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DYNAMICS IN CHANGES OF FREE-RADIAL OXIDATION PROTEINS, 
REGENERATOR PROCESSES, MICROBIAL DISTRIBUTION AND NON-SPECIFIC 
IMMUNITY IN THE HOMOGENATES OF SCAR TISSUES AT DIFFERENT STAGES 
OF THE POSTOPERATIVE PERIOD* 
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The problem of excessive scar formation deserves a particular attention, primarily in the open areas of the human body, 
because the biochemical mechanisms of the regulation of collagenosynthesis processes after planned surgical interven-
tions of the skin are not well-substantiated. The aim of the study was to optimize the prevention of pathological scars 
after surgical treatment of congenital neck cysts by determination of the dynamics of changes in biochemical parameters 
occurring in the neck skin at various stages of healing. It was proved that the combined use of PRF-clot at the intraop-
erative stage of prophylaxis and ceruloplasmin at the post-operative, in contrast to monotherapy with fibrin membranes, 
obtained from platelets-rich plasma caused a better functional and aesthetic result, which significantly improved the 
quality of life of patients in the early and late postoperative periods. 
Keywords: scar, congenital neck cyst, prophylaxis. 

Проблема надмірного рубцеутворення, в першу чергу, на відкритих ділянках людського тіла потребує особливої 
уваги, оскільки біохімічні механізми регуляції процесів колагеносинтезу після планових хірургічних розрізів шкіри є 
недостатньо обґрунтованим. Метою даної роботи була оптимізація профілактики виникнення патологічних рубців 
після хірургічного лікування вроджених кіст шиї шляхом визначення динаміки зміни біохімічних показників, що ві-
дбуваються в шкірі шиї на різних етапах загоєння. Встановлено, що комбіноване застосування PRF-згустку на ін-
траопераційному етапі профілактики та церулоплазміну на післяопераційному, на відміну від монотерапії фібрино-
вими мембранами, отриманих із збагаченої тромбоцитами плазми крові, приводить до кращого як функціонально-
го так і естетичного результату, що суттєво покращує якість життя пацієнтів у ранньому та пізньому післяопера-
ційному періодах. 
Ключові слова: рубець, вроджені кісти шиї, профілактика. 

Introduction 
Scarring is a pathophysiological process of skin re-

generation, which is directed at closing of defect. It is an 
important and relevant problem of modern medicine. The 
problem of excessive scar formation deserves a particu-
lar attention, primarily in the open areas of the human 
body [1, 2]. Scarring can be caused by various factors, 
such as traumatic or burn injuries, surgical interventions, 
purulent inflammatory diseases etc. The regulation of this 
process depends on many factors, both iatrogenic and 
general somatic [3, 4]. 

According to the analysis of literary sources, the study 
of biochemical mechanisms of the regulation of colla-
genosynthesis processes after planned surgical interven-
tions of the skin is not well-substantiated [5, 6]. 

The aim of the study was to optimize the prevention 
of pathological scars after surgical treatment of congeni-

tal neck cysts by determination of the dynamics of 
changes in biochemical parameters occurring in the neck 
skin at various stages of healing. 

Materials and methods 
We conducted the biochemical study of the homoge-

nates of the scarred tissues and the intact skin (control 
group) obtained after surgical excision of scar tissue and 
skin surpluses during planned surgical interventions at 
the neck cysts of the embryonic origin. 

All patients were divided into 3 clinical groups by the 
nature of the prophylactic procedure: 

Group 1 - 20 patients who received a PRF-clot ob-
tained in a centrifuge in A-PRF test tubes during an op-
eration in 2 layers under the muscle and under the skin. 

Group 2 - 20 patients who received a similar intraop-
erative prophylaxis, but an injection of the drug Biocerulin 
was performed at the postoperative stage. 
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Group 3 (control) - 20 patients, who received a classi-
cal technique of intervention without using of prophylactic 
measures in the postoperative period. 

Determination of oxidative modification of blood 
plasma proteins (OMP) was carried out in conjunction 
with 2,4-dinitrophenylhydrazine and formation of 2,4-
dinitrophenylhydrazones with a typical absorption spec-
trum. Aldehydrogen and ketone derivatives of neutral 
type were registered at 370 nm (OMP 370), and the base 
type – at 430 nm (OMP 430) [7]. The activity of superox-
ide dismutase (SOD) was determined in a supernatant 
obtained by the method of S. Chevary and co-authors [8]. 
Determination of the content of reduced glutathione (SH-
groups) was performed in the interaction of 5,5'-dithiobis 
(2-nitrobenzoic) acid (Elman reagent) with SH-groups of 
the investigated substrate. In this case, thionitrophenyl 
anion was formed, which was directly proportional to the 
content of SH-groups [9]. The activity of lysozyme and 
urease was determined by the bacteriolytic method, 
which principle was to determine oral dysbiosis for 
screening of pro- and prebiotics using an enzymatic as-

say [10]. The activity of elastase was determined by the 
method of Levitsky and co-authors [11]. The evaluation of 
the intensity of the reparative processes was determined 
by the amount of RNA and DNA in the homogenate of 
the skin and scarred tissues according to the 
A.S. Spirina’s method [12]. 

Statistical analysis of the obtained data was per-
formed using the Statistica 6.0 software package 
(StatSoft Inc., USA). To verify the statistical significance 
of the differences in frequency indices, the χ2 Pearson 
correction with Yates correction and Fischer's exact crite-
rion were used. 

Results and discussion 
The destruction of proteins is a more reliable marker 

of oxidative tissue damage than peroxide oxidation of lip-
ids, because the products of oxidative modification of 
proteins (OMP) are more stable than lipids peroxides, 
which are rapidly metabolized by peroxidases and low 
molecular weight of antioxidants.  

Table 1. 
Indices of free radical oxidation of proteins in the skin homogenate at using of PRF-clot 

3 month 6 month 9 month 12 month 
Indices Control 

group Group 1  Control  
group Group 1  Control 

group Group 1  Control 
group Group 1  

OMP 370,  
mmol/g protein 4.09±0.08 2.81±0.07* 2.90±0.04 2.09±0.07* 1.97±0.10 1.72±0.07 1.51±0.05 1.49±0.08 

    р1<0.001  р2<0.002  р3<0.05 

OMP 430,  
mmol/g protein 1.85±0.05 1.45±0.03* 1.40±0.08 0.98±0.08* 0.84±0.07 0.72±0.06 0.61±0.05 0.62±0.06 

    р1<0.001  р2<0.02   

         
The processes of uncontrolled modification of pro-

teins were developed under conditions of oxidative stress 
and excessive generation of active forms of oxygen 
(AFO). They had caused protein fragmentation, their de-
naturation, as well as the formation of primary amino acid 
radicals, which had entered the secondary interaction 

with adjacent amino acid residues. All this factors had 
created a rather complicated picture of the damaging ac-
tion of AFO on the protein macromolecule. All this had 
led to the loss of biological activity of proteins and meta-
bolic disorders, in particular, regenerative processes. 

Table 2. 
Indices of free radical oxidation of proteins in the skin homogenate at using of PRF-clot and Bioceruline 

3 month 6 month 9 month 12 month 
Indices Control 

group Group 2  Control 
group Group 2  Control 

group Group 2  Control 
group Group 2  

OMP 370, mmol/g 
protein 4.09±0.08 2.32±0.06* 2.90±0.04 1.78±0.06* 1.97±0.10 1.54±0.02* 1.51±0.05 1.40±0.06 

    р1<0.001  р2<0.002  р3<0.05 
OMP 430, mmol/g 

protein 1.85±0.05 1.18±0.05* 1.40±0.08 0.74±0.05* 0.84±0.07 0.60±0.04* 0.61±0.05 0.56±0.04 

    р1<0.001  р2<0.05   
 
It was proved that in patients of group 1 the content of 

2,4-dinitrophenylhydrazones (that was determined at 370 
nm) was significantly reduced by 45.5% after 3 months of 
observation, after 6 months - by 38.7% and 9 months 
later - by 14.5%, relative to the data of the control group. 
The content of 2,4-dinitrophenylhydrazones that was de-
termined at 370 nm was practically not different in pa-
tients of the first and third groups, after 12 months of ob-
servation. It was evidenced by the literature data. The 
content of 2,4-dinitrophenylhydrazones that was deter-
mined at 370 nm in the skin homogenate of patients with 
different types of intra- and postoperative prophylaxis of 

pathological skin scarring after the surgical treatment of 
embryonic neck cysts relative to the intact group of pa-
tients; the highest rates were found in patients in the con-
trol group (after 3 months of observation it was the sig-
nificant prevalence of 2.8 times, after 6 months - 2 times 
and after 9 months - 33.0%). The lowest OMP rates were 
observed in patients of the 2nd group. So, this indicator 
exceeded the indicator of intact group after 3 months of 
observation by 60.0%, after 6 months - by 20.0% and af-
ter 9 months - by 6.5%. 

It has been established that the content of RNA in the 
first and second experimental groups was significantly 
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higher, respectively, in 3 (37.3% and 73.0%) and 6 
months (11.4% and 20.8%), as compared to the control 
group of patients (p1 <0.01). The introduction of PRF-clot 
during surgical treatment of embryonic neck cysts was 

characterized by the highest values of DNA content after 
3 months, whereas after 6 months the level of the re-
searched indicator decreased by 17.20%. 

Table 3. 
Indices of regenerator process in the skin homogenate at using of PRF-clot 

3 month 6 month 9 month 12 month 
Indices 

Control group Group 1  Control group Group 1  Control group Group 1  Control group Group 1  

RNA, 
mkg/mg 22.15±0.57 30.41±0.26* 26.41±0.57 29.41±0.38* 28.30±0.36 28.45±0.27 27.46±0.35 27.99±0.25 

DNA. 
mkg/mg 17.09±0.27 24.25±0.24* 19.95±0.42 20.08±0.54 20.02±0.27 20.94±0.28 20.47±0.40 21.94±0.45 

    р1<0.01     

Table 4. 
Indices of regenerator process in the skin homogenate at using of PRF-clot and Bioceruline 

3 month 6 month 9 month 12 month 
Indices 

Control group Group 2  Control group Group 2  Control group Group 2  Control group Group 2  

RNA, 
mkg/mg 22.15±0.57 38.31±0.66* 26.41±0.57 31.90±0.53* 28.30±0.36 29.86±0.38 27.46±0.35 30.04±0.49* 

    р1<0.01  р2<0.05   

DNA, 
mkg/mg 17.09±0.27 29.92±0.39* 19.95±0.42 26.31±0.32* 20.02±0.27 22.07±0.40* 20.47±0.40 20.62±0.64 

    р1<0.01  р2<0.05  р3<0.05 
 
During analysis of changes in the activity of SOD after 

the surgical treatment of the neck cysts of the embryonic 
origin relative to the indicators of the intact group of pa-
tients, it was noted that the highest rates were found in 

patients in the control group (after 3 months of observa-
tion, the reliable prevalence was 85.9%, after 6 months - 
by 35.4% and 9 months later - by 10.2%). 

Table 5. 
Indices of system of antioxidant protection in the skin homogenate at using PRF-clot 

3 month 6 month 9 month 12 month 
Indices 

Control group Group 1  Control group Group 1  Control group Group 1  Control group Group 1  

SOD, CU. 119.43±4.86 104.60±3.54* 86.96±2.69 80.54±2.41 70.82±2.28 62.97±2.13* 62.97±2.13 59.10±1.42 

    р1<0.001  р2<0.001   

SH-groups. 
mmol/kg 59.01±2.08 52.83± 2.02* 51.92±2.53 49.97± 2.02 49.98±2.25 47.35± 2.16 49.41±1.93 46.75±1.95 

 
The lowest rates were observed in patients of group 2: 

after 3 months it was increased by 40.2%, after 6 months - 
by 12.8% and after 9 months - was not significantly different. 

It was determined that the catalase activity after 3 months of 
observation was prevalence of this indicator by 39.4% 
(p<0.001), after 6 months - by 12.3% (p<0.05). 

Table 6. 
Indices of system of antioxidant protection in the skin homogenate at using of PRF-clot and Bioceruline 

3 month 6 month 9 month 12 month 
Indices Control 

group Group 2  Control 
group Group 2  Control 

group Group 2  Control 
group Group 2  

SOD, CU. 119.43±4.86 90.07±2.57* 86.96±2.69 72.45±2.05* 70.82±2.28 60.43±1.52* 62.97±2.13 60.41±2.02 

    р1<0.001  р2<0.001   

SH-groups. 
mmol/kg 59.01±2.08 49.48±1.76* 51.92±2.53 46.20±2.39 49.98±2.25 45.99±2.08 49.41±1.93 45.30±2.09 

 
The dynamics of changes in the content of SH-groups 

was less pronounced in terms of the dynamics of enzy-
matic changes in the antioxidant defense system. In the 
control group, the prevalence of this indicator was 25.0% 
(p <0.01) after 3 months of observation; in patients of the 
first and second groups, this indicator was not signifi-
cantly different. The activity of elastase after 3 months of 
observation was fixed significantly lower by 30.9%, after 
6 months - by 28.6%, and 9 months later - by 12.1%, 
relative to data of the third group. The activity of elastase 

was not practically different in patients of the second and 
third groups, after 12 months of observation. 

During the study of the dynamics of changes of indi-
ces of inflammation, microbial contamination and non-
specific immunity, it was noted that the content of ly-
sozyme varied during the observation period. Thus, in 
patients of group 1 after 6 months of observation this pa-
rameter was observed by 21.9% (p <0.001) higher, rela-
tive to the data of the previous observation period, after 9 
months - by 14.2% (p<0.01), after 12 months - by 4.5%. 
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Table 7. 
Indices of system of inflammation, microbial contamination and non-specific immunity in the skin homogenate at using of PRF-clot 

3 month 6 month 9 month 12 month Indices 
Control group Group 1  Control group Group 1  Control group Group 1  Control group Group 1  

Elastase, 
mccat/kg 15.94±0.54 13.58±3.54* 12.19±0.41 10.95±0.30* 9.56±0.36 9.42±0.20 8.89±0.24 8.46±0.30 

    р1<0.001  р2<0.001  р3<0.02 
Urease, 
mccat/kg 0.32±0.02 0.22±0.02* 0.17±0.02 0.13±0.01 0.08±0.01 0.06±0.01 0.07±0.02 0.05±0.01 

    р1<0.001  р2<0.001   
lysozyme, U/kg 47.81±1.32 60.54± 1.90* 60.53±2.08 73.81± 2.35* 80.09±3.08 84.32± 2.45 90.22±2.60 88.11±2.85 

    р1<0.001  р2<0.01   
It was found that the activity of the enzyme urease at 

patient of group 1 after 3 months of observation was sig-
nificantly decreased by 31.2% relative to the control 
group, while in the 2nd group - significantly lower by 

56.2%, after 6 months - by 52.9 %, and in 9 months - by 
50.0%, relative to data of the third group. It had indicated 
the effectiveness of the proposed method of scar prophy-
laxis. 

