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ПАТОФІЗІОЛОГІЧНІ МЕХАНІЗМИ ДЕСТАБІЛІЗАЦІЇ КОЛАГЕНОВОГО МАТРИКСУ  
У НАЩАДКІВ ЩУРІВ ЛІНІЇ ВІСТАР, ОПРОМІНЕНИХ РІЗНИМИ ДОЗАМИ

Метою дослідження є вивчення патофізіологічних механізмів дестабілізації колагенового матриксу в нащадків 
щурів, опромінених різними дозами іонізуючого випромінювання (ІВ), а також обґрунтування їх використання як ранніх 
біомаркерів для прогнозування порушень сполучної тканини.

Методологія. У досфлідженні використано біохімічні методи для визначення рівня оксипроліну та аскорбінової 
кислоти у біологічних рідинах (сироватці крові, сечі) нащадків щурів. Оцінено зміни в метаболізмі оксипроліну в залеж-
ності від доз батьківського опромінення (1,0 Гр, 3,0 Гр, 5,82 Гр), а також рівень аскорбінової кислоти в сироватці крові 
та сечі.

Наукова новизна. Продемонстровано дозозалежні зміни в метаболізмі оксипроліну та рівні вітаміну C у біологіч-
них рідинах нащадків опромінених тварин. Отримано нові дані щодо використання фракцій оксипроліну (вільного, пеп-
тидно-зв'язаного, білково-зв'язаного) та рівня аскорбінової кислоти як чутливих біомаркерів для раннього виявлення 
дестабілізації колагенового матриксу.

Висновки. Дослідження показало, що опромінення батьківських тварин різними дозами ІВ призводить до значних 
змін у метаболізмі оксипроліну та зниження рівня аскорбінової кислоти у біологічних рідинах нащадків. Ці зміни є по-
казниками активації колагенолізу та виснаження антиоксидантної системи. Оксипролін і вітамін C можуть бути 
використані як ранні, чутливі біомаркери для моніторингу радіаційно-індукованих порушень сполучної тканини, що має 
важливе значення для прогнозування та лікування структурно-функціональних розладів.

Ключові слова: іонізуюче випромінення, сполучна тканина, нащадки опромінених щурів, оксипролін, вітамін C, кола-
геноліз, колагеновий матрикс, біомаркери, патофізіологічні механізми.

Anastasia Hromadchenko. PATHOPHYSIOLOGICAL MECHANISMS OF COLLAGEN MATRIX 
DESTABILIZATION IN THE DESCENDENTS OF WISTAR RATS IRRADIATED WITH DIFFERENT DOSES

The aim of the study is to investigate the pathophysiological mechanisms of collagen matrix destabilization in the offspring  
of rats irradiated with different doses of ionizing radiation (IR), as well as to substantiate their use as early biomarkers for 
predicting connective tissue disorders.

Methodology. Biochemical methods were used to determine the levels of hydroxyproline and ascorbic acid in the biological 
fluids (serum, urine) of the rat offspring. Changes in the metabolism of hydroxyproline were assessed depending on the doses  
of parental irradiation (1.0 Gy, 3.0 Gy, 5.82 Gy), as well as the levels of ascorbic acid in serum and urine.

Scientific novelty. Dose-dependent changes in the metabolism of hydroxyproline and vitamin C levels in the biological fluids 
of the offspring of irradiated animals were demonstrated. New data were obtained regarding the use of hydroxyproline fractions 
(free, peptide-bound, protein-bound) and the level of ascorbic acid as sensitive biomarkers for early detection of collagen matrix 
destabilization.

Conclusions. The study showed that irradiation of parental animals with different doses of ionizing radiation leads to 
significant changes in the metabolism of hydroxyproline and a decrease in the level of ascorbic acid in the biological fluids of the 
offspring. These changes are indicators of collagenolysis activation and antioxidant system depletion. Hydroxyproline and vitamin 
C can be used as early, sensitive biomarkers for monitoring radiation-induced connective tissue disorders, which is important for 
predicting and treating structural and functional disorders.

