS), гальмує транскрипцію прозапального ядерного фактора NFkB, 

блокує експресію адгезивних молекул ендотелію, інфільтрацію, агрегацію 

нейтрофілів і моноцитів та перетворення останніх у макрофаги, гальмує 

агрегацію та адгезію тромбоцитів [183].  

Значний інтерес має визначення участі оксиду азоту в патогенезі 

онкологічних захворювань, зокрема надниркових залоз, бо утворення 
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активних форм кисню, яке має місце при стероїдогенезі, та наявність 

спільних мішеней в дії радикальних форм кисню і оксиду азоту припускає 

існування регуляції дихання мітохондрій за участю останнього.  

Відомо, що іони калію є одним з важливих регуляторів стероїдогенезу 

у корі надниркових залоз [25, 28, 43]. К+ не тільки прямо впливає і посилює 

стероїдогенну функцію адренокортикоцитів, але й слугує позитивним тлом 

при дії таких агоністів як АІІ та АКТГ. Тому наступним етапом дослідження 

було встановлення експресії ізоформ NO-синтаз в корі надниркових залоз 

людини і визначення впливу іонів калію та літію на їх експресію. За нашими 

даними, іони калію стимулюють експресію обох ізоформ NOS в 

адренокортикальній тканині людини (див. розділ 4.1). Проте рівень мРНК 

іNOS збільшується в кілька разів інтенсивніше, ніж рівень мРНК еNOS (див. 

рис. 4.1, 4.2). Іони літію певною мірою можуть імітувати ефект іонів калію – 

при базальній концентрації К+ (3,5 ммоль/л) – Li+ посилює експресію, а при 

підвищених концентраціях калію, за яких стимулюється стероїдогенез, 

пригнічує у порівнянні з контролем (див. рис. 4.1, 4.2) [4]. Ланкою, в якій 

можуть перетинатись впливи іонів калію і оксиду азоту, може бути такий 

важливий кофактор як внутрішньоклітинний білок кальмодулін. При 

підвищенні вмісту іонів кальцію в клітині він приєднується до молекули 

NO-синтази, що призводить до активації ферменту і синтезу NO. 

Безперечним є те, що ключову роль в опосередкуванні стероїдогенного 

ефекту іонів калію відіграє Са2+/кальмодулін-залежна протеїнкіназа, 

активації якої передує швидке підвищення рівня внутрішньоклітинного 

кальцію. На разі вважається, що домінуючим є надходження кальцію через 

вольт-залежні Са2+-канали, в першу чергу низькопорогові канали Т-типу [85].  

За нещодавно отриманими даними Nanba K., доведено участь у 

продукції мінералокортикоїдів також Са2+/кальмодулін-залежної кінази 

кінази (СаМКК) [175], яка репрезентує сигнальний ланцюг АІІ та іонів калію 

і є ферментом, що стоїть у регуляторній ланці вище Са2+/кальмодулін-

залежної протеїнкінази. Селективний інгібітор СаМКК STO-609 в лінії 
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клітин кори надниркових залоз людини НАС15 дозозалежно знижував 

продукцію альдостерону. З двох форм цієї кінази (СаМКК1 і СаМКК2) 

більш важливою для синтезу альдостерону виявилася друга: нокдаун 

СаМКК2 призводив до редукції рівня альдостерону в клітинах, інкубованих 

з АІІ. За результатами імуногістохімічного аналізу такий ефект не 

спостерігався за умови нокдауну СаМКК1. Крім того СаМКК2 має високий 

рівень експресії в клубочковій зоні та низький в сітчастій [175]. 

З даних літератури відомо, що іNOS експресується в багатьох типах 

клітин у відповідь на широкий діапазон прозапальних цитокінів. Її активація 

призводить до утворення великої кількості оксиду азоту, ефекти якого 

реалізуються через вплив на цілий ряд ферментів, серед яких в першу чергу 

необхідно відмітити білки комплексів дихального ланцюга мітохондрій, де 

оксид азоту діє як фізіологічний месенжер, модулює швидкість транспорту 

електронів та ініціює розвиток клітинної гіпоксії [186, 229]. 