Table 8. 
Indices of system of inflammation, microbial contamination and non-specific immunity  

in the skin homogenate at using of PRF-clot and Bioceruline 

3 month 6 month 9 month 12 month 
Indices Control 

group Group 2  Control 
group Group 2  Control group Group 2  Control group Group 2  

Elastase, 
mccat/kg 15.94±0.54 11.01±0.28 12.19±0.41 8.70±0.26* 9.56±0.36 8.40±0.22* 8.89±0.24 8.24±0.24 

    р1<0.001     
Urease, 
mccat/kg 0.32±0.02 0.14±0.01* 0.17±0.02 0.08±0.02* 0.08±0.01 0.04±0.01 0.07±0.02 0.04±0.01 

    р1<0.02     
lysozyme, U/kg 47.81±1.32 68.57± 2.05* 60.53±2.08 81.64± 2.66* 80.09±3.08 87.08± 2.72 90.22±2.60 91.69±3.08 

    р1<0.001     
 

Conclusions 
The analysis of the obtained data suggested that the 

combined use of PRF-clot at the intraoperative stage of 
prophylaxis and ceruloplasmin at the post-operative one, 
in contrast to monotherapy with fibrin membranes, ob-
tained from platelets-rich plasma had a better functional 
and aesthetic result, which significantly improved the 
quality of life of patients in the early and late postopera-
tive periods. 
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Данная работа является фрагментом НИР Украинской медицинской стоматологической академии «Изучение распро-
страненности гиперчувствительности к β-лактамным антибиотикам среди населения Украины», номер госрегистрации 
0116U004377. 

Алергічні реакції до β-лактамних антибіотиків є найбільш частою причиною побічних медикаментозних реакцій, 
опосередкованих специфічними імунологічними механізмами. Метою даної роботи було визначення поширеності 
гіперчутливості до β-лактамних антибіотиків серед населення шляхом дослідження анамнестичних даних і прове-
дення алергологічного обстеження для підвищення безпеки антибіотикотерапії і поліпшення фармакоекономічно-
го профілю лікування. 
Ключові слова: β-лактами, гіперчутливість, шкірні проби, медикаментозна алергія. 

Медикаментозная аллергия – это патологическая 
реакция на лекарственные препараты, в основе кото-
рой лежат иммунологические механизмы [1, 2]. 

В настоящее время спектр применяемых β-лак-
тамных антибиотиков изменился и бензилпенициллин 
больше не является самым распространенным пред-
ставителем этой группы, его место заняли другие 
препараты. В Испании, Франции и США чаще назна-
чаемым антибиотиком является ампициллин, чаще 
стали назначать цефалоспорины и эти препараты со-
ставляют главную причину аллергии [3]. 

Большинство пациентов с отягощенным аллерги-
ческим анамнезом на пенициллин или бета-
лактамные антибиотики (БЛА), в 90% имеют ложный 
диагноз по поводу аллергологической реакции на пе-
нициллин в связи с тем, что смешение симптомов, 
связанных с болезнью пациента, завуалировано под  
аллергию [4]. 

Распространенность сообщаемой аллергии на пе-
нициллин оценивается от 9 до 12%, а распространен-
ность у госпитализированных пациентов может дос-
тигать до 15% [5-7]. Частота аллергических реакций 
на пенициллины варьирует от 0,7 до 10%, при этом 
частота анафилактических реакций составляет 0,015-
0,004% [7].  

В Украине на сегодняшний день отсутствует спе-
циальная система регистрации именно медикамен-
тозной аллергии (МА), соответственно, отсутствует 
точная информация о количестве реакций гиперчув-
ствительности к лекарственным средствам (ЛС), а 
также типов реакций и их последствий. Кроме того, 
отсутствуют данные об эффективности их лечения 
как на госпитальном, так и на амбулаторном этапе. 
Следует отметить, что в Украине также осуществля-
ется и безрецептурный отпуск ЛС. При этом в по-
следнее время привлекает внимание рост числа МА и 
в развитых странах мира. 

Целью исследования явилось определение рас-
пространенности гиперчувствительности к β-
лактамным антибиотикам среди населения путем ис-
следования анамнестических данных и проведение 

аллергологического обследования для повышения 
безопасности антибиотикотерапии и улучшения фар-
макоэкономического профиля лечения. 

Материалы и методы исследования 
Для решения поставленных в работе целей и за-

дач в клиническое исследование были включены 81 
женщина и 119 мужчин, которым проводили прик-
тесты и внутрикожные пробы для определения рас-
пространенности гиперчувствительности к β-лак-
тамным антибиотикам. Обследование проводилось 
на базе городской клинической больницы № 1 в пе-
риод с 2016 по 2017 гг. 

Перед началом исследования получено письмен-
ное согласие от пациентов на участие в научном ис-
следовании и проведения манипуляций. Получено 
решение комиссии по биоэтике 1ГКБ (выписка из про-
токола № 17 от 04.02.2016 г.) 

Для проведения прик-тестов использовали рас-
творы со следующими концентрациями: бензилпени-
циллин натриевая соль 0,5 мг/мл, цефтриаксон 
5 мг/мл, амоксициллин клавулонат 20 мг/мл. Второй 
этап диагностики проводили с помощью диагностиче-
ских препаратов бензилпенициллоил поли - L – лизин 
(ППЛ), смесь малых детерминант пенициллина 
(СМД), клавулановой кислоты («DIATER», Испания).  

Методика проведения прик-теста: на кожу внут-
ренней поверхности предплечья наносится капля 
раствора гистамина (положительный контроль), вниз 
от нее – капля воды для инъекций (отрицательный 
контроль), еще ниже – раствор исследуемого аллер-
гена (бензилпенициллин натриевая соль, цефтриак-
сон, амоксициллин клавулонат). После этого через 
капли проводится укол кожи специальным ланцетом. 
Результат реакции оценивают с помощью стандарт-
ных критериев. Положительной реакцией считают об-
разование волдыря более 3 мм в диаметре с окру-
жающей эритемой через 20 минут после проведения 
пробы (Romano A. Et al., 2005). Тестирование лекар-
ственных препаратов требует оценки результатов 
прик-тестов и через 24 часа после проведения пробы. 
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Методика проведения внутрикожной пробы: чтобы 
выполнить эту пробу, в кожу внутренней поверхности 
предплечья вводят раствор антибиотика внутрикож-
но. Результаты пробы оценивают через 20 минут. По-
ложительной считается реакция, если диаметр обра-
зовавшегося элемента превышает 2 диаметра инъек-
ционной папулы либо превышает на 3 мм диаметр 
инъекционной папулы. При оценке реакции через 24 
часа и позже реакция считается положительной в 
случае развития инфильтрированного эритематозно-
го элемента [3]. 

Результаты реакции фиксировали с помощью кон-
тура на прозрачную липкую ленту. 

Результаты и их обсуждение 

В процессе исследования обследованы 200 паци-
ентов, проходивших лечение в стационаре терапев-
тического профиля. Возраст пациентов составил 56,2 
± 3,6 лет. Длительность основного заболевания 8,49 
± 5,68. Диагнозы больных формулировали согласно 
МКБ-10. 

Структура основной заболеваемости включает: 
заболевания дыхательной системы – 6%, заболева-
ния сердечно-сосудистой системы – 75,5%, заболе-
вания желудочно-кишечного тракта – 10,5%, заболе-
вания мочеполовой системы – 2%, заболевания 
опорно-двигательного аппарата – 3%, заболевания 
системы крови – 6% (рис. 1). 

 
Рисунок 1. Структура основной заболеваемости 

пациентов обследованных на гиперчувствительность  
к β-лактамам. 

Структура сопутствующих заболеваний включает: 
заболевания дыхательной системы – 3%, заболева-
ния сердечно-сосудистой системы – 12,5%, заболе-
вания желудочно-кишечного тракта – 35,5%, заболе-
вания мочеполовой системы – 16%, заболевания эн-

докринной системы – 10,5%, заболевания опорно-
двигательного аппарата – 1,5%, заболевания систе-
мы крови – 2,5% (рис. 2).  

 
Рисунок 2. Структура сопутствующих заболеваний 

пациентов обследованных на гиперчувствительность  
к β-лактамам. 

После проведения проб и сбора анамнеза был про-
веден анализ, выяснено, что из 200 больных положи-
тельный прик-тест был у 21 пациента. В таблице 1 
представлены пациенты с детально собранным анам-
незом и проведенными пробами. У 9 пациентов анам-
нез не отягощен, но при постановке прик-тестов было 2 
пациента, у которых пробы на гистамин, воду, бензил-
пенициллин натриевую соль, цефтриаксон и амокси-
циллин клавулонат были положительными и поэтому 
внутрикожные пробы не проводились. У 7 пациентов 
на внутрикожные пробы отмечалась положительная 
проба: только на амоксициллин клавулонат – у 1 паци-
ента, на бензилпенициллин натриевую соль и цефтри-
аксон – у 2 пациентов, только на бензилпенициллин 
натриевую соль – у 1 пациента, на бензилпенициллин 
натриевую соль,  цефтриаксон и  амоксициллин клаву-
лонат – у 3 пациентов. У остальных 12 пациентов, из 
приведенной таблицы, был отягощенный аллергологи-
ческий анамнез, при том, что практически все аллерге-
ны были разные. Анализируя данных пациентов отме-
чается 8 человек с отягощенным анамнезом, у которых 
были отрицательные прик-тесты и внутрикожные тес-
ты. У 1 пациента отмечалась положительная проба на 
бензилпенициллин натриевую соль,  цефтриаксон и  
амоксициллин клавулонат, у 2 пациентов – на цефтри-
аксон и у 1 пациента – на бензилпенициллин натрие-
вую соль и цефтриаксон. 

Таблица 1 
Результаты внутрикожных проб у пациентов обследованных на гиперчувствительность к β-лактамам 

Пациенты 
Бензилпеницил-
лин натриевая 

соль 
Цефтриаксон Амоксициллин  

клавулонат Аллергологический анамнез 

Пациент Н., 29 л.   +  

Пациент Н., 65 л. + + + 
злаки, мед, пыль, пух, амброзия, 

глутаргин (аргинин глутамат), 
новокаин (прокаин гидрохлорид)  

Пациент Л., 71 г. + +   
Пациент П., 71 г. + +   

Пациент С., 63 г. _ _ _ 

ягоды шелковицы, витамин В12 
(метилкобаламин), 

бисептол (сульфаметоксазол, 
триметоприм), тетрациклина 

гидрохлорид, диакардин ретард 
(дилтиазем гидрохлорид) 

Пациент В., 61 г. _ _ _ йод 
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Пациенты 
Бензилпеницил-
лин натриевая 

соль 
Цефтриаксон Амоксициллин  

клавулонат Аллергологический анамнез 

Пациент Х., 66 л. _ _ _ амброзия 

Пациент Т., 39 л. _ _ _ 
витамины группы В12 (метилко-

баламин), новокаин (прокаин 
гидрохлорид), трава шалфея 

Пациент А., 44 г. –_ + – амброзия 

Пациент С., 53 г. + + _ бензилпенициллин натриевая 
соль, тетрациклина гидрохлорид 

Пациент К., 34 г. – – – азитромицин 

Пациент Г., 33 г. _ _ _ ретарпен (бензатин бензилпе-
нициллин)  

Пациент Ч., 41 г. – – – положительный прик тест,  
в/к тест не проводили 

Пациент Ш., 78 л. + – – –_ 

Пациент Д., 66 л. _ _ _ положительный прик тест,  
в/к тест не проводили 

Пациент К., 59 л. + + + – 
Пациент Б., 80 л. + + + – 
Пациент С., 56 л. + + + – 
Пациент Т., 23 г. – + – ринорея весной 
Пациент С., 20 л. – – – Левофлоксацин гемигидрат 
Пациент Я., 63 г. – – – Анальгин    (метамизол) 

 

Аллергические реакции на β-лактамные антибиоти-
кам (беталактамы) – является частой причиной побоч-
ных медикаментозных реакций, опосредованных спе-
цифическими иммунологическими механизмами [3]. 

При проведении кожных проб необходимо учиты-
вать перекрестную реактивность. Кожные пробы час-
то выявляют перекрестную реактивность между бета-
лактамными антибиотиками (пенициллины, цефалос-
порины) [3]. 

Для иллюстрации приводим клинический случай: 
больной Т., 18 лет, студент медицинского вуза, по-
ступил в пульмонологическое с жалобами на за-
труднение дыхания, отек слизистых оболочек губ, 
появление на коже одиночных высыпаний красного 
цвета, которые сопровождаются зудом и жжением, 
влажный кашель, повышение температуры тела до 
39 °С, незначительную отдышку в покое, потли-
вость, общую слабость.  

Из анамнеза заболевания известно, что паци-
ент лечил негоспитальную правостороннюю ниж-
недолевую пневмонию у семейного врача, после на-
значенного левофлоксацина 500 мг (1 таблетка) в 
течении 20 минут у пациента появились жалобы 
на затруднение дыхания, отек слизистых оболо-
чек, появление на коже одиночных высыпаний крас-
ного цвета, которые сопровождаются зудом и 
жжением. Скорой медицинской помощью пациент 
доставлен в приемное отделение городской клини-
ческой больницы. Из анамнеза жизни известно, что 
в детстве болел ветрянкой. Аллергологический 
анамнез ранее не отягощен.  

Данные объективного обследования: состояние 
больного средней степени тяжести. Кожные покро-
вы лица, туловища, верхних и нижних конечностей 
покрыты  макулопапулярной сыпью. Слизистые 
оболочки губ отечны. Периферические лимфоузлы 
не увеличены. Частота дыхания 20 в 1 минуту, при 
перкуссии притупление легочного звука справа в 
нижнем отделе, при аускультации справа крепита-
ция, влажные хрипы справа. АД 120/80 мм рт.ст., 
пульс 90 ударов в 1 мин. Границы сердца в пределах 
возрастной нормы. Тоны сердца звучные, ритмич-
ные. Язык обложен белым налетом. Живот при 

пальпации мягкий, безболезненный. Симптом пока-
лачивания отрицательный с обеих сторон.  

Данные анализа крови: эритроциты – 4,8 x 1012/л, 
гемоглобин – 146 г/л, цветной показатель – 0,91, 
тромбоциты – 350 x 109/л, лейкоциты – 17,0 x 109/л, 
СОЭ –12 мм/ч; лейкоцитарная формула: палочкоядер-
ные лейкоциты – 10%, сегментоядерные лейкоциты – 
74%, эозинофилы – 12%,  лимфоциты – 14%, моноци-
ты – 3%. ЭКГ: ЧСС – 90 в 1 минуту, ритм синусовий, 
электрическая ось сердца не отклонена. Рентген ор-
ганов грудной клетки: в нижней доле справа локальное 
усиление, сгущение легочного рисунка. Заключение: 
правосторонняя нижнедолевая пневмония. 

Из выше представленного можно поставить 
предварительный диагноз: негоспитальная право-
сторонняя нижнедолевая пневмония, клиническая 
группа ІІІ, дыхательная недостаточность 0. Реак-
ция гиперчувствительности немедленного типа на 
левофлоксацин. Учитывая данную ситуацию, для 
подбора лечения антибиотиками, пациенту провели 
прик-тест и внутрикожные пробы со следующими 
препаратами: бензилпенициллин натриевая соль 0,5 
мг/мл, цефтриаксон 5 мг/мл,  амоксициллин клаву-
лонат 20 мг/мл. Результаты проведеннях тестов 
были отрицательными. Пациенту назначили эмпи-
рическое лечение внегоспитальной пневмонии: 
цефтриаксон 1,0 г внутривенно капельно один раз в 
день 5 дней, азитромицин 500 мг,  1 таблетка 1 раз 
в день 3 дня.  