Key words: Ionizing radiation, connective tissue, offspring of irradiated rats, hydroxyproline, vitamin C, collagenolysis, collagen 
matrix, biomarkers, pathophysiological mechanisms.

Вступ. Іонізуюче випромінювання (ІВ) зали-
шається важливим медико-біологічним і суспіль-
ним чинником ризику не лише для безпосеред-
ньо опромінених осіб, але й для їхніх нащадків. 
Упродовж останніх років з’являються переконливі 
дані, що батьківська або пренатальна експози-
ція ІВ асоціюється з між- і трансгенераційними 
ефектами, які включають мутаційні сигнатури в 
геномі потомства, епігенетичні зсуви, підвищену 

вразливість до окисного стресу та зрушення тка-
нинного гомеостазу [3, 5, 17]. Систематичні огляди 
людських когортичних даних водночас підкреслю-
ють обмеженість доказової бази через неоднорід-
ність дизайнів і малу вибірку, що підсилює потребу 
в добре спланованих експериментальних моде-
лях для з’ясування механізмів ураження наступ-
них генерацій [18]. На тлі цих прогалин особливу 
увагу привертає позаклітинний матрикс (ПКМ) як 
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повільно-оновлювана мішень, зміни якої здатні 
кумулюватися та проявлятися в нащадків як струк-
турно-функціональна нестабільність тканин.

Колаген це провідний білок ПКМ, він визна-
чає міцність, пружність та архітектурну цілісність 
тканин. Порушення рівноваги між його синтезом 
і катаболізмом веде до дестабілізації матриксу, 
ремоделювання та фіброзу. Дані біофізичних і клі-
тинних досліджень свідчать, що ІВ прямо змінює 
механічні властивості колагенових фібрил (зсув 
модуля пружності, змінена стабільність водневих 
зв’язків) і опосередковано впливає на клітинно-ма-
триксні взаємодії (фокальні адгезії, цитоскелетний 
натяг), створюючи передумови до ремоделювання 
ПКМ [9, 15]. Крім того, описано специфічні «гарячі 
точки» розривів у молекулах колагену під дією ІВ 
(зокрема в ділянці Gly-Pro), що потенційно поро-
джує біологічно активні пептиди-«матрикіни» та 
посилює катаболізм [14].

Для неінвазивної оцінки колагенового обміну 
широке застосування мають маркери на основі 
оксипроліну, амінокислоти, яка утворюється в 
посттрансляційно гідроксильованих пролінових 
залишках колагену та є показником його розпаду 
в біологічних рідинах. Низка сучасних робіт під-
тверджує інформативність оксипролінвмісних 
пептидів як індикаторів інтенсивності колагено-
лізу та ремоделювання тканин [6, 9, 13]. Критично 
важливо, що синтез стабільної колагенової спіралі 
потребує достатнього забезпечення вітаміном  C – 
обов’язковим кофактором проліл- і лізилгідрокси-
лаз. Дефіцит аскорбінової кислоти порушує гід-
роксилювання, послаблює міжланцюгові взаємодії 
та робить фібрилу вразливою до деградації [2,  4,  
8, 10]. Таким чином, поєднане вивчення пулів 
загального оксипроліну й оксипролінових фракцій 
і статусу аскорбінової кислоти створює патофізіо-
логічно обґрунтовану рамку для раннього вияв-
лення дестабілізації колагенового матриксу.

Беручи до уваги зростаючі свідчення про між- і 
трансгенераційні наслідки ІВ у тваринних і люд-
ських моделях, а також відомі прямі й опосеред-
ковані механізми впливу випромінювання на ПКМ 
і колаген, актуальним є аналіз маркерів колагено-
вого гомеостазу в нащадків опромінених тварин. 
Саме така оптика дозволяє пов’язати дозу батьків-
ського опромінення з біохімічними ознаками деста-
білізації матриксу в потомства та перевірити роль 
дефіциту вітаміну C як модифікатора колагенолізу. 
Тому в цій роботі ми зосередилися на  патофізіо-
логічних механізмах дестабілізації колагенового 
матриксу за маркерами оксипроліну та вітаміну C у 
молодих тварин, батьки яких зазнали опромінення 
різними дозами.