Ми визначали також дію естрадіолу на активність синтази оксиду 

азоту, яка може брати участь в опосередкуванні регуляторних сигналів 

естрогенів в адренокортикоцитах (див розділ 4.3). Максимальна активність 

ферменту за дії естрадіолу in vivo спостерігається у плазмі крові, вона 

зростає в 1,68 рази. Активність NO-синтази вірогідно збільшується також в 

надниркових залозах щурів, що отримували естрадіол (на 21 %), див. 

табл. 4.2. [19]. 

Поясненням цього може бути здатність естрогенів впливати не тільки 

на специфічні метаболічні процеси, що ведуть до активації синтезу 

стероїдів, а й на весь метаболізм адренокортикоцитів у цілому. Раніше було 

показано, що естрадіол стимулює біосинтез білків та нуклеїнових кислот у 

корі надниркових залоз, збільшує вміст кінази ERK1/2, яка залучається до 

процесів проліферації і диференціювання клітин [3, 28]. Отже, вплив 

естрогенних гормонів на кору надниркових залоз виявляється значно 

складнішим, ніж це уявлялося раніше і до реалізації цього впливу наразі 

може бути долучена система оксиду азоту. 
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Наступним кроком досліджень стало визначення участі протеїнкіназ, 

що активуються мітогенами (МАРК), зокрема, ERK (від extracellular signal 

regulated kinase) в регуляції синтезу кортикостероїдних гормонів і 

проліферації адренокортикальної тканини. MAPK/ERK каскад є головним 

шляхом сигнальної трансдукції, що залучається до реалізації широкого 

спектру ефектів, спрямованих на проліферацію і диференціювання різних 

типів клітин [49, 89, 145, 196, 227]; в реалізації процесів стероїдогенезу в 

адренокортикоцитах останнім часом важливе місце також відводиться 

месенджерним системам, які використовують в якості вторинних 

посередників протеїнкінази, що активуються мітогенами. З трьох підродин 

МАРК (ERK1/2, JNK та р38) рівень протеїнкінази JNK суттєво збільшується 

під впливом АКТГ, а вміст ERK1/2 кінази істотно зростає за дії естрадіолу в 

адренокортикоцитах [3]. За нашими даними, месенджерна система 

MAPK/ERK відіграє значну роль у проведенні та ампліфікації різних 

регуляторних сигналів в адренокортикальних клітинах (розділ 5) [15, 16]. 

Можливо, активація месенджерної системи МАРК відображає трофічні та 

проліферативні ефекти гормону – посилення  транскрипції та реплікації ДНК, 

активацію білкового синтезу. 

При визначенні рівня протеїнкіназ ERK1 та ERK2, ми спостерігали, що 

їх вміст в надниркових залозах залежить від статі експериментальних тварин. 

Виявилось, що експресія ERK1 і ERK2 є вірогідно нижчою в 

адренокортикальній тканині самиць (у 3,3 та у 1,9 разів відповідно) 

порівняно з тканиною надниркових залоз самців. Крім того, рівень експресії 

ERK1 і ERK2 в тканині надниркових залоз самиць різний, зокрема експресія 

ERK2 вдвічі вища порівняно з експресією ERK1 (див. табл. 5.1). 

Наші дані узгоджуються з результатами інших досліджень, в яких 

показано, що у самиць мишей рівень фосфорильованих ERK1/2 в тканині 

надниркових залоз був на 50 % нижчим порівняно з рівнем цих кіназ в 

адренокортикальній тканині самців, незважаючи на те, що у статевозрілих 

самиць розмір залози у 2 рази більший. При цьому слід зазначити, що із 



 

 

98 

збільшенням віку тварини (з 3-го по 11-й тиждень) рівень експресії 

фосфорильованої форми ERK1/2 не змінюється [41]. Це може свідчити про 

незалежність активації ERK1/2 від змін гормонального фону впродовж 

естрального циклу. Статеві відмінності активації ERK1/2 також було 

відмічено і у мозку мишей, проте, рівень експресії фосфорильованої форми у 

цій тканині самиць був вищим, ніж у самців [34].  

В той же час, введення трансгенним по гормону росту самцям мишей 

АКТГ у віці 11 тижнів призводило до зменшення рівня фосфорилювання 

ERK1/2 та індукції росту надниркових залоз [41]. Показано, що рівень АКТГ 

у самиць та самців щурів не має гендерних відмінностей, а у самиць не 

залежить від фази естрального циклу. Проте, ряд авторів висловили 

припущення, що АКТГ бере участь в регуляції активації ERK1/2 в 

адренокортикальній тканині самиць [41] і самців [3]. 