Из-за сходства в структурах существует перекре-
стная реактивность между различными пеницилли-
нами и даже между пенициллинами и цефалоспори-
нами [8,9,10]. Общим в структуре является четырех-
членное бета-лактамное кольцо, которое у пеницил-
линов сочленено с пятичленным тиазолидиновым 
кольцом, у цефалоспоринов с шестичленным дигид-
ротиазиновым кольцом. Пенициллины имеют одну 
боковую цепь (R1), а цефалоспорины две (R1 и R2), 
при замене на R1 и R2 боковых цепей получаются 
различные антибиотики. Эти изменения, хотя и не-
значительные, могут распознаваться иммунной сис-
темой как разные с соответствующими клиническими 
последствиями [11]. 
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Выводы 
1. Аллергия на β-лактамы, в частности, на пени-

циллин часто сообщается пациентами, но в боль-
шинстве случаев это не доказано. Поэтому  пациен-
там у которых была аллергия на β-лактамы проводят  
прик тесты и внутрикожные пробы для подтвержде-
ния диагноза. В случае доказанной аллергии паци-
енту дают  четкие рекомендации по использованию 
данной группы препаратов. 

2. На сегодняшний день применение β-лактамных 
антибиотиков, является безопасным так как имеет 
мало побочных эффектов, широкий спектр действия 
и низкую цену на курс лечения. Следует отметить, 
что врачи разных специальностей не обосновано за-
бывают о этой группе препаратов. 

3. В отличии от β-лактамных антибиотиков, группа 
цефалоспоринов имеет высокие риски развития по-
бочных эффектов, которые приводят к аллергиче-
ским реакциям. Примером является представленный  
клинический случай.  
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Allergic reactions to β-lactam antibiotics are the most common cause of adverse drug reactions, mediated by specific 
immunological mechanisms. The aim of this research was to determine the prevalence of hypersensitivity to β-lactam 
antibiotics among the population, by examining anamnestic data and conducting allergological examination to increase 
the safety of antibiotic therapy and improve the pharmacoeconomic profile of treatment. 
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Drug allergy is a pathological reaction to medications, 
based on immunological mechanisms [1, 2]. At present, 
the range of applied β-lactam antibiotics has changed 
and benzylpenicillin is no longer the most common repre-
sentative agent of this group: other drugs have taken its 
place. In Spain, France and the United States, ampicillin 
and cephalosporins are currently more often prescribed, 
and these drugs are the main cause of allergy [3]. 

Most patients with the allergic history of penicillin or β-
lactam antibiotics (BLAs) are misdiagnosed in 90% about 
the allergic reaction to penicillin, due to the fact that 
symptoms, associated with the patient’s disease, are ob-
scured as allergy [4]. 

The prevalence of reported allergy to penicillin is es-
timated at 9 to 12% [5,6]. Meanwhile, its prevalence in 
hospitalized patients can reach up to 15% [7]. The fre-
quency of allergic reactions to penicillins varies from 0.7 
to 10%, with the frequency of anaphylactic reactions 
ranging from 0.015 to 0.004% [7]. 

In Ukraine, today there is no special system for regis-
tering the drug allergy (DA), and accordingly there is no 
precise information on the number of hypersensitivity re-
actions to medications, as well as the types of reactions 
and their consequences. In addition, there is no evidence 
on the effectiveness of their treatment at both in- and out-
patient stages. It should be noted that in Ukraine, the 
over-the-counter drug sale is also implemented. At the 
same time, the increase in the number of DA has lately 
attracted attention in the developed countries as well. 

The aim of the research was to determine the preva-
lence of hypersensitivity to β-lactam antibiotics among 
the population by studying the anamnestic data and con-
ducting allergic examination to improve the safety of anti-
biotic therapy and enhance the pharmacoeconomic pro-
file of treatment. 

Materials and methods 
In order to achieve aim of the research, 81 women 

and 119 men were enrolled in a clinical study. The exam-
ined patients underwent prick and intradermal tests to 
determine the prevalence of hypersensitivity to β-lactam 
antibiotics. The study was conducted on the basis of the 
city clinical hospital over the period from 2016 to 2017. 

Prior to the launch of the study, written consent was ob-
tained from each patient for participation in scientific re-
search and carrying out procedures. The decision of the 
commission on bioethics of city clinical hospital No.1 was 

also obtained (abstract of minutes No. 17 as of 02.04.2016). 
To conduct prick tests, we used solutions with the fol-

lowing concentrations: benzylpenicillin sodium salt 0.5 
mg / ml, ceftriaxone 5 mg / ml, amoxicillin clavulonate 20 
mg / ml. The second stage of the diagnostics was carried 
out with the help of diagnostic preparations benzylpenicil-
loyl poly-L-lysine (PPL), a mixture of minor determinants 
of penicillin (SMD), clavulanic acid (DIATER, Spain). 

The prick test procedure was conducted as follows: a 
drop of histamine solution (positive control) is applied to 
the skin of the inner surface of the forearm, underneath – 
a drop of water for injections (negative control), down-
wards – the solution of the studied allergen (benzylpeni-
cillin sodium salt, ceftriaxone, amoxicillin clavulonate). 
After that, the skin is pierced through the drop with a 
special lancet. The result of the reaction is evaluated us-
ing standard criteria. The formation of a blister more than 
3 mm in diameter with the surrounding erythema 20 min-
utes after the test is regarded as a positive reaction 
(Romano A. Et al., 2005). In addition, testing the drugs 
requires to assess the results of prick tests 24 hours after 
the test. 

The intradermal test was conducted as follows: the 
antibiotic solution is injected intracutaneously into the 
skin of the inner surface of the forearm. The results are 
assessed in 20 minutes. The reaction is considered 
positive if the diameter of the formed element exceeds 2 
diameters of the injection papule or exceeds the diame-
ter of the injection papule by 3 mm. When evaluating 
the reaction after 24 hours and later, the reaction is 
considered positive if an infiltrated erythematous ele-
ment develops [3]. 

The reaction results were registered with a contour on 
a transparent adhesive tape. 

Results and discussion 
In the course of the study, we 200 examined patients 

who were treated at the hospital of a therapeutic profile. 
The patients’ age was 56.2 ± 3.6 years. The duration of 
the underlying disease is 8.49 ± 5.68. Patients were di-
agnosed according to ICD-10. 

The structure of the basic morbidity includes: dis-
eases of the respiratory system – 6%, diseases of the 
cardiovascular system – 75.5%, diseases of the gastroin-
testinal tract – 10.5%, diseases of the urogenital system 
– 2%, diseases of the musculoskeletal system – 3%, dis-
eases of the blood system – 6% (Fig. 1).  
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Figure 1. The structure of the basic morbidity of patients 

examined for hypersensitivity to β-lactams 

The structure of concomitant diseases includes: dis-
eases of the respiratory system – 3%, diseases of the 
cardiovascular system – 12.5%, diseases of the gastroin-
testinal tract – 35.5%, diseases of the urogenital system 
– 16%, diseases of the endocrine system – 10.5%, dis-
eases of the musculoskeletal system – 1.5%, diseases of 
the blood system – 2.5% (Fig. 2). 

After conducting the tests and collecting the history, 
we analyzed the obtained data. We found that out of 200 
patients, 21 patients had a positive prick test. The table 
given below demonstrates the data on patients with a de-
tailed history and tests results. In 9 patients, the anam-
nesis was not aggravated, but in conducting the tests 
there were 2 patients in whom the tests for histamine, 
water, benzylpenicillin sodium salt, ceftriaxone and 
amoxicillin clavulonate were positive and therefore no 

intradermal tests were performed. In 7 patients, a positive 
intradermal test was observed only for amoxicillin clavu-
lonate in 1 patient, for benzylpenicillin sodium salt and 
ceftriaxone – in 2 patients, only for benzylpenicillin so-
dium salt – in 1 patient, for benzylpenicillin sodium salt, 
ceftriaxone and amoxicillin clavulonate – in 3 patients. 

 
Figure 2. The structure of concomitant diseases in patients 

examined for hypersensitivity to β-lactams 

The remaining 12 patients from the table had an ag-
gravated allergic history, despite the fact that almost all 
allergens were different. Analyzing the data of the, 8 
people with an aggravated anamnesis who had negative 
prick tests and intradermal tests were observed. 1 patient 
had a positive test for benzylpenicillin sodium salt, ceftri-
axone and amoxicillin clavulonate, 2 patients – for ceftri-
axone, and 1 patient – for benzylpenicillin sodium salt 
and ceftriaxone. 

Table 1 
The results of intradermal tests in patients examined for hypersensitivity to β-lactams 

Patients Benzylpenicillin  
sodium salt Ceftriaxone Amoxicillin  

clavulonate Allergic history 

Patient N., age: 29 _ _ + _ 

Patient N., age: 65 + + + 
cereals, honey, dust, fluff, ambrosia, argin-
ine glutamate, Novocaine (procaine hydro-

chloride) 
Patient L., age: 71 + + _ _ 
Patient P., age: 71 + + _ _ 

Patient S., age: 63  _ _ _ 
mulberries, vitamin B12 (methylcobalamin), 
Biseptol (sulfamethoxazole, trimethoprim), 

tetracycline hydrochloride, diacardine retard 
(diltiazem hydrochloride). 

Patient V., age: 61 _ _ _ iodine 
Patient Kh., age: 66 _ _ _ ambrosia 

Patient Т., age: 39 _ _ _ 
B12 group vitamins (methylcobalamin), No-

vocaine (procaine hydrochloride), sage 
grass 

Patient А., age: 44 _ + _ ambrosia 

Patient S., age: 53 + + _ Benzylpenicillin sodium salt, tetracycline 
hydrochloride 

Patient К., age: 34 _ _ _ azithromycin 
Patient G., age: 33 _ _ _ Retarpen (benzathine benzylpenicillin)  

Patient Ch., age: 41 _ _ _ positive prick test, intradermal test was 
not conducted 

Patient Sh., age: 78 + _ _ _ 

Patient D., age: 66 _ _ _ positive prick test, intradermal test was 
not conducted 

Patient К., age: 59 + + + - 
Patient B., age:80 + + + _ 
Patient S., age:56 + + + _ 
Patient Т., age: 23 _ + _ spring rhinorrhea 
Patient S., age: 20 _ _ _ Levofloxacin hemihydrate 

Patient Ya., age: 63 _ _ _ Analgin (metamizole) 
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Allergic reactions to β-lactam antibiotics (β-lactams) 
are a common cause of adverse drug reactions, medi-
ated by specific immunological mechanisms [3]. 

When conducting skin tests, it is necessary to con-
sider cross-reactivity. Skin tests often demonstrate cross-
reactivity between β-lactam antibiotics (penicillins, cepha-
losporins) [3].  

The following clinical case report will illustrate this 
tendency: Patient T., aged 18, a medical student, was 
admitted to the pulmonology department with complaints 
of breathing difficulty, swelling of the mucous membranes 
of the lips, the appearance on the skin of single red le-
sions that were accompanied by itching and burning, 
productive cough, fever up to 39°C, slight shortness of 
breath at rest, sweating, general weakness. 

From the anamnesis of the disease, it is known that 
the patient had community-acquired right-sided lower 
lobe pneumonia, which was treated by the family doctor. 
After administering the prescribed levofloxacin, 500 mg 
(1 tablet), in 20 minutes the patient started to complain of 
breathing difficulty, swelling of the mucous membranes, 
the appearance of single red eruptions on the skin, which 
were accompanied by itching and burning. The ambu-
lance service took the patient to the emergency room of 
the city clinical hospital. 

From the anamnesis of life, it is known that he had 
chickenpox as a child. Allergic history has not been pre-
viously aggravated. 

Data of the objective examination: the patient’s condi-
tion of moderate severity. The skin of the face, trunk, up-
per and lower extremities are covered with maculopapu-
lar rash. The labial mucosa is swollen. Peripheral lymph 
nodes are not enlarged. 

Respiratory rate is 20 per 1 min., on percussion: dull-
ness of the pulmonary sound on the right in the lower 
part, on auscultation: crepitus on the right, moist rales on 
the right. 

Blood pressure: 120/80 mm Hg, pulse: 90 beats per 1 
min; borders of the heart are within the age norm. Heart 
sounds are loud, rhythmic. 

The tongue is covered with white coating. Abdomen 
on palpation is soft, painless. Costovertebral angle ten-
derness symptom is negative on both sides. 

Blood test data: RBC – 4.8 x 1012 / l, hemoglobin – 
146 g / l, color index – 0.91, platelets – 350 x 109 / l, 
WBC – 17.0 x 109 / l, ESR – 12 mm / h, WBC count: stab 
– 10%, segmented –74%, eosinophils – 12%, lympho-
cytes – 14% monocytes – 3%. ECG: HR – 90 per 1 min., 
sinus rhythm. Electrical axis of heart is not deviated. X-
ray of thoracic organs: local amplification, thickening of 
the pulmonary pattern in the lower lobe on the right. Con-
clusion: right-sided lower lobe pneumonia. 

From the above presented, it is possible to make a 
preliminary diagnosis: community-acquired right-sided 
lower lobe pneumonia, grade ІІІ, RF 0. Immediate-type 
hypersensitivity reaction to levofloxacin. Considering this 
situation, for the selection of antibiotic treatment, the pa-
tient underwent the prick and intradermal tests with the 
following drugs: benzylpenicillin sodium salt 0.5 mg / ml, 
ceftriaxone 5 mg / ml, amoxicillin clavulonate 20 mg / ml. 
The results of the tests were negative. The patient was 
prescribed empirical treatment of community-acquired 
pneumonia: ceftriaxone 1.0 intravenously, in dropper 
once a day for 5 days, azithromycin 500 mg, 1 tablet 
once a day for 3 days. 

Due to the similarity in the structures, there is cross-
reactivity between different penicillins and even between 
penicillins and cephalosporins [8, 9, 10]. A common fea-
ture in the structure is a four-membered β-lactam ring, 
which is articulated with a five-membered thiazolidine 

ring in penicillins and a six-membered dihydrothiazine 
ring in cephalosporins. Penicillins have one side chain 
(R1), whereas cephalosporins – two (R1 and R2). When 
R1 and R2 of the side chains are replaced, different anti-
biotics are obtained. These changes, although minor, can 
be recognized by the immune system as different ones 
with the corresponding clinical consequences [11]. 

Conclusions: 
1. Allergy to β-lactams, in particular, to penicillin, is of-

ten reported by patients, but in most cases this has not 
been proven. Therefore, patients who have been allergic 
to β-lactams are given prick tests and intradermal tests to 
confirm the diagnosis. In case of proven allergy, the pa-
tient is provided with precise recommendations on the 
use of this group of drugs. 

2. To date, the use of β-lactam antibiotics is safe be-
cause it has few side effects, a wide spectrum of action 
and a low price for a course of treatment. It should be 
noted that doctors of different specialties unreasonably 
ignore this group of drugs. 