Мета роботи – з’ясувати патофізіологічні меха-
нізми дестабілізації колагенового матриксу в 

нащадків опромінених щурів за показниками окси-
проліну й вітаміну C та обґрунтувати їх викори-
стання як ранніх клінічно релевантних біомаркерів 
для прогнозування та моніторингу порушень спо-
лучної тканини.

Матеріали та методи. Дослідження були про-
ведені на 1-місячних білих щурах масою 30–32 г., 
лінії Вістар, що утримувалися на стандартній дієті 
віварію. 

Усі процедури з утримання, догляду й експери-
ментальних маніпуляцій над тваринами викону-
вали відповідно до «Загальних етичних принципів 
експериментів на тваринах», схвалених V Націо-
нальним конгресом з біоетики (Київ, 2013). Дослі-
дження проводили з урахуванням положень Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються в експериментальних та інших 
наукових цілях (Страсбург, 1985), а також методич-
них вказівок ДФЦ МОЗ України «Доклінічні дослі-
дження лікарських засобів» (2001). Дотримання 
принципів гуманного поводження з піддослідними 
тваринами та належних умов їх утримання під-
тверджено висновком Комісії з біоетики Одеського 
національного медичного університету (протокол 
№ 32Д від 17.03.2016 р.). Тварини були розподілені 
на групи таким чином: І група – 1-місячні щури, 
отримані від інтактних тварин (контроль); ІІ  група 
– 1-місячні щури, отримані від тварин, опромі-
нених дозою 1,0 Гр; ІІІ група – 1-місячні щури, 
отримані від тварин, опромінених дозою 3,0 Гр;  
ІV – 1-місячні щури, отримані від тварин, опроміне-
них дозою 5,82 Гр. У кожній групі було по 15 тварин.

Для проведення експерименту статевозрілі 
тварини були піддані тотальному одноразовому 
гамма-опроміненню 60Со в спеціальних камерах з 
органічного скла, вранці натщесерце на установці 
для телегамматерапії «Агат», відстань до джерела 
поглинання 75 см, потужність дози 0,54  Гр/хв, 
поглинута доза 1,0 Гр, 3,0 Гр та 5,82 Гр. Для прове-
дення біохімічних досліджень піддослідних тварин 
виводили з досліду через евтаназію під пропофоло-
вим (в/в, 60 мг/кг) наркозом [7].  Свою увагу зосе-
редили на визначені вмісту аскорбінової кислоти, 
загального оксипроліну та його фракцій.

Для визначення вмісту аскорбінової кислоти та 
фракцій оксипроліну (ОП) в сироватці крові забір 
крові відбувався із хвостової вени тварин; сечу 
збирали за допомогою метаболічних кліток для 
експериментальних тварин через добу після опро-
мінення [12]. Вміст аскорбінової кислоти тварин 
визначали колориметричним методом за допомо-
гою 2,4-динітрофенілгідразину: у сироватці крові в 
мкмоль/л, у сечі – нмоль/добу [16].

Метаболізм сполучної тканини оцінювали 
за вмістом загального оксипроліну (ЗОП), вільного 
оксипроліну (ВОП), пептиднозв’язаного (ПЗОП) та 
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білковозв’язаного оксипроліну (БЗОП). Принцип 
методу базується на визначенні оптичної щільності 
червоного хромогена, одержуваного в результаті 
окислення молекули оксипроліну хлораміном Б і 
конденсації продуктів його окислення з парадіме-
тиламінобензальдегидом. Використовували реак-
тиви кваліфікації х.ч. і ч.д.а [1]. Приготування калі-
брувального розчину ОП здійснювали реактивами 
Pierce (Голландія). 