Ми показали, що стимуляція синтезу стероїдних гормонів в 

адренокортикальній тканині літієм може відбуватись шляхом залучення 

протеїнкінази ERK1/2 (див. рис. 5.2, 5.3) [15]. 

Наразі в літературі немає жодного повідомлення щодо впливу іонів 

літію на активність ERK1/2 у клітинах кори надниркових залоз. Зрозуміло, 

що ERK1/2 не є єдиною протеїнкіназою, яка залучена до реалізації ефекту 

літію на процеси стероїдогенезу. Так, у попередніх дослідженнях нами було 

показано, що хлорид літію in vitro підвищує рівень експресії GSK-3β у 

тканині кори надниркових залоз морських свинок (див. розділ 3.2). 

Висловлено припущення щодо можливої ролі цієї кінази у процесах регуляції 

стероїдогенезу. 

Не виключена також участь деяких інших регуляторних шляхів, які 

опосередковують стероїдогенні ефекти хлориду літію у тканині кори 

надниркових залоз, зокрема ПКА- та ПКС-залежних механізмів. 

Таким чином, вперше встановлено зміни вмісту ERK1/2 у тканині кори 

надниркових залоз під впливом хлориду літію. Збільшення синтезу сумарних 

оксикортикостероїдів може пояснюватись участю ERK1/2 в регуляції 
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стероїдогенезу в адренокортикальній тканині in vitro. Якщо взяти до уваги, 

що багато дослідників спостерігали зниження продукції стероїдів від 

впливом NO [51, 79, 241], а нами було встановлено зниження рівня цієї 

сполуки за дії літію (див. розділ 4.3), таким чином збільшення синтезу 

11-ОКС може відбувались за рахунок зниження рівня NO іонами літію. 

До процесів регуляції протеїнкіназних каскадів залучена низка ядерних 

транскрипційних факторів. Активація факторів транскрипції та регуляція 

експресії специфічних генів є ланками вшутрішньоядерного етапу 

перенесення сигналу агоністів. Продукти протоонкогенів c-jun та c-fos, білки 

jun і fos, утворюючи гомодимерні та гетеродимерні комплекси, входять до 

складу фактора транскрипції АР-1, який є надзвичайно важливим елементом 

трансдукції і ампліфікації сигналу в ядрі [164]. Підвищення експресії c-jun і 

c-fos за дії АКТГ, естрогенів в корі надниркових залоз вже було описано [3]. 

Вплив основних регуляторів на транскрипцію підсумовано в огляді 

літератури (див. розділ 1.1.1). Проте дослідження ядерних етапів впливу 

канабіноїдів у надниркових залозах не проводилось.  

Дані про визначення впливу ендоканабіноїдів на ядерні транскрипційні 

фактори вкрай нечисленні. Нами показано, що помітне зростання вмісту 

транскрипційного фактора c-fos та с-jun в адренокортикальній тканині 

людини спостерігається вже при концентрації NAEс 1 мкмоль/л, при 

збільшенні концентрації NAEс до 10 мкмоль/л рівень фактора c-fos 

збільшується у 3 рази, а с-jun – у 1,5 рази (див. рис. 6.1. та 6.2) [9]. 

Цікаво, що синтетичний аналог арахідоноїлетаноламіну (метанандамід) 

призводив до вірогідного підвищення вмісту фосфорильованої форми с-jun у 

тканині надниркових залоз щурів, особливо помітну за концентрації 

1 мкмоль/л (дворазове збільшення, див. табл. 6.1). 

Слід зазначити, що іншими авторами в дослідженнях на холангіоцитах 

також показано, що ендоканабіноїд анандамід викликає зростання рівня c-fos 

і с-jun білків [75]. 
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Отримані нами дані підтверджують, що с-fos залучається до 

перенесення регуляторних сигналів канабіноїдів, як це показано для 

нейронів, ядер гіпоталамуса та кори головного мозку самців щурів [195, 204, 

209]. 

Вважається, що ефекти канабіноїдів проявляються у впливі на 

апоптичні процеси, тому очікувалося, що їх дія буде посилювати експресію 

мРНК проапоптичного білка Вах в адренокортикоцитах та інтенсивність 

фрагментації ядерної ДНК. 