3. Unlike β-lactam antibiotics, the group of cepha-
losporins has high risks of side effects that lead to aller-
gic reactions. The presented clinical case report is an ex-
ample of this tendency. 
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SUBCUTANEOUS ADIPOSE TISSUE IN FEMALE PATIENTS WITH IRON 
DEFICIENCY ANEMIA AND OBESE WOMEN DOES NOT DIFFER IN THE 
EXPRESSION OF IKBΑ* 
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Prerequisites and objective: Abdominal obesity is a common metabolic disease characterized by excessive accumulation 
of white adipose tissue, with excessive production of inflammatory mediators that activate transcriptional nuclear factors, 
in particular the nuclear factor kB. Hepcidin is the main hormone in the systemic regulation of iron. Its expression in-
creases with elevated level of pro-inflammatory cytokines, as a result of which the concentration of iron in the blood 
plasma decreases, which reliably results in the activation of NF-kB. Therefore, the aim of the research was to determine 
the level of expression of ІКβα in subcutaneous adipose tissue in iron deficiency anemia concurrent with obesity. Meth-
ods: The study included 40 female women. Hemogram parameters, parameters of iron metabolism (serum iron, ferritin, 
hepcidin, total iron binding ability of serum, saturation of transferrin by iron) in serum and level of expression of the 
IkBα gene in subcutaneous adipose tissue were evaluated. Research results. The examined women had an average age 
of 40.3 ± 7.59 years. In the distribution of patients due to the cause and degree of severity of IDA, there was no reliable 
difference between the groups. The control group consisted of 10 obese women without IDA. Expression of IkBα by sub-
cutaneous adipose tissue in female patients with IDA with and without obesity compared with the control group did not 
display a significant difference between the groups (p <0.05). In the course of correlation analysis, the expression of 
IkBα by subcutaneous adipose tissue to BMI, iron and hemogram rates did not have a correlated significance. Conclu-
sion. Subcutaneous adipose tissue in women with iron deficiency anemia with and without obesity compared with obese 
women has no difference in expression of IkBα. 
Key words: IkBα expressions, obesity, anemia. 

Ожиріння органів черевної порожнини - це загальне метаболічне захворювання, що характеризується надмірним 
накопиченням білої жирової тканини, з надмірним виробництвом медіаторів запалення, які активують транскрип-
ційні ядерні фактори, зокрема ядерний фактор kB. Гепсидин є основним гормоном системної регуляції заліза. Його 
експресія зростає з підвищеним рівнем прозапальних цитокінів, внаслідок чого концентрація заліза у плазмі крові 
знижується, що надійно призводить до активації NF-kB. Тому метою дослідження було визначення рівня експресії 
ІКβα в підшкірній жировій тканині при залізодефіцитній анемії, що супроводжується ожирінням. Дослідження 
включало 40 жінок. Оцінювали параметри гемограми, параметри метаболізму заліза (сироваткове залізо, фери-
тин, гепсидин, загальна залізозв'язувальна здатність сироватки, насичення трансферину залізом) в сироватці та 
рівень експресії гену IkBα в підшкірній жировій тканині. Опитані жінки мали середній вік 40,3 ± 7,59 років. У роз-
поділі пацієнтів через причину та ступінь тяжкості залізодефіцитної анемії була відсутня достовірна різниця між 
групами. Контрольну групу склали 10 пацієнтів із ожирінням, які не мали залізодефіцитної анемії. Експресія IkBα 
підшкірною жировою тканиною у пацієнтів з залізодефіцитною  анемією з ожирінням та без нього порівняно з ко-
нтрольною групою не відрізнялася значною різницею між групами (p <0,05). У ході кореляційного аналізу експре-
сія IkBα підшкірною жировою тканиною до показників залізодефіцитної анемії, заліза та гемограми не мала коре-
льованого значення. Підшкірна жирова тканина у жінок з дефіцитом заліза з і без ожиріння в порівнянні з жінками 
з ожирінням не має різниці в експресії IkBα. 
Ключові слова: експресія IkBα, ожиріння, анемія. 

Introduction 
Abdominal obesity is a common metabolic disease 

characterized by excessive accumulation of white adi-
pose tissue. 

Subcutaneous adipose tissue is infiltrated by nu-
merous immune cells, primarily macrophages, which 
account for up to 40% of all fatty tissue cells [1] and are 
the main source of inflammatory mediators in the fatty 
tissues of humans and animals. Pro-inflammatory cyto-
kines affect the intracellular pathways regulating in-
flammation by activating transcriptional nuclear factors, 
in particular the nuclear factor kB (NF-kB), which is the 
most important pro-nuclear nuclear transcription factor 
that corresponds to most of the external and internal 
stimuli and provokes inflammation by activating or sup-

pressing the transcription of numerous genes involved 
in the inflammatory reaction [2]. 

Iron plays an important role in immunological surveil-
lance due to its stimulating and differentiating properties 
on the immune system. Excessive concentration of iron 
in macrophages reduced the level of phagocytosis, respi-
ratory burst and cytokine expression – the effects that are 
probably mediated by iron toxicity. On the other hand, in 
non-toxic concentrations, iron contributes to the differen-
tiation of macrophages, and treatment with iron chelators 
inhibits the expression of NF-KB activated by lipopoly-
saccharides, tumor necrosis factor-α and interleukin-6 [3]. 
The addition of ionized iron to the macrophage culture of 
the liver caused activation of IKK (a complex that is a 
critical point of this signaling pathway) [4], which con-
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firmed the role of iron as an independent agonist and po-
tential signaling molecule for activating IKK [3]. 

Hepcidin is the main hormone in the systemic regula-
tion of iron. Hepcidin is a negative regulatory hormone, 
whose expression increased with elevated level of pro-
inflammatory cytokines and iron. The mechanism of ex-
posure to hepcidin was detected in binding with ferro-
portin, which led to its internalization and degradation [5]. 
As a result, the content of circulating iron level was re-
duced and the suppression of its export from macro-
phages was intensified by the same mechanism that re-
liably resulted in the activation of NF-kB. 

However, at present there are no data demonstrating 
the relationship between iron, hepcidin and NF-kB human 
adipose tissue in vivo. The activation of NF-kB may be 
evidenced by changes in the expression of its inhibitor, 
IkBα [6], therefore, the aim of our study was to determine 
the level of expression of ІКβα in subcutaneous adipose 
tissue in iron deficiency anemia concurrent with obesity. 

Materials and methods 
The study was conducted after authorization by the 

Bioethics Commission of Ukrainian Medical Stomatologi-
cal Academy, and all the examined subjects voluntarily 
signed the informed consent. 

A total of 40 female patients with iron deficiency ane-
mia (IDA) (30 women with concomitant obesity and 10 
without obesity) were examined. They were treated at the 
out-patient department of the City clinical hospital in Pol-
tava from March 2016 to January 2017. The control 
group consisted of 10 obese women without IDA. 

The inclusion criteria were the presence of iron defi-
ciency anemia based on: hemoglobin level (Hb) ≤ 120 g/L 
for women, signs of microcytosis and anemia (Mean Cor-
puscular Volume (MCV) ≤ 80 fl, Mean Corpuscular Hemo-
globin (MCH) ≤ 27, 5 pg, Mean Corpuscular Hemoglobin 

Concentration (MCHC) ≤ 335 g/L, in the presence of serum 
iron level (SI) <11.5 μmol/L, total serum iron binding capacity 
(TSIBC) > 72 μmol/L, saturation of transferrin with iron 
(NTZ) <15% and ferritin level ≤ 12 ng/ml in serum. 

The blood parameters were determined using the BC 
3000 Plus Mindray, Shenzhen Mindray Bio-Medical Elec-
tronics Co., Ltd., China. 

Determination of iron level in serum and total serum 
iron binding capacity was carried out with sets of re-
agents of SpinLab Ltd, Ukraine. Saturation of transferrin 
with iron was determined by the method of calculating the 
content of the SI / TSIBC * 100%. 

The level of ferritin (LLC «Alkor-Bio», Russian Fed-
eration), hepcidin (Peninsula Laboratories, LLC, USA) in 
blood serum was determined by the method of immuno-
assay analysis. 

The level of expression of the IkBα gene was deter-
mined in the subcutaneous fat using the real-time PCR 
method. The material was obtained by thin-layer aspiration 
puncture biopsy, samples were stored at -70°C until RNA 
extraction. The total RNA was isolated from the biological 
specimen using a set of “RIBO-sol-V reagents” (AmpliSens, 
Russia). To obtain cDNA, a set of reagents was used for the 
reverse transcription reaction (SYNTOL, Russia). The reac-
tion mixture contained: 10 x reverse transcriptase buffer, 5 
mM deoxynucleotide triphosphate, 15 U / ml oligo primer 
(dT) 15, 50 units/μl of inverse mRNA-RT transcriptase, 5 
units/μl RNase inhibitor, 1-2 μg total RNA, and deionizing 
water free of RNase. Determination of the expression of the 
IkBα gene was carried out in real time using a DT-Light de-
tecting amplifier (“DNA-Technology”, Russia) in the reaction 
mixture. As a reference gene, the Glyceraldehyde-3-
Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) gene was used. For 
data analysis, a relative Ct method was used with the calcu-
lation of the formula: 2-ΔСt. 

Table 1. Primers for determining the expression of the IkBα gene [7] 

Gene Sequence of primers 

IkBα F: 5' - GGC TGA AGA AGG AGC GGC TA - 3' 
R: 5' - CCA TCT GCT CGT ACT CCT CG -3' 

GAPDH F: 5' - GGC CTC CAA GGA GTA AGA CC - 3' 
R: 5' - AGG GGA GAT TCA GTG TGG TG - 3' 

 
Furthermore, all patients were evaluated for the level 

of total protein, total bilirubin, ALT, AST, creatinine, en-
doscopic and X-ray examination of the gastrointestinal 
tract, to exclude ulcerative and inflammatory diseases at 
the time of the study. 

For all patients, the examination included measure-
ments of anthropometric indicators: height, body weight, 
waist and hip circumference, body mass index (BMI). The 
index was calculated as the ratio of body weight in kilo-
grams (kg) to the square of height in meters (m2). Adult 
obesity was established according to the WHO definition 
based on (BMI) ≥ 30 kg / m2. 

The distribution of adipose tissue is determined by the 
coefficient of the waist circumference / hip circumference 
(WC / HC). The value of WC / HC in women > 0.85 indi-
cated the abdominal type of obesity. 

The study excluded patients who at the time of the 
study had been taking iron preparations during the last 3 
months, non-steroidal anti-inflammatory drugs more than 
3 times a week during the last 6 months, patient with 
conditions of significant bleeding over the past 6 months, 
oncopathology, autoimmune diseases, acute and chronic 
diseases that can lead to tissue hypoxia, chronic renal 

failure, chronic liver disease with hepatocellular insuffi-
ciency, vegetarianism, pregnancy and lactation. 

The static processing of the obtained data was per-
formed using the software package SPSS 17.0. The reliabil-
ity of the discrepancies (p) of the anthropometric data and 
hematological parameters was evaluated by the one-way 
analysis of variance for independent groups (ANOVA). Rela-
tionships in groups were evaluated using Pearson correla-
tion analysis. For all types of analysis, statistically significant 
differences were considered at p <0.05. 

Results 
The examined women had an average age of 40.3 ± 

7.59 years. In the distribution of patients due to the cause 
and degree of severity of IDA, there was no reliable dif-
ference between the groups. 

In the analysis of anthropometric data of women, the 
group with IDA and obesity had statistically higher BMI com-
pared to the group with IDA and without obesity (p <0.05) 
and had no statistically significant differences compared with 
the control group (p> 0.05). The analysis of the ratio of WC / 
HC revealed that all the examined patients in this group had 
an abdominal type of adipose tissue deposit. 
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Table 2. Indices of hemogram and iron metabolism parameters in women with IDA with and without obesity (M ± SD) 

Indicator, unit of measurement Group with IDA and obe-
sity, (n = 30) 

Group with IDA and with-
out obesity, (n = 10) Control group, (n = 10) 

Erythrocytes, 109/l 3.98 ±0.26 а 4.0 ±0.2 а 4.3±0.2 а 
Hb, g/l 90.4±10.3 а 91.6± 8.65 а 129±3.8 в 
MCV, fl 71.6 ±5.1 а 72.0± 4.8 а 88.4±4.6 в 

MCHC, g/ 316.6 ±19.42 а 316.3± 15.8 а 338.9±6.0 в 
MCH, g/ 22.6 ±1.95 а 22.7 ±1.83 а 29.9±1.3 в 

Fe 3+, μmol /l 5.6±2.38 а 7.3±1.4 а 15.3±2.34 в 
TSIBC, μmol /l 74.5±2.0 а 73.8±1.3 а 61.0±4.96 в 

STI, % 7.7±3.30 а 9.8± 2.0 а 25.0±2.5 в 
Ferritin, ng / ml 4.7±2.68 а 3.5±2.93 а 29.7±10.8 в 

Hepcidin, ng / ml 16.6 ± 11.9 а 25.4±8.6 в 14.4 ± 12.0 а 
Note: aa, bb = no significant difference between the groups (p> 0.05); 

ab, ba = significant difference between groups (p <0.05). 

Indicators of Hb, MCV, MCHC, MCH, SI, STI and fer-
ritin in the groups of women with IDA without and with 
obesity were significantly lower (p <0.05) compared with 
the control group and did not differ significantly between 
these parameters (p > 0.05). On the contrary, TSIBC in 
the groups of women with IDA without and with obesity 
was significantly higher (p <0.05) compared with the con-
trol group and had a significant difference (p > 0.05) (Ta-
ble 1). 

Hepcidin in the serum was higher in women with IDA 
without obesity (p <0.05) compared to women with obe-
sity and control group who did not have significant differ-
ences (p > 0.05) (Table 1). 

 
Figure 1. Expression of IkBα, 2-Δсt in female patients with IDA 

and obesity - (1), IDA without obesity - (2) and control group (3). 

Expression of IkBα subcutaneous adipose tissue in 
female patients in IDA with and without obesity compared 
with the control group did not have a significant differ-
ence between the groups (p <0.05) (Fig. 1). 

In the course of correl1ation analysis, the expression 
of IkBα by subcutaneous adipose tissue to BMI, iron me-
tabolism and hemogram rates did not have a correlated 
reliable significance. 

Discussion 
Our study showed the condition of iron metabolism, 

namely its deficiency, in absolute (true) IDA (Hb, MCV, 
MCHC, MCH) [8] using a rather wide range of indicators 
of its metabolism (SI, STI, TSIBC, ferritin and hepcidin) 
[9]. As is evident, there was no statistically significant dif-
ference between the hemogram parameters and the 
markers of iron homeostasis among the study groups, 
except for the hepcidin, which had a higher level in the 
group with IDA without obesity (25.4 ± 8.6 ng / ml), as 
compared with the group of IDA with obesity and control 
group (16.6 ± 11.9 ng / ml and 14.4 ± 12.0 ng / ml, re-

spectively), but still within the range of reference value. 
This fact may be explained by the presence of a signifi-
cant degree of obesity for increased hepcidin and in-
flammatory markers, as established by Cheng et al. and 
Karl et al.[10, 11]. 

NF-kB is a transcription factor, which is the most im-
portant pro-inflammatory nuclear transcription factor, one 
of the key regulators of immunity, stress reactions, apop-
tosis and cell differentiation. Its activation is observed 
under the influence of numerous stimuli, both intracellular 
and extracellular ones [12]. Intracellular free iron was in-
volved in a number of these stimuli activation [13]. 

Our study was based on two reliable facts: the first 
one – obesity has been studied in recent years as a con-
dition of chronic low-intensity inflammation with excessive 
production of inflammatory mediators, in particular IL-6 
and CRP [14], followed by activation in the expression of 
the hepcidin gene [15], which leads to the accumulation 
of iron trace element in macrophages and according to 
Shigang Xiong et al.[16], iron acts as a pro-inflammatory 
effector molecule by selective induction of intracellular 
signaling for NF-kB; the second one – IDA is the final de-
gree of iron deficiency, characterized by both external 
and intracellular decrease in iron concentration, and ac-
cording to previous studies with chelated iron, the reduc-
tion of free intracellular iron generally inhibits the activa-
tion of NF-kB [17]. 

However, despite these assumptions, our results 
show that the expression of IkBα by subcutaneous adi-
pose tissue in female patients in IDA with and without 
obesity, as well as obese women do not display a signifi-
cant difference between groups (0.26 ± 0.2-2 Δct, 0.3 ± 
0.1-2 Δct, 0.35 ± 0.3-2 Δct, respectively). 

In addition, no significant correlations were found be-
tween expression of the IkBα gene, BMI, iron metabo-
lism, and morphology of erythrocytes. 

This study is the first attempt to describe the expres-
sion of IkBα by subcutaneous adipose tissue in female 
patients in IDA as compared with women only with obe-
sity in vivo. However, it is well understood that adipose 
tissue is not homogeneous [18]. Therefore, despite the 
reported data that IkBα has no significant difference be-
tween the study groups in women, we cannot rule out the 
possibility that visceral adipose tissue has no effect on 
the regulation of systemic or localized iron metabolism. 
Moreover, subcutaneous adipose tissue may have a pro-
tective effect in many pathological conditions. 

Conclusion. Subcutaneous adipose tissue in female 
patients with iron deficiency anemia with and without 
obesity has no difference in expression of IkBα as com-
pared with obese women. 
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Вища медична освіта є вимогою сучасності, що потребує переосмислення методів і форм навчання, а також прин-
ципів та підходів згідно із сучасними досягненнями науки і техніки. Пріоритетний напрям трансформації вищої ме-
дичної освіти – підготовка компетентних фахівців, спроможних відповідати на виклики часу, готових до самовдос-
коналення та постійного розвитку. Підготовка фахівців на третьому освітньо-науковому рівні вищої освіти сьогодні 
потребує форм та методів навчання, спрямованих на практичне використання отриманих знань. 
Key words: біоінформатика, діяльнісний метод, метод задач, метод кейсів, медична освіта. 

Higher medical education is a prerequisite of the present, requiring  re-consideration of teaching methods and forms, as 
well as principles and approaches in accordance with the latest advances in science and technology. The priority direc-
tion in the transformation of higher medical education is training the competent specialists, capable of responding to the 
challenges of time, ready for self-improvement and continuous development. Training of specialists at the third educa-
tional and scientific level of higher education today requires forms and methods of training, aimed at the practical use of 
the knowledge gained. 
Key words: bioinformatics, activity method, task method, case study, medical education. 

 

The analysis of recent studies and publications on 
this problem has shown that the didactic foundations of 
the development and implementation of innovative peda-
gogical technologies are reflected in various fields in the 
research works of leading Ukrainian scientists: M. Zhal-
dak, Y. Mashbytsia, N. Morze, Yu. Atamanchuk [1], R. 
Horbatiuk [4], R. Hurevych [5]. Special attention of re-
searchers is attracted to the issue of application of com-
puter technology in the process of training [4, 5, 10, 11]. 
The main achievements of bioinformatics, pharmacoge-
netics are described in detail in the works by I. Kaidashev 
[6, 7]. The problem of teaching bioinformatics at the third 
educational and scientific level requires an updated ap-
proach and a scientific substantiation of pedagogical 
conditions that would ensure the effectiveness of the 
educational process. 

Our analysis of the studies by the domestic scientists 
gives grounds to assert that the didactic basis of teaching 
for postgraduate students is not sufficiently reflected in 
the scientific literature, and the level of methodological 
provision of teaching the disciplines of general scientific 
and research cycles at the third educational and scientific 
level of higher education is not adequately developed 
and needs further study of the fundamental aspects in its 

implementation. 
The aim of the research is to highlight the main ad-

vantages of using teaching methods, differentiated by the 
level of independent mental activity, when teaching bioin-
formatics at the third educational and scientific level of 
higher education. 

The subject “Bioinformatics” is a component of the 
educational and scientific program of training specialists 
for the third level of higher education in the field of train-
ing 22 – Healthcare (specialties 091 – Biology, 221 – 
Dentistry, 222 – Medicine) at Ukrainian Medical Stoma-
tological Academy, consisting of lectures and practical 
lessons, which deals with specific problems on experi-
mental biology and the approaches, methods, techniques 
for their solution by modern methods, provided by spe-
cialized computers.  

Didactic principles, updated by the modern tenden-
cies of the information society, should change the vector 
of action from the reproductive mastering of a large 
amount of theoretical knowledge to the ability to apply it 
in everyday life and professional activities. Today, not 
only knowledge, but also the awareness of where and 
how to apply it, becomes necessary, in addition, any data 
lose their significance over time [2]. 
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The current issue is the search, interpretation and 
creation of new data, that is, the focus on the outcome of 
the activity. Didactic principles of higher education should 
be aimed at linking the theory with practice and science, 
the availability of scientific knowledge, the combination of 
individual knowledge with the ability to work in the team. 
For medical students at the third educational and scien-
tific level, important elements of the didactic system are 
activity, consciousness and autonomy in education. One 
of the most effective methods of training to implement 
this goal is the activity approach. Activity oriented learn-
ing involves mastering skills, first of all, their new types: 
educational, research, design, creative, and others. As a 
result, actual knowledge will be the result of working on 
tasks combined into an effective methodological system. 
And when choosing tasks, it is necessary to take into ac-
count that when solving a learning problem, the subject 
of education independently formulates the problem, finds 
the algorithm for its solution, solves and tests the cor-
rectness of this decision. Thus, the permanent resolution 
of such educational tasks is transformed into a system-
atic independent search activity. 

For example, task 1: Study the following biological 
sequence databases: 
MSNITIYDVAREANVSMATVSRVVNGNPNVKPTTRKKV
LEAIERLGYRPNAVARGLASKKTTTVGVIIPDISSIFYSEL
ARGIEDIATMYKYNIILSNSDQNMEKELHLLNTMLGKQV
DGIVFMGGNITDEHVAEFKRSPVPIVLAASVEEQEETPS
VAIDYEQAIYDAVKLLVDKGHTDIAFVSGPMAEPINRSK
KLQGYKRALEEANLPFNEQFVAEGDYTYDSGLEALQHL
MSLDKKPTAILSATDEMALGIIHAAQDQGLSIPEDLDIIGF
DNTRLSLMVRPQLSTVQPTYDIGAVAMRLLTKLM-
NKEPVEEHIVELPHRIELRKSTKS in the databases 
GenBank and Protein Data Bank. Analyze the results. 
Find how the second amino acid chain is encoded in the 
text of saved PDB format sequence (using the UCSF 
Chimera software). In the JalView editor, save the result-
ing sequences in one FASTA file. 

To accomplish the task, the following algorithm must 
be performed: 

1) to search GenBank, you need to find the NCBI 
website (http: www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). On this 
website you need to find BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool - a resource for finding local alignment) [3]; 

2) go for a search on the protein base (protein blast), 
3) find the amino acid sequence from the indicated 

letters in the base; 
4) copy the set of letters into the search bar and press 

the BLAST button; 
5) evaluate and save the result; obtain detailed infor-

mation on the sequence; 
6) go to the Protein Data Bank database at 

www.pdb.org.; 
7) enter the identifier in the search string, get the se-

quence information; 
8) evaluate the received sequence, scroll the three-

dimensional structure of the model in the browser, using 
the 3D View function, select models that are similar in 
amino acid sequence or structure, etc.; 

9) open the UCSF Chimera window at 
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html; 

10) choose File / Fetch by ID, enter the sequence 
code; 

11) evaluate the obtained model; 
12) determine which sequence of amino acids the 

model corresponds to (in the Tools / Sequence / Se-
quence menu); 

13) save the result through the File / Save PDB func-
tion. 

The step-by-step use and complication of such tasks 
will, in our opinion, contribute to the formation of neces-
sary skills and practical orientation of learning. 

Forms of organization of educational activities for im-
plementation of the activity approach are traditional: lec-
tures, practical classes, self-directed and individual work 
[4, 11]. Hence, for individual work, we offer task 2 for 
analysis, synthesis, structuring of information: Create a 
library of articles on the topic of your research in Google 
Scholar. In the international Scopus database, find the h-
index of scientists you quote in your research and ana-
lyze their work. 

Performing such type of tasks forms the ability to 
think critically and determine the reliability of the informa-
tion that can be used for further scientific research. In-
creasing the complexity of the tasks performed will con-
tribute to the formation of work experience and increase 
the level of the formation of computer literacy in general 
[9, 12]. 

To study certain topics of the subject, we used the 
method of tasks, the essence of which is the teacher’s 
organizing the process of mastering knowledge through 
structuring the educational material in the form of a se-
quence of tasks that have a certain logical connection 
with each other. The PhD student, following this chain 
from one task to another, is included in the active proc-
ess of self-mastery of knowledge. The list of tasks is quite 
extensive: tasks based on a clear algorithm; tasks requir-
ing changes to the basic algorithm and simple mental ac-
tivity; tasks in the reproduction of real situations that re-
quire a solution (research problems of increased com-
plexity). Objectives based on a clear algorithm ensure the 
integrity of the mastering the corresponding actions. Cor-
rectly mastered and automated actions on the basis of 
algorithms, allow to form appropriate skills and abilities to 
successfully solve non-standard tasks [8]. When studying 
the topic “Alignment of biological sequences” the teacher 
needs to use special software tools to explain the princi-
ples of this process. In our opinion, this problem is the 
most effectively implemented through the appropriate ac-
tions. To explain the principles of the ClustalW and 
MUSCLE programs, we use the dot matrix principle. 
Alignment of closely related sequences is a rather simple 
task and can be produced by visual analysis. The pur-
pose of the tasks based on the algorithm in this case is to 
ensure the integrity of mastering the relevant actions [3]. 

For example, task 3: Using the matrix principle, align 
the two sequences 1: FTFTALILLAVAV and 2: 
FTFTALITLAVTV. 

Action algorithm: 
1) two aligned sequences are written as a row and 

column of the table; 
2) all identical nucleotides (or amino acids) are 

marked with dots in the corresponding cells of the table; 
3) dots are combined in a line. 
4) further – in the event that two sequences are iden-

tical, the dots will be in each cell on the diagonal of the 
table. If two sequences have substitutions but do not 
have spaces, then the dots will be in most cells on the 
diagonal of the table; if in the analyzed sequences there 
is a gap, then the diagonal is shifted vertically or horizon-
tally. 

Task 4: Based on the Nidlman-Wunsha algorithm, 
align the two sequences 1: FTFTALILLAVAV and 2: 
FTFTALITLAVTV. 
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Action algorithm: 
1) the aligned sequences are written as the first row 

and the first column of the matrix table; 
2) cells with identical amino acids are assigned a 

value of 1, and cells with different amino acids; 
3) determine the maximum possible sum of numbers 

in all cells at all possible steps through the matrix top-
down down from left to right; 

4) starting from the upper left cell for each next cell of 
the matrix the maximum possible estimate is determined, 
as if the aligned sequences ended in this position. For 
this, the maximum number of the column row from the 
top to the left of this cell is added to the initial number of 
the cell (0 or 1). 

Next we offer to use the ClustalW and MUSCLE pro-
grams to align the biological sequences. 

Task 5: Use the ClustalW program to align two bio-
logical sequences. 

Action algorithm: 
1) enter the web server browser web page 

http://www.ebi.ac.uk/services; 
2) select the DNA & RNA block (genes, genomes & 

variation) and go to the page containing the programs of 
this block; 

3) select ClustalW2 and go to the page with the win-
dow of the program; 

4) for the amino acid sequences select the option 
Protein, and for the nucleotide – DNA; 

5) insert a set of sequences in the window; 
6) with the help of the Alignment option, select the 

type of alignment: slow or rapid; 
7) using the option of DNA weight Matrix, select a ma-

trix replacement, Gap Open – a penalty for the beginning 
of the break, End Gaps – a penalty for the end of the 
gap, Gap Extension – a penalty for the length of the gap; 

8) click “Submit”. 
We gradually complicate the task and suggest solving 

the previous task using the MUSCLE program with the 
following options: 

1. Output Format – it selects the format for the file 
containing the result of multiple alignment; 

2. Output Tree – it determines whether a tree will be 
displayed; if so, after which iteration. 

3. Output Order – it defines the order in which the se-
quences will appear in the final alignment. 

As a result of this type of assignment, post-graduate 
students memorize the techniques of search operations 
for their correct execution on a sample basis. 

As a modern means of studying at a higher educa-
tional institution, the method of case study is actively 
used, the main purpose of which is to create such a 
situation by the teacher, when PhD students themselves 
have to make a decision. 

Case is an event that actually took place in a certain 
area of activity and is the basis for discussion. When us-
ing the case, the participants are given a preliminary op-
portunity to get acquainted with the list of circumstances 
underlying which are real or imaginary situations. The 
description of this situation simultaneously covers not 
only a certain practical problem, but also actualizes a cer-
tain complex of knowledge that must be mastered during 
its solution. There are the following variants of application 
of the method: 

- diagnostics of the problem; 
- diagnostics of one or several problems and partici-

pants’ workout of ways of their solution; 

- assessment by participants of existing actions re-
garding the solution of the problem and its conse-
quences. 

In each of the following options, the learning process 
is carried out by the teacher’s providing information in the 
form of a problem or a series of problems. This informa-
tion can be presented in a documentary, pre-prepared 
form or by means of verbal and visual means (slides or 
video materials). Upon completion of the exercise, PhD 
students offer their work, which can be the basis for the 
discussion. 

Preparation for a class using a case method should 
be consistent with a number of methodological condi-
tions, in particular: 

- the situation should be adapted to the knowledge 
that the teacher plans to update; 

- presentation of information must be logical, consis-
tent with detail, and information itself must contain a 
problem that PhD students may encounter in their pro-
fessional activities; 

- the problem solved by the teacher should have sev-
eral options (this circumstance is especially important for 
large groups); 

- information can be provided by hand-out material or 
multimedia presentations, video presentations, etc. 

- for discuss the audience needs to familiarize with 
the material; 

- it is necessary to choose the optimal homework, 
which will include a review of additional literature and in-
formation from Internet resources, etc. 

For example, during the study of the topic “Genome 
Sequencing”, PhD students are suggested to study the 
issue of synthesis of peptide analogues and their biologi-
cal activity. 

We have divided the study of this issue into the fol-
lowing stages: 

1) individual study of the problem under consideration 
(extra-curricular activities) with the help of the proposed 
list of sources, including articles in medical journals, 
Internet resources, information from the textbook; 

2) classroom discussion of the method of a phased 
study of a solid mixture with the subsequent study of in-
dividual fractions, which is an accepted method for the 
separation of peptide mixtures; 

3) discussion of the impossibility to use this method 
for separation of certain mixtures; 

4) discussion of the essence of the alternative method 
for the separation of peptide mixtures proposed by Falk 
and Rotzschke in 1991 [6, 7]; 

5) division of the audience into groups; 
6) discussing the advantages and disadvantages of 

each method; 
7) general discussion, evaluation of the results of 

work. 
This method of teaching may be an element of indi-

vidual consultation, a credit test, when PhD students are 
asked to explain individual questions. The results of the 
method is necessarily analyzed by the teacher. 