За нашими даними, внесення NAEс до середовища інкубації викликає 

збільшення експресії мРНК проапоптичного фактора Вах та інтенсифікацію 

фрагментації ДНК в адренокортикоцитах людини. 

Як видно з даних, наведених у розділі 7, внесення до середовища 

інкубації NAEс викликає вірогідні зміни експресії мРНК Вах в 

адренокортикоцитах (див. рис. 7.1). Рівень експресії мРНК Вах у присутності 

NAEс 1 мкмоль/л збільшується по відношенню до контролю (на 55 %). Із 

збільшенням концентрацї NAEс до 10 мкмоль/л експресія мРНК Вах зростає, 

цей показник по відношенню до контролю становить 141 % [20]. 

Приблизна схема опосередкованого рецепторами апоптозу виглядає 

наступним чином: взаємодія рецептора зі специфічним лігандом обумовлює 

тримеризацію рецептора і його приєднання до домена смерті 

внутрішньоклітинних адапторних білків та апікальної каспази – зазвичай 

каспази-8 та, рідше, каспази-10. Каспаза-8, в свою чергу, активує каспазу-3, 

яка є однією з основних ефекторних каспаз [220]. Активація каспазного 

ферментного каскаду призводить до втрати електричного потенціалу 

мембрани мітохондрії і фрагментації ДНК. Хромосомна ДНК при цьому 

розщеплюється ендонуклеазами так, що її фрагменти при гель-

електрофорезі утворюють характерну «драбинку». 

Опосередкований рецепторами апоптоз регулюється на багатьох 

рівнях. Така регуляція здійснюється за допомогою зміни кількості 

рецепторів смерті, синтезу інгібіторів утворення каспаз, а також інгібіторів 
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посткаспазного каскаду. Одним з основних регуляторів апоптозу є білки 

сімейства Bcl-2, як про- так і антиапоптичні. Їх взаємодія визначає 

стабільність мембран мітохондрій, яким належить, певно, центральна роль у 

регуляції апоптозy [73, 127, 220].  

Апоптичні програми здатні ініціюватись різноманітними 

фізіологічними стимуляторами, серед яких можуть бути і канабіноїди [147, 

148]. Наслідком широкого вивчення апоптозу та тонких молекулярно-

біологічних механізмів його регуляції є розуміння структури та 

функціонування так званих «рецепторів смерті». З ними пов’язані молекули, 

що трансдукують апоптичний сигнал, а також генетичні фактори, які 

контролюють апоптоз. Паралельно накопичуються свідчення про місце 

апоптозу у діяльності організма та у розвитку патологічних процесів. 

Найбільш широко на цей час вивчена роль апоптозу у патогенезі нервових 

хвороб, аутоімунних, пухлинних та інших патологічних процесах. Щодо 

захворювань надниркових залоз, то встановлена і далі вивчається роль 

деяких із різноманітних про- та антиапоптичних факторів у розвитку 

онкологічної патології цього органа. Значенню програмованої загибелі 

адренокортикоцитів у патогенезі таких форм патології, які не 

супроводжуються злоякісною трансформацією клітин, присвячена незначна 

кількість досліджень. 

Позитивними регуляторами програмованої загибелі клітин є 

проапоптичні протеїни Bim, Bid, Bad, Bax, Puma, Bmf, Noxa, а негативними – 

антиапоптичні білки Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 [20, 69, 73, 220]. Показано, що 

ключовим моментом у рішенні клітини, чи йти по шляху апоптозу, є 

гетеродимеризація білків Bcl-2. Серед механізмів, через які ці білки 

отримують сигнал до регуляції апоптозу, на цей час досліджені декілька. 

Серед них зміна структури Bax та Bad за ступенем їх 

фосфорилювання/дефосфорилювання.  

Відбувається це за участю рецептора інтерлейкіну-3. Зв’язок рецептора 

з лігандом активує специфічні кінази, зокрема серин/треонін-специфічну 
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протеїнкіназу Raf-1, переміщенню якої до мітохондріальної мембрани сприяє 

Bcl-2. За умов фосфорилювання Bax та Bad утворення гетеродимерів із Bcl-2 

не відбувається і апоптоз не розвивається [68]. У разі відсутності 

інтерлейкіна-3 активуються фосфатази, що призводить до 

дефосфорилювання білків, утворення димерів і запуску апоптозу за рахунок 

вивільнення апоптозних мітохондріальних чинників. 