Conclusions. In the educational process at the third 
educational and scientific level of higher education in 
teaching the subjects of general scientific and research 
cycles, it is feasible to use tasks aimed at using knowl-
edge in practice  and real life situations, the content of 
which is presented in a non-standard form and requires 
the analysis of data or their interpretation, the formulation 
of conclusions or the consequences of various changes. 
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We studied the subtoxic effect of small doses of sodium fluoride on the activity of microsomal hepatocytes on 30 Wistar 
rats' populations in subacute experiment. The intensity of lipid peroxidation (LPO) in liver of rats which were adminis-
tered sodium fluoride orally for a long time at doses of 1/10 and 1/100 LD50, was evaluated by the content of its molecu-
lar products - diene conjugates (DC), and MDA-reagents Schiff bases. We found that oral administration of sodium fluo-
ride to rats at doses of 1/10 and 1/100 LD50 promotes a statistically significant increase (r≤0,002) relative to the control 
group of animals in DC content during the entire period of observation. At a dose 1/10 LD50 we observed the most sig-
nificant increase in this indicator on the 10th day of the experiment - at 265%, and at a dose 1/100 LD50 – on the 20th 
day an average of 234%. In rats’ liver by the action of subtoxical dose of sodium fluoride at a dose of 1/10 LD50, starting 
from the 20th day, we detected a gradual increase (r≤0.001) of TBA-reagents relative to control - for 27, 41, 78, 133%. 
Secondary end products and lipid peroxidation, which are defined under the long-term of sodium fluoride, somehow con-
tribute to the disruption of the microstructure of hepatocytes membranes, their permeability, reduce their division, re-
generation and inhibition of mitochondrial respiratory chain enzymes and microsomal monooxygenase system. 
Keywords: free radical processes, lipid peroxidation, sodium fluoride, liver of rats. 

На 30 щурах популяції Вістар досліджено в підгострому досліді дію малих субтоксичних доз фториду натрію на ак-
тивність мікросом гепатоцитів. Про інтенсивність перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) у печінці щурів, яким три-
валий час перорально вводили фторид натрію у дозах 1/10 і 1/100 LD50, судили за вмістом молекулярних продук-
тів – дієнових кон’югатів (ДК), ТБК-реактантів і шифових основ. З`ясовано, що пероральне введення щурам фто-
риду натрію у дозах 1/10 і 1/100 LD50 сприяє статистично значимому (р≤0,002) по відношенню до контрольної 
групи тварин підвищенню вмісту дієнових кон`югатів у всі терміни спостереження. У випадку дози 1/10 LD50 най-
більш суттєвим збільшення цього показника спостерігалося на 10-ту добу експерименту – на 265 %, а у випадку 
дози 1/100 LD50 – на 20-ту добу в середньому на 234 %  У печінці щурів, при дії субтоксичних дох фториду натрію 
– в дозі 1/10 LD50, починаючи з 20-ї доби, чітко визначалося поступове підвищення (р≤0,001) рівня ТБК-
реактантів по відношенню до контролю – на 27, 41, 78, 133 %. Вторинні та кінцеві продукти ПОЛ, що виявляють-
ся при тривалій дії фториду натрію, так чи інакше сприятимуть порушенню мікроструктури мембран гепатоцитів, 
їх проникності, зниженню їх ділення та регенерації, а також пригніченню активності ферментів мітохондріального 
дихального ланцюга та мікросомальної монооксигеназної системи. 
Ключові слова: вільно радикальні процеси, перекисне окислення ліпідів, фторид натрію, печінка щурів 

Introduction 
The main biological role of fluoride and its compounds 

consists in bone formation, formation of dentin, enamel, 
preventing the development of senile osteoporosis. High 
concentrations of fluoride stimulate lipid peroxidation and 
inhibit antioxidant defense system. It belongs to the ele-
ments of the first class of danger - especially hazardous 

chemicals. Prolonged excessive intake of fluoride com-
pounds in the composition of the body can cause patho-
logical condition - fluorosis. Despite the significant con-
tent of fluoride in different tissues of the human body, its 
physiological role so far has not been clarified. 

The processes of free radical oxidation constitute an 
important part of nonspecific metabolic component of ad-
aptation to the effects of stress factors, including chemi-
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cal origin. Evidence of this position is confirmed by the 
nature of radical systems, especially on electron trans-
port chain of endoplasmic reticulum and mitochondria. 
Adaptive adjustment of the oxygen metabolism due, for 
example, to stress, xenobiotics biotransformation accom-
panied usually by certain shifts in the mode of formation 
of free radical intermediates [1,2,3]. 

The aim of this study is to investigate the state of free 
radical processes and lipid peroxidation in the liver of rats 
with chronic fluoride intoxication. 

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

weighing 180-220 g, which were kept at hospital 
vivarium. Rats were subjected to oral seed probe using 
aqueous solutions of sodium fluoride (FS) once daily for 
60 days at doses of 1/10, 1/100 and 1/1000 LD50, which 
were under 20 mg/kg, 2 mg/kg and 0.2 mg/kg body 
weight (FS average lethal dose for rats received orally, is 
200 mg/kg). The animals in the control group were in-
jected with appropriate amounts of drinking water. Re-
search conducted indices 10, 20, 30, 50 and 60 days af-
ter the start of the experiment. Each group had 10 ani-
mals. Rats were euthanized by decapitation with guillo-
tine knife, pre-anesthetized with thiopental sodium 50 
mg/kg. 

The content of diene conjugates in rats' liver ho-
mogenate was evaluated by spectrophotometer at 233 
nm with pre-extraction with heptane izopropanol mixture 
[2,3,4]. The content of diene conjugates was calculated 
based on the molar extinction coefficient ε=2,2∙105 mol-
1cm-1.The content of TBA-reagents in rats' liver ho-
mogenate was determined by reaction between 
malondialdehyde and tiobarbiturats acid (TBA), which at 
high temperature and acidic environment is to form try-
metynes colored complex with maximum absorption at a 
wavelength of 532 nm [5]. Number of TBA-calculated re-
agents was based on the molar extinction coefficient 
ε=1,56∙105 mol-1cm-1. The level of Schiff bases - prod-
ucts of interaction of carbonyl compounds and amins 
groups of proteins, amino acids, nucleic acids – was 
measured in the liver homogenate by spectrofluorometer 
at a wave length of 360 nm, excitation and emission – 
wave length of 430 nm from the previous extraction by 
Folcha mixture (chloroform-methanol) [6]. 

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

Results and discussion 
The level of free radical processes in the liver of rats, 

which during the 60 days were administered in doses of 
FS 1/10 and 1/100 LD50 was evaluated in the intensity of 
H2O2-induced chemiluminescence (CL). On the 10th and 
20th day of the experiment, we observed a statistically 
significant increase (p<0.001) relative to the control rate 
of case of FS action at a dose 1/10 LD50, respectively, 37 
and 134%. On the 30th day we registered a slight de-
crease (37%) of CL intensity in relation to the value of the 
previous observation period, but compared to control - 
increase (p<0.001) by 66%. It is necessary to point out 
that on the 60th day of oral administration of FS to rats at 
doses 1/10 LD50 there was a statistically significant 
(p<0.001) reduction of 33% of CL intensity in the liver of 
rats as compared with control. Action of FS at a dose 
1/100 LD50 was accompanied by a rather significant in-
crease (r≤0.002) when compared to control intensity su-

perweak glow in all periods of observation, especially 
pronounced in the 30th day - an average of 85%. In 
terms of level of intensity, following chemiluminescence 
in the liver of rats it gradually decreased and on the 60th 
day of FS administration it was 19%. 

It is proved that any disruption of dynamic equilibrium 
between pro- and antioxidants in many pathological con-
ditions is displayed on CL intensity biological substrates 
[4,5]. Thus, the increase in intensity of rat liver homoge-
nate CL for actions in the UNFPA doses of 1/10 and 
1/100 LD50 can be explained by a shift prooxidant-
antioxidant balance toward increased formation of pro-
oxidant, including the AFC. However, recently the scien-
tists have widely discussed the involvement of ROS in 
signal transduction from the receptors to the cell nucleus 
and ROS regulation being dependent on redox signaling 
system [6, 7, 8]. 

The peculiarity of the latter is a property of ROS to 
cause the expression of genes, the products of which 
have antioxidant activity, which leads to increased buffer 
capacity and restoring redox homeostasis. However, the 
continued generation of abnormally large amounts of 
ROS can cause persistent changes in signal transduction 
and gene expression, impaired redox balance of the cells 
of oxidative stress, apoptosis and dysregulation as a 
consequence of pathological conditions.  

One should emphasize the fact that a large number of 
ROS acts as inducers of oxidative damage to macro-
molecules basic cell, primarily proteins, in disruption of 
their functional activity [9]. Changing any component of 
redox homeostasis leading to its imbalance of compensa-
tory reactions on the local level, which probably arises 
under conditions of  FS effects on rats showed increased 
intensity and refrigerator. The prevalence of nonspecific 
oxidative stress in cells entails the use of energy sub-
strates and proteins are important to balance the redox 
system. Depending on the length of oxidative stress and 
antioxidant system functional reserves depletion occur-
ring in reparation and adaptation of the organism, which 
is probably on the 60th day of oral dose of FS 1/10 LD50 
and is confirmed by a reduction in the intensity of CL ho-
mogenate in rats’ liver. 

The intensity of LPO in liver of rats which were admin-
istered FS orally for a long time at doses 1/10 and 1/100 
LD50, was evaluated by the content of its molecular prod-
ucts - diene conjugates (DC), TBA-reagents and Schiff 
bases. The results showed that oral administration to rats 
in doses of FS 1/10 and 1/100 LD50 promotes statistically 
significant (r≤0.002) relative to the control group of ani-
mals increase in GC content during the entire monitoring 
period. If the dose was 1/10 LD50, the most significant in-
crease in this indicator was observed on the 10th day of 
the experiment - at 265%, and if the dose was 1/100 LD50 
on the 20th day – an average of 234%. In the liver of rats 
FS toxification was also increasing the content of TBA-
reagents. On the 10th day of the experiment, there was 
an increase when compared with the value in control was 
unreliable for both doses (p=0.059 and p=0.199). If the 
dose 1/10 LD50, starting from the 20th day, clearly de-
fined gradual increase (r≤0.001) of TBA-reagents relative 
to control - for 27, 41, 78, 133%. Similar dynamics was 
characterized by change and action to FS in a dose 
1/100 LD50- an increase of TBA-reagents was 19, 73, 70 
and 99%, respectively, on the 20th, 30th, 50th and 60th 
day of observation. On the 10th and 20th day of FS ac-
tion at doses 1/10 and 1/100 LD50 when compared to 
control statistically significant changes in the content of 
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the end products of lipid peroxidation – Schiff bases were 
observed. The results showed a significant gradual in-
crease (p<0.001) of this indicator on the 30th, 50th and 
60th day - 172, 370 and 380% respectively. A similar, but 
less pronounced dynamics was found to 1/100 the dose 
LD50 - 103, 173 and 169%. 

In general, the results obtained reflect the initiation of 
LPO process that can be regarded as a mechanism re-
sponse on organism rats on long-term effect of FS. Dy-
namics of LPO products content has a certain depend-
ence on the term of the FS. In the initial stages (10 and 
20 days) oral doses of FS 1/10 and 1/100 LD50 recorded 
a marked increase in primary products of lipid peroxida-
tion - DK, indicating the initial activation process. DK is 
the most volatile products of lipid peroxidation, increase 
of  their level usually reflects the significant impact of the 
intensity of the pro-oxidant, such as ROS [10,11].  

The logical consequence of activation of lipid peroxi-
dation in the liver of rats under FS action is to increase 
secondary products - TBA-reagents (especially since the 
30th day), indicating a more intense and deep course of 
the process. But in rat liver, beginning with the 50th day, 
FS LPO activation is more pronounced at the formation 
of end products – Schiff bases, which are regarded as 
indicators of chronic processes of free radical oxidation. 
Secondary end products and lipid peroxidation, which are 
under long-term FS somehow contribute to the disruption 
of the microstructure of hepatocytes membranes their 
permeability, reduce their division, regeneration and inhi-
bition of mitochondrial respiratory chain enzymes and mi-
crosomal monooxygenase system [12-15]. 

To confirm the orientation of the dynamics of lipid 
peroxidation in rats under conditions of prolonged expo-
sure to doses of FS 1/10 and 1/100 LD50 calculated the 
ratio Schiff bases/(DC+TBA-reagents). It proved statisti-
cally significant (r≤0.016) relative to control reduction co-
efficient of 10 and 20 th day dose in steps UNFPA 1/10 
LD50 respectively 63 and 59%, while 30, 50 and 60th day, 
on the contrary, increased respectively by 16, 92 and 
120%. In oral administration at a dose of FS 1/100 LD50 
value ratio decreased on the 10th, 20th and 30th day of 
the experiment (respectively 69, 70 and 11%) and on the 
50th and 60th day – increased to 17 and 32% relative to 
control values. 

Conclusion. The observed increase in the coefficient 
of correlation Schiff bases/(dienes+TBA-reagents) in the 
liver under the action of UNFPA clearly indicates the di-
rection of LPO towards the formation of toxic end prod-
ucts – Schiff bases and reduce the activation of POL at 
the formation of primary and secondary products. 
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ПРИРОДНІ ПЕПТИДНІ КОМПЛЕКСИ ТИМУСА ТА НИРОК ПІДСИЛЮЮТЬ 
АПОПТОЗ ТРАНСФОРМОВАНИХ Т-КЛІТИН, АЛЕ НЕ ВПЛИВАЮТЬ  
НА ПРОЦЕСИ АПОПТОЗУ В-КЛІТИН* 
Шликова О. А., Ізмайлова О. В., Лисанець Ю. В. 
Українська медична стоматологічна академія, м. Полтава 

Одним із найважливіших питань сучасної медицини є пошук методів регуляції програмованої загибелі клітин із ме-
тою розробки нових підходів до лікування, у тому числі раку та лейкемій. Гуморальна регуляція процесів апоптозу 
за допомогою цитокінів, гормонів, ростових факторів, пептидів посідає важливе місце серед механізмів регуляції 
апоптозу. Досліджено вплив природних пептидних комплексів тимусу та нирок на процеси апоптозу клітин HPB-
ALL (гострий Т-клітинний лейкоз) та BJAB (лімфома Беркіта). Показано, що природні пептидні комплекси тимуса 
та нирок мають незначний стимулюючий вплив на апоптоз пухлинних В-клітин лінії BJAB у низьких концентраціях, 
а при збільшенні дози пептидів не впливають на процеси апоптозу; вірогідно підсилюють процеси елімінації тран-
сформованих Т-клітин шляхом активації в них процесів апоптозу. При дії природного пептидного комплексу тиму-
су цей ефект має дозозалежний характер – зростає при збільшенні дози.  
Ключові слова: апоптоз, природні пептидні комплекси тимуса та нирок, трансформовані Т- та В-клітини. 

Апоптоз відіграє ключову роль у видаленні з орга-
нізму небажаних або потенційно небезпечних клітин, 
наприклад, трансформованих клітин [1]. З літератур-
них джерел відомо, що супресія апоптозу може бути 
однією з причин підсилення проліферативної актив-
ності передракових та ракових новоутворень [2]. 

Порушення плину апоптотичних процесів може 
призвести до порушення гомеостазу лімфопроліфе-
ративної системи та розвитку  лейкемій та лімфом [3]. 
Експериментальне підтвердження отримали припу-
щення про те, що в основі багатьох лімфопроліфера-
тивних захворювань лежить процес порушення клі-
тинного апоптозу за типом блоку негативних наслідків 
активації, в результаті чого виникає нестримувана клі-
тинна проліферація [4]. 

Дефекти апоптозу лежать в основі як пухлиноут-
ворення, так і появи стійкості пухлин до лікарських 
препаратів [5,6]. Тому, одним із найважливіших пи-
тань є пошук методів регуляції програмованої загибе-
лі клітин з метою розробки нових підходів до лікуван-
ня раку та лейкемій. Інгібуючі ефекти можуть бути на-
цілені на різні рівні регуляції: перехват стимулу, фор-
мування антагонізму до індуктора, припинення транс-
ляції сигналу, блокада клітинних каталітичних ферме-
нтів – учасників клітинного самогубства [7, 8]. 

Гуморальна регуляція процесів апоптозу за допо-
могою цитокінів, гормонів, ростових факторів, пепти-
дів посідає важливе місце серед механізмів регуляції 
апоптозу. 

Вивченню механізмів впливу регуляторних пепти-
дів на процеси апоптозу надається у теперішній час 
значна увага, так як накопичуються дані про  підси-
лення або гальмування процесів апоптозу клітин різ-
них тканин під дією пептидних речовин [9,10].  

Показано, що синтезовані проапоптотичні пептиди 
володіють антипухлинною активністю проти пухлин кро-
воносних судин у мишей. При проникненні в середину 
клітини вони пошкоджують мембрани мітохондрій, що 

викликає загибель ендотеліальних пухлинних клітин [11]. 
Отримані дані про наявність у пептидів, виділених із ти-
муса, антиканцерогенних властивостей [12].  

Метою роботи було вивчення впливу природних 
пептидних комплексів тимусу та нирок на процеси 
апоптозу клітин HPB-ALL (гострий Т-клітинний лейкоз) 
та BJAB (лімфома Беркіта). 

Матеріали та методи дослідження 
Дослідження були проведені на клітинах лінії BJAB 

(лімфома Беркіта) та клітинах лінії HBP-ALL (гострий 
Т-клітинний лейкоз людини). Клітини культивували в 
середовищі RPMI-1640 (Gibco BRL) із додаванням 
10% ембріональної телячої сироватки (BioMark), 
10мМ  HEPES  (SIGMA, USA) і 100 мкг/мл гентаміцину 
сульфату (ГНЦЛС, Україна). Природний пептидний 
комплекс тимусу (тималін) (Россия, Санкт-Петербург, 
ЗМП) і природний пептидний комплекс нирок (ППКН) 
[13] додавали до культурального середовища в кон-
центрації 0,01 мкг/мл, 0,1 мкг/мл, 1 мкг/мл, 10 мкг/мл 
відповідно та інкубували 24 години при 37º С у воло-
гому повітрі з 5% СО2.  

Досліджували морфологічні зміни при апоптозі: гі-
перхромність ядер, конденсацію й фрагментацію хро-
матину. Крім класичного забарвлення за Май-
Грюнвальдом-Романовським [14] використовували 
також флуоресцентний “ядерний” барвник Hoechst 
33342 [15]. Розраховували кількість клітин із морфо-
логічними ознаками апоптозу як відсоток клітин із на-
явністю фрагментації або конденсації хроматину  на 
100 лімфоцитів. 

ДНК з трансформованих клітин, що досліджува-
лись, виділяли за допомогою фенол-хлороформного 
методу. Проводили аналіз міжнуклеосомної фрагмен-
тації ДНК у вигляді  “сходинок”, яка виникає послідов-
но при розщепленні ДНК ендонуклеазами, з викорис-
танням агарозного гель-електрофорезу з візуалізаці-
єю результатів в ультрафіолетовому світлі в присут-
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ності етидіуму броміду [14]. В якості маркера молеку-
лярної ваги використовували ДНК λ-фага після оброб-
ки рестриктазою Pst 1. Результати документували 
фотографічно. 

Підраховували загальну кількість клітин в 1мл су-
спензії. Проводили диференціювання живих та мерт-
вих клітин за допомогою забарвлення клітин барвни-
ком акридиновий оранжевий/етідіум бромід для оцінки 
відсоткового вмісту клітин, що знаходяться в стані 
апоптозу [16].  

Підраховували кількість зелених (живих) і оранже-
вих (мертвих) клітин за допомогою мікроскопу “Лю-
мам-P-8” (Ломо, Росія) при збільшенні х360 під флуо-
ресцентним мікроскопом в ультрафіолетовому світлі 
та видимій частині спектра. Розраховували кількість 
мертвих і живих клітин, як відсоток клітин із наявністю 

оранжевого й зеленого забарвлення відповідно на 
100 клітин.  

Результати та їх обговорення 
Дослідження загальної кількості клітин лінії BJAB 

та їх життєздатності показали, що в вихідній культурі 
загальна кількість клітин складала 3,0  0,4 х 106/мл, 
відсоток мертвих клітин дорівнюв  4,6  0,8. Кількість 
клітин при дії тималіну в мінімальній дозі - 0,01 мкг/мл 
та в дозі 0,1 мкг/мл незначно підвищилась, в дозах 1 
мкг/мл та 10 мкг/мл загальна кількість клітин дорівню-
вала контрольній групі. Відсоток мертвих клітин май-
же не змінювався при дії тималіну і ППКН у дозах 0,01 
мкг/мл, 0,1 мкг/мл у порівнянні з контрольними кліти-
нами, при збільшенні дози пептидів дорівнював конт-
рольній групі (табл. 1).  

Таблиця 1 
Загальна кількість та життєздатність клітин BJAB при дії тималіну та ППКН 

Тималін, мкг/мл ППКН, мкг/мл 
Показник Конт-

роль 0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Число  
клітин 106/мл, 

(n=6) 
3,0  0,4 4,3  0,5 4,5  0,4 2,8  0,22 3,4  0,3 4,0   0,5 3,8  0,6 3,5  0,42 3,0  0,5 

Кількість  
мертвих клітин,%  

(n=6) 
4,6  0,8 5,66  0,66 5,2  0,9 4,8   0,3 4,16  0,7 5,5  0,61 5,8  0,7 4,1 0,7 4,16  0,74 

Примітка: * p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами;  

При дослідженні морфологічних проявів апоптозу 
при забарвленні за Май-Грюнвальдом-Романовським 
та фарбування Heochst 33342 при дії мінімальних доз 
тималіну та ППКН спостерігалось незначне підвищен-

ня кількості клітин із фрагментацією ядра. При збіль-
шенні дози пептидів рівень клітин із наявністю фраг-
ментації ядра дорівнював контрольній групі (табл. 2). 

Таблиця 2 
Морфологічні ознаки апоптозу при дії тималіну і ППКН 

Тималін, мкг/мл ППКН, мкг/мл 
Показник Конт-

роль 
0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10 

Фрагмента-
ція,% 
n=6 

1,0  0,5 1,8  0,6 1,50  0,22 1,16  0,16 1,33  0,2 1,6  0,3  1,25  0,17 1,16  0,4 0,5  0,36 Май-
Грюн-
вальд-
Рома-
новсь-

кий 
Конденса-

ція,%  
n=6 

3,5  0,42 4,5  0,5 3,3  0,49 3,0 0,57 3,0  0,51 4,3  0,61 3,0  0,63 4,0 0,44 3,2 0,47 

Фрагмента-
ція,%  
n=6 

1,5  0,5 2,3  0,7 2,0  0,36 1,66 0,33 1,33  0,33 2,5  0,42 1,0  0,34 1,45  0,18 1,58  0,18 

H
oe

ch
st

 3
33

45
 

Конденса 
ція, %  
n=6 

4,5  0,7 5,7  0,6 4,66  0,33 5,16  0,54 4,3  0,55  5,66 0,76 4,5  0,42 5,0  0,25 5,16  0,6 

Примітка: *- p<0,05 у порівнянні з контрольними клітинами;  

Подібні зміни спостерігались і при виявленні кон-
денсації хроматину. Результати досліджень електро-
форетичних зразків ДНК клітин при дії тималіну і 
ППКН показали, що істотних змін не відбулося, міжну-
клеосомальна деградація ДНК не спостерігалась 
(рис.1). 

Таким чином, природні пептидні комплекси тимуса 
та нирок мають незначний стимулюючий вплив на 

апоптоз пухлинних В - клітин лінії BJAB у низьких кон-
центраціях, а при збільшенні дози пептидів не впли-
вають на процеси апоптозу. Відомо, що окремі лінії В 
- клітин мають великий рівень експресії Bcl-2, що обу-
мовлює їх високу стійкість до дії апоптоз-індукуючих 
чинників [17]. 
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Рисунок 1. Аналіз міжнуклеосомальної деградації ДНК 
клітин лінії BJAB людини при дії різних доз тималіну 

 і ППКН при електрофорезі в агарозному гелі.  
1- маркер молекулярної ваги ДНК лямбда-фага.   

2- ДНК клітин лінії BJAB людини (контроль);  
3- клітини, що підлягали впливу тималіну (0,01 мкг/мл);  
4- клітини, що підлягали впливу тималіну (0,1 мкг/мл);  
5- клітини, що підлягали впливу тималіну (1 мкг/мл);  

6 - клітини, що підлягали впливу тималіну (10 мкг/мл);  
7- клітини, що підлягали впливу ППКН (0,01 мкг/мл);  
8 - клітини, що підлягали впливу ППКН (0,1 мкг/мл);  
9 - клітини, що підлягали впливу ППКН (1 мкг/мл);  

10 - клітини, що підлягали впливу ППКН (10 мкг/мл). 

 
Дослідження загальної кількості клітин лінії HBP-

ALL та їх життєздатності показали, що кількість клітин 
при дії мінімальної дози (0,01 кг/мл) тималіну та ППКН  
підвищилась (рис.2), в дозах 0,1 мкг/мл і 1 мкг/мл та-
кож була вища в порівнянні з кількістю контрольних 
клітин, що дорівнювала 3,5  0,24 х 106/мл (p<0,05), 
але спостерігалась тенденція до зменшення кількості 
клітин у порівнянні з мінімальною дозою. 

 

 
Рисунок 2. Загальна кількість клітин  HBP-LLA  

при дії природних пептидних комплексів тимусу (тималін) 
та  нирок (ППКН).   

* p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

 
У максимальній дозі пептидів (10 мкг/мл) загальна 

кількість клітин дорівнювала контрольній групі. Відсо-
ток мертвих клітин вірогідно підвищувався при дії ти-
маліну і ППКН у дозах 0,01 мкг/мл, 0,1 мкг/мл у порів-
нянні з контрольними клітинами серед яких він дорів-
нював 5,8  0,7 (p<0,05), разом із цим при збільшенні 
дози пептидів відсоток мертвих клітин мав тенденцію 
до зниження (рис. 3). 

При дослідженні морфологічних проявів апопто-
зу при забарвленні за Май-Грюнвальдом-
Романовським при дії пептидних комплексів, що ви-
вчалися, спостерігали типові апоптотичні ознаки із 
фрагментацією і пікнозом ядер, зменшення обсягу 
й розміру цитоплазми. 

 
Рисунок 3. Життєздатність клітин  HBP-LLA  

при дії природних пептидних комплексів тимусу (тималін) 
та  нирок (ППКН).   

p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

Фарбування Heochst 33342, після обробки тималі-
ном і ППКН, виявило флуоресцентні скупчення,  хара-
ктерні для ядерної ДНК - фрагментації й конденсації 
хроматину в клітинах. В контрольних клітинах відсоток 
клітин з фрагментацією та конденсацією при забарв-
ленні за Май-Грюнвальдом-Романовським та Heochst 
33342 складав 1,2  0,2 та 1,6  0,33, відповідно. Було 
виявлено вірогідне підвищення відсотка клітин із ная-
вністю фрагментації ядра, причому при дії тималіну 
цей ефект мав дозозалежний характер (p<0,05)  
(рис. 4 а, б). 

 
 

 
Рисунок 4 а,б. Морфологічні ознаки апоптозу  

за забарвленням по Май- Грюнвальд-Романовському  
при дії природних пептидних комплексів тимусу (тималін) 

та  нирок (ППКН).   
* p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

Подібні зміни спостерігались і при виявленні кон-
денсації хроматину, але цей ефект був більш вираже-
ний при дії тималіну, ніж у ППКН. В контрольних клі-
тинах конденсація хроматину була виявлена за заба-
рвленням за Май-Грюнвальдом-Романовським та 
Heochst 33342 у 3,5  0,34 та 4,0  1,0 відсотках клі-
тин, відповідно. Збільшення дози тималіну призводи-



Том 22, N 3-4 2018 р.    
 

 28 

ло до підвищення кількості клітин, що підлягали апоп-
тозу. При дії ППКН ми спостерігали різнонаправлену 
фазову дію: малі дози пептиду стимулювали апоптоз, а 
великі – пригнічували (рис. 5 а, б). Дія пептидів в малих 
дозах відбувається за рахунок генералізації сигнала 
шляхом утворення вторинних месенджерів, а при збіль-
шенні дози спостерігається гіперактивація систем, що 
може призводити до пригнічення ефекту [18]. 

 
 

 
Рисунок 5 а,б. Морфологічні ознаки апоптозу за 

забарвленням по Hoechst 33345 при дії природних 
пептидних комплексів тимусу (тималін) та  нирок (ППКН).  

* p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

Результати досліджень електрофоретичних зраз-
ків ДНК клітин при дії тималіну і ППКН показали, що 
істотних змін не відбулося, міжнуклеосомна деграда-
ція ДНК не спостерігалась (рис.6). 

 
Рис.6. Аналіз міжнуклеосомальної деградації ДНК клітин 

лінії HPB-ALL при дії різних доз тималіну і ППКН при 
електрофорезі в агарозному гелі.   

1-маркер молекулярної ваги: ДНК лямбда-фага розрізана 
рестриктазою pst 1;   

2 - ДНК клітин лінії HPB-ALL людини (контроль);  
3 - клітини, що підлягали впливу тималіну (0,01 мкг/мл);  
4 - клітини, що підлягали впливу тималіну (0,1 мкг/мл);  
5 - клітини, що підлягали впливу тималіну (1 мкг/мл);  

6 - клітини, що підлягали впливу тималіну (10 мкг/мл) ;  
7 - клітини, що підлягали впливу ППКН (0,01 мкг/мл);  
8 - клітини, що підлягали впливу тималіну ППКН (0,1 

мкг/мл); 9 - клітини, що підлягали впливу ППКН (1 мкг/мл); 
10 - клітини, що підлягали впливу ППКН (10 мкг/мл). 

Таким чином, природні пептидні комплекси тимуса 
та нирок здатні підсилювати процеси апоптозу в тран-
сформованих Т-клітинах. При дії природного пептид-
ного комплексу тимусу цей ефект має дозозалежний 
характер.  

Отже, природні пептидні комплекси тимусу та ни-
рок вірогідно підсилюють процеси елімінації трансфо-
рмованих Т-клітин шляхом активації в них процесів 
апоптозу, але не впливають на процеси апоптозу тра-
нсформованих В – клітин. Одним із механізмів дії пеп-
тидів може бути їх здатні зв'язуватися з молекулами 
ГКГС-I класу, що можуть брати участь в реалізації їх 
дії [19]. 