Таким чином, базуючись на одержаних нами та літературних даних, 

можна стверджувати, що вплив NAE на кору надниркових залоз є значно 

складнішим, ніж вважалось до цього часу: надниркові залози є органом-

мішенню для ендоканабіноїдів, вони мають здатність впливати на низку 

шляхів сигнальної трансдукції: сАМР, ПКС, ERK, PI3K/Akt, Wnt/бета-

катенін [3, 130, 135, 140], на експресію транскрипційних факторів c-fos i 

c-jun (див. розділ 6), NFkB [68]. Отримані нами дані щодо впливу NAEс на 

експресію Вах та фрагментацію ДНК (див. розділ 7) дозволяють віднести 

його до чинників, що також регулюють апоптичні процеси в 

адренокортикоцитах. 

Загальна картина трансдукції регуляторних сигналів в 

адренокортикоцитах, так як її можна уявити на основі наших досліджень та 

з урахуванням даних літератури представлено на рис. 8.1. 

Отже, формуються нові уявлення щодо месенджерних регуляторних 

впливів у корі надниркових залоз, до якого залучаються значна кількість 

сигнальних каскадів. Безумовно, цей процес є значно складнішим, ніж 

вважалося раніше. 



  

 

 

Рис. 8.1. Загальна схема регуляції стероїдогенезу за дії естрогенів, іонів К+ і Li+ в адренокортикоцитах.
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі досліджена участь низки систем сигнальної 

трансдукції (системи генерації оксиду азоту, системи протеїнкіназ і 

транскрипційних чинників) в регуляції секреції кортикостероїдів 

наднирковими залозами та встановлені молекулярні механізми цієї 

регуляції як процесу взаємодії месенджерних систем. 

1. Посилення процесів синтезу мінералокортикоїдів в корі надниркових 

залоз людини у відповідь на дію іонів калію забезпечується механізмами, 

що залучують білок-регулятор швидкої фази стероїдогенезу (StAR) та 

цитохром P450scc. Підвищення концентрації К+ у середовищі інкубації до 

8,5 ммоль/л призводить до збільшення в адренокортикоцитах кількості 

мРНК StAR та цитохрому P450scc відповідно на 27 % та 70 % у порівнянні 

з контролем. Іони літію (10 ммоль/л) збільшують синтез 

11-оксикортикостероїдів у корі надниркових залоз людини. 

2. Вперше показано, що зміни концентрації іонів калію у позаклітинному 

середовищі нижче за фізіологічний (0,5 ммоль/л) збільшують рівень 

кінази глікогенсинтази (GSK-3β) в адренокортикоцитах морських свинок. 

Високі концентрації калію (5,5 ммоль/л і 8,5 ммоль/л) призводять до 

зменшення кількості GSK-3β вдвічі. 

3. Встановлено експресію ендотеліальної та індуцибельної ізоформ NOS у 

пухлинах і позапухлинній адренокортикальній тканині людини. Експресія 

обох ізоформ NOS (ендотеліальної та індуцибельної) стимулюється 

іонами калію в адренокортикальній тканині людини. 

4. Введення естрадіолу підвищує активність синтази оксиду азоту в тканині 

надниркових залоз та плазмі крові щурів. 

5. Встановлено різний рівень експресії ERK1 і ERK2 в адренокортикальній 

тканині щурів різної статі в контролі і за дії метанандаміду: у тканині 

надниркових залоз самиць щурів рівень експресії ERK1 і ERK2 був 

вірогідно нижчим порівняно з адренокортикальною тканиною самців. 
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Показано, що хлорид літію призводить до підвищення рівня експресії 

ERK1/2 в тканині надниркових залоз морських свинок. 

6. Доведено, що рівень експресії транскрипційних факторів c-fos і c-jun 

збільшується за дії 1 мкмоль/л та 10 мкмоль/л суміші N-ацильованих 

похідних етаноламіну, що підтверджує важливу роль ядерного фактора 

транскрипції АР-1 у трансдукції сигналу NAE в адренокортикоцитах. 

7. Вплив суміші N-ацильованих похідних етаноламіну на експресію Вах та 

інтенсивність фрагментації ДНК дозволяють віднести його до чинників, 

що регулюють апоптичні процеси в адренокортикоцитах. 
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