Отримані дані підтверджують висновок, що найбі-
льшу активність пептидні біорегулятори виявляють по 
відношенню до тропного для них виду клітин і тканин. 
Можливо, на поверхні клітин існують специфічні сай-
ти, що диференційовано сприймають вплив тимічних 
пептидів на програму апоптозу [20]. Одним із механі-
змів дії пептидів може бути їх здатні зв'язуватися з 
молекулами ГКГС-I класу, що можуть брати участь в 
реалізації їх дії.  
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ENGLISH VERSION: NATURAL PEPTIDE COMPLEXES OF THYMUS AND KIDNEYS 
REINFORCE APOPTOSIS OF TRANSFORMED T-CELLS, BUT DO NOT AFFECT THE 
PROCESSES OF APOPTOSIS IN B-CELLS* 
Shlykova O.A., Izmailova O.V., Lysanets Yu.V. 
Ukrainian Medical Stomatological Academy, Poltava 

One of the most important issues in modern medicine is the search for methods for regulating programmed cell death in 
order to develop new approaches to treatment, including cancer and leukemia. Humoral regulation of theprocesses of 
apoptosis with the help of cytokines, hormones, growth factors, peptides plays an important role in the mechanisms of 
regulation of apoptosis. The effect of natural peptide complexes of thymus and kidneys on HPB-ALL (acute T-cell 
leukemia) and BJAB (Berkita lymphoma) cell apoptosis processes has been studied. It has been shown that the natural 
peptide complexes of the thymus and the kidneys have little stimulating effect on the apoptosis of BJAB tumor B cells at 
low concentrations, and when increasing the dose of peptides, they do not affect the processes of apoptosis; it is 
believed that the processes of elimination of transformed T-cells are enhanced by activating apoptosis processes in 
them. With the action of the natural peptide complex of thymus, this effect has a dose-dependent nature - increases 
with raising the dose. 
Key words: apoptosis, natural peptide complexes of thymus and kidneys, transformed T- and B-cells. 

Apoptosis plays a key role in the removal of adverse 
or potentially dangerous cells from the body, for example, 
the transformed cells [1]. The literary sources provide 
evidence that suppression of apoptosis may be one of 
the reasons for the increase of proliferative activity of 
precancerous and cancerous tumors [2]. 

Disrupted course of apoptotic processes may infringe 
the homeostasis of the lymphoproliferative system and lead 
to the development of leukemia and lymphoma [3]. Experi-
mental confirmation has been made that the basis of many 
lymphoproliferative diseases is the process of cellular apop-
tosis disruption by the type of block of negative effects of 
activation, resulting in unrestrained cell proliferation [4]. 

Defects of apoptosis are at the basis of both tumor for-
mation and the appearance of resistance of tumors to medi-
cations [5,6]. Therefore, one of the most important issues is 
the search for methods of regulating programmed cell death 
in order to develop new approaches to the treatment of can-
cer and leukemia. The inhibitory effects may be targeted at 
different levels of regulation: interception of the stimulus, 
formation of antagonism to the inductor, termination of signal 
transduction, blockade of cellular catalytic enzymes – par-
ticipants in the cellular suicide [7, 8]. 

Humoral regulation of the processes of apoptosis with 
the help of cytokines, hormones, growth factors and pep-
tides plays an important role in the mechanisms of regula-
tion of apoptosis. 

The study of the mechanisms in the influence of regu-
latory peptides on apoptosis processes is currently given 
considerable attention, as the data on the amplification or 
inhibition of the apoptosis processes of cells in various 
tissues under the influence of peptide substances are 
gradually accumulated [9, 10]. 

It has been shown that synthesized pro-apoptotic 
peptides possess the anti-tumor activity against the blood 
vessel tumors in mice. When penetrated into the middle 
of the cell, they damage the membranes of mitochondria, 
causing the death of endothelial tumor cells [11]. The 
data on the anti-carcinogenic properties in peptides iso-
lated from the thymus have been obtained [12]. 

The aim of the research was to study  the effects of 
natural peptide complexes of the thymus and kidneys on 
the processes of apoptosis in HPB-ALL cells (acute T-cell 

leukosis) and BJAB (Burkitt’s lymphoma). 

Materials and methods 
The studies were conducted on cells of the BJAB line 

(Burkitt’s lymphoma) and HBP-ALL cells (acute T-cell 
leukosis). Cells were cultured in the RPMI-1640 (Gibco 
BRL) medium with the addition of 10% fetal bovine serum 
(BioMark), 10 mM HEPES (SIGMA, USA) and 100 μg/ml 
gentamicin sulfate (GNTSLS, Ukraine). The natural pep-
tide complex of thymus (thymalin) (Russia, St. Peters-
burg, ZMP) and the natural peptide complex of the kid-
neys (NPCK) [13] were added to a culture medium at a 
concentration of 0.01 μg / ml, 0.1 μg / ml, 1 μg / ml, 10 
μg/ml, respectively, and incubated for 24 hours at 37°C in 
a moist air with 5% CO2. 

The morphological changes in apoptosis were stud-
ied: hyperchromicity of nuclei, condensation and frag-
mentation of chromatin. In addition to classical May-
Grünwald- Romanowsky staining [14], we also used a 
fluorescent “nuclear” dye Hoechst 33342 [15]. The num-
ber of cells with morphological features of apoptosis was 
calculated as the percentage of cells with fragmentation 
or condensation of chromatin per 100 lymphocytes. 

The DNA from the transformed cells under considera-
tion was isolated using the phenol-chloroform method. An 
intercellular DNA fragmentation analysis was performed 
in the form of “steps” that occurs consistently in DNA 
splitting by endonuclease, using an agarose gel electro-
phoresis with visualization of the results in ultraviolet light 
in the presence of bromide etidium [14]. DNA molecules 
of λ-phage were used as markers of molecular weight 
after treatment with restrictase Pst 1. The results were 
photographed. 

The total number of cells was counted in 1 ml of sus-
pension. Differentiation of living and dead cells was per-
formed by staining the cells with acridine orange / 
ethidium bromide dye to estimate the percentage of cells 
present in the state of apoptosis [16]. 

The number of green (living) and orange (dead) cells 
was counted using a Lumam-P-8 microscope (Lomo, 
Russia), magnified at x360 under a fluorescence micro-
scope in ultraviolet light and the visible part of the spec-
trum. The number of dead and living cells was calculated 
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as the percentage of cells with an orange and green 
color, respectively, per 100 cells. 

Results and discussion 
The study of the total number of BJAB cells and their 

viability demonstrated that in the parent culture, the total 
number of cells was 3.0 ± 0.4 x 106 / ml, the percentage 
of dead cells was 4.60.8. The number of cells with thy-
malin at a minimum dose of 0.01 μg / ml and a dose of 

0.1 μg / ml slightly increased. At doses of 1 μg / ml and 
10 μg / ml, the total number of cells was equal to the con-
trol group. Percentage of dead cells was almost un-
changed under the action of thymalin and NPCK at doses 
of 0.01 μg / ml, 0.1 μg / ml in comparison with control 
cells. With an increase in the dose of peptides, it was 
equal to the control group (Table 1). 

Table 1 
Total amount and viability of BJAB cells under the action of thymalin and NPCK 

Thymalin, μg / ml NPCK, μg / ml Parameter  Control  
0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Number of cells 

106/ml, (n=6) 3.0  0.4 4.3  0.5 4.5   0.4 2.8  0.22 3.4   0.3 4.0   0.5 3.8   0.6 3.5   0.42 3.0    0.5 

Number of dead 
cells,%,  (n=6) 4.6   0.8 5.66   0.66 5.2   0.9 4.8   0.3 4.16    0.7 5.5   0.61 5.8    0.7 4.1 0.7 4.16   0.74 

Note: * p <0.05 – in comparison with control cells 

In the study of morphological manifestations of apop-
tosis in May-Grunwald-Romanovsky staining and 
Heochst 33342 staining, a slight increase in the number 
of cells with fragmentation of the nucleus was observed 

at the action of minimal doses of thymalin and NPCK. 
When increasing the dose of peptides, the level of cells 
with the presence of fragmentation of the nucleus was 
equal to the control group (Table 2). 

Table 2 
Morphological signs of apoptosis under the action of thymalin and NPCK 

Thymalin, μg / ml NPCK, μg / ml Parameter  Control  
0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10 

Fragmen-
tation,% 

n=6 
1.0  0.5 1.8  0.6 1.50  0.22 1.16  0.16 1.33  0.2 1.6  0.3  1.25  0.17 1.16  0.4 0.5  0.36 

M
ay

-
G

ru
nw

al
d-

R
om

an
ov

sk
y 

Conden-
sation,% 

n=6 
3.5  
0.42 4.5  0.5 3.3  0.49 3.0 0.57 3.0  0.51 4.3  0.61 3.0  0.63 4.0 0.44 3.2 0.47 

Fragmen-
tation,% 

n=6 
1.5  0.5 2.3  0.7 2.0  0.36 1.66 0.33 1.33  0.33 2.5  0.42 1.0  0.34 1.45  0.18 1.58  0.18 

H
oe

ch
st

 3
33

45
 

Conden-
sation,% 

n=6 
4.5  0.7 5.7  0.6 4.66  0.33 5.16  0.54 4.3  0.55  5.66 0.76 4.5  0.42 5.0  0.25 5.16  0.6 

Note: * p <0.05 – in comparison with control cells 

Similar changes were observed when chromatin con-
densation was detected. The results of researches of 
electrophoretic DNA samples of cells under the action of 

thymalin and NPCK showed that no significant changes 
occurred, and no internucleosomal DNA degradation was 
observed (Fig. 1). 

 
Figure 1. Analysis of internucleosomal degradation of DNA of cells of the human BJAB line  

at various doses of thymalin and NPCK in electrophoresis in agarose gel.  
1- marker of the molecular weight of DNA of lambda phage; 2- human DNA BJAB cells (control);  

3- cells that were exposed to thymalin (0.01 μg / ml); 4- cells that were exposed to thymalin (0.1 μg / ml);  
5- cells that were subjected to thymalin (1 μg / ml); 6- cells that were exposed to thymalin (10 μg / ml);  
7- cells that were exposed to NPCK (0.01 μg / ml); 8- cells that were exposed to NPCK (0.1 μg / ml);  
9- cells that were exposed to NPCK (1 μg / ml); 10- cells that were exposed to NPCK (10 μg / ml). 
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Thus, the natural peptide complexes of the thymus 
and kidneys have little stimulating effect on the apoptosis 
of tumor B-cells of the BJAB line at low concentrations, 
and when the dose of peptides increases, they do not 
affect the processes of apoptosis. It is known that sepa-
rate lines of B-cells have a high level of expression of 
Bcl-2, which results in their high resistance to apoptotic-
inducing factors [17]. 

Studies of the total number of HBP-ALL cells and 
their viability showed that the number of cells with the ac-
tion of a minimum dose (0.01 kg / ml) of thymalin and 
NPCK increased (Fig. 2) at doses of 0.1 μg / ml and  
1 μg/ml was also higher in comparison with control cells, 
which was 3.5 ± 0.24 x 106 / ml (p <0.05), but there was 
a tendency to decrease in the number of cells in com-
parison with the minimum dose. 
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Figure 2. The total number of HBP-LLA cells under the action  

 of  natural peptide complexes of the thymus (thymalin)  
and kidneys (NPCK).  

* p <0.05 – in comparison with control cells. 

At the maximum dose of peptides (10 μg/ml), the total 
number of cells was equal to the control group. Percent-
age of dead cells is believed to be elevated at the action 
of thymalin and NPCK at doses of 0.01 μg/ml, 0.1 μg/ml, 
compared with control cells, where it was 5.80.7 
(p<0.05). Along with this increase in the dose of peptides, 
the percentage of dead cells tended to decrease (Fig. 3). 
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Figure 3. Viability of HBP-LLA cells under the action   

of  natural peptide complexes of the thymus (thymalin) and 
kidneys (NPCK).  

* p <0.05 – in comparison with control cells. 

In the study of morphological manifestations of apop-
tosis in May-Grunwald-Romanovsky staining under the 
influence of the examined peptide complexes, typical 
apoptotic signs were observed with the fragmentation 
and pyknosis of the nuclei, and the decrease in the vol-
ume and size of the cytoplasm. The Heochst 33342 
staining, after treatment with thymalin and NPCK, re-
vealed fluorescence clusters characteristic for nuclear 
DNA – fragmentation and condensation of chromatin in 
cells. In the control cells, the percentage of cells frag-
mentation and condensation in May-Grunwald-
Romanovsky and Heochst 33342 staining was 1.2 ± 0.2 

and 1.6 ± 0.33, respectively. A probable increase in the 
percentage of cells with the presence of fragmentation of 
the nucleus was revealed, and with effect of thymalin, 
this effect had a dose-dependent nature (p<0.05)  
(Fig. 4 a, b). 

а) Fragmentation in May-Grunwaid-Romanovsky staining
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б) Fragmentation in Hoechst 33342 staining
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Figure 4 a,b. Morphological signs of apoptosis  

in May-Grunwald-Romanovsky staining  
under the action  of  natural peptide complexes  
of the thymus (thymalin) and kidneys (NPCK).  
* p <0.05 – in comparison with control cells. 

 
Similar changes were observed when chromatin con-

densation was detected, but this effect was more pro-
nounced in the action of thymalin than in the NPCK. In 
the control cells, chromatin condensation was detected in 
May-Grunwald-Romanovsky and Heochst 33342 staining 
at 3.5 ± 0.34 and 4.0 ± 1.0 percent of cells, respectively. 
An increase in the dose of thymalin resulted in an in-
crease in the number of cells subjected to apoptosis. At 
the action of NPCK, we observed a multi-directional 
phase effect: the small doses of peptide stimulated apop-
tosis, whereas the large ones suppressed it (Fig. 5 a, b). 
The effect of peptides in small doses is due to the gener-
alization of the signal by the formation of secondary mes-
sengers, and with the increase in dose, hyperactivation of 
systems is observed, which can lead to the suppression 
of the effect [18]. 

 
а) Condensation in May-Grunwaid-Romanovsky staining 
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б) Condensation in Hoechst 33342 staining
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Figure 5 a,b. Morphological signs of apoptosis in Hoechst 33345 

staining under the action  of  natural peptide complexes of the 
thymus (thymalin) and kidneys (NPCK).  

* p <0.05 – in comparison with control cells. 

The results of studies of electrophoretic DNA samples 
of cells under the action of thymalin and NPCK showed 
that no significant changes occurred, internucleosomal 
degradation of DNA was not observed (Fig. 6). 

Thus, the natural peptide complexes of the thymus 
and the kidneys are capable of reinforcing the processes 
of apoptosis in the transformed T-cells. With the action of 
natural peptide complex of thymus, this effect has a 
dose-dependent character. 

Consequently, the natural peptide complexes of thy-
mus and kidneys are likely to increase the processes of 
elimination of the transformed T-cells by activating apop-
tosis processes in them, but they do not affect the proc-
esses of apoptosis of the transformed B-cells. One of the 
mechanisms of action of peptides may be their ability to 
bind to the molecules of MHC-I class, which can partici-
pate in the implementation of their actions [19]. 

 
Fig.6. Analysis of internucleosomal degradation of DNA cells of the HPB-ALL  

line under various doses of thymalin and NPCK in agarose gel electrophoresis.  
1- marker of molecular weight: DNA of lambda-phage is cut with restrictase pst  

1; 2- human DNA cells of the HPB-ALL line (control); 3- cells that were exposed to thymalin (0.01 μg / ml);  
- cells subjected to the action of thymalin (0.1 μg / ml); 5- cells subjected to the action of thymalin (1 μg / ml);  

6- cells that were exposed to thymalin (10 μg / ml); 7- cells that were exposed to NPCK (0.01 μg / ml);  
8- cells that were exposed to thymalin of NPCK (0.1 μg / ml); 9- cells that were exposed to NPCK (1 μg / ml);  

10- cells that were exposed to NPCK (10 μg / ml). 

The obtained data confirm the conclusion that peptide 
bioregulators exhibit the greatest activity in relation to the 
tropical type of cells and tissues. Presumably, there are 
specific sites on the cell surface that perceive the effect 
of thymic peptides on the apoptosis program in a differ-
entiated manner [20]. One of the mechanisms of action of 
peptides may be their ability to bind to the molecules of 
MHC-I class, which can participate in the implementation 
of their actions. 
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ІНФОРМАЦІЯ ДЛЯ АВТОРІВ 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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