Статистичну обробку отриманих даних здійсню-
вали з урахуванням типу розподілу. Для перевірки 
відповідності показників нормальному розподілу 
використовували критерій Шапіро–Уілка. У разі 
підтвердження нормальності застосовували t-кри-
терій Стьюдента для незалежних вибірок. Якщо 
дані не відповідали нормальному розподілу, аналіз 
виконували за допомогою непараметричного кри-
терію Вілкоксона–Манна–Уїтні. Обчислення прово-
дили з використанням спеціалізованого статистич-
ного програмного забезпечення. Критичний рівень 
значущості приймали за умови p < 0,05.

Виклад основного матеріалу. Аналіз вмісту 
оксипроліну в біологічних рідинах потомства 
щурів, народжених від статевозрілих тварин, опро-
мінених у різних дозах, показав виражені дозоза-
лежні зміни. У нащадків інтактних тварин плазмо-
вий пул оксипроліну має чітко виражену ієрархію 
фракцій. Відносно загального оксипроліну частка 
білково-зв’язаного оксипроліну становить 82%і 
достовірно домінує над лабільними компонен-
тами, де вміст вільної та пептидно-зв’язаної форм 
дорівнює 9,8%і 8,19%відповідно. Таким чином, ста-
більний білково-зв’язаний пул перевищує вільну 
фракцію у 8,4 раза, а пептидну – у 10,0  раза; спів-
відношення вільної до пептидної фракції стано-
вить 1,20:1, а співвідношення ПЗОП/ВОП – 0,84. 
Сукупний внесок лабільних форм (вільної та пеп-
тидної) складає близько 18%загального оксипро-
ліну, що відображає підвищений, але фізіологічний 
для періоду росту оборот позаклітинного матриксу 

за збереження домінування структурно стабіль-
ного білково-зв’язаного компонента. 

У сироватці крові нащадків опромінених дозою 
1,0 Гр тварин (група ІІ) загальний оксипролін зріс 
на 4,8%, порівняно з інтактними щурятами. Фрак-
ційний склад плазмового оксипроліну змістився у 
бік лабільних форм, де частка вільного ОП зросла 
близько на 40% (p < 0,05), тоді як пептидно- 
зв’язаний ОП мав тенденцію до зниження на 6%, 
поряд із цим білково-зв’язаний пул залишався 
практично незмінним. Співвідношення ПЗОП/ВОП 
зменшилося на 4,8%, що вказує на переважний 
приріст саме вільної фракції.

У потомства опромінених дозою 3,0 Гр тварин 
(група ІІІ) виявлено приріст сумарного пулу мар-
керів колагенового обміну у сироватці крові, який 
характеризується зростанням загального оксипро-
ліну в крові 12,0% поряд із незначним збільшен-
ням добової екскреції з сечею на 6,9% порівняно 
з інтактними щурятами. Фракційний склад окси-
проліну змістився в бік лабільних форм, де вільний 
оксипролін підвищився на 39,7% (p < 0,01), пептид-
но-зв’язаний – у 2,19 рази (p < 0,01), тоді як білко-
во-зв’язаний зменшився на 13,2% (p < 0,01) порів-
няно з інтактною групою щурят. Співвідношення 
ПЗОП/ВОП зросло на 56,0% (p < 0,01), що свідчить 
про перевагу коротколанцюгових колагенових 
пептидів у циркуляції (табл. 1). 

У сироватці крові нащадків опромінених дозою 
5,82 Гр (група IV) на фоні практично незмінного 
вмісту загального  оксипроліну в крові спостеріга-
лося зростання лабільних фракцій, що може відо-
бражати перерозподіл пулів або порушення нир-
кового кліренсу низькомолекулярних метаболітів 
колагену. Відмічався виразний «зсув» до катаболіч-
них форм, де рівень вільного оксипроліну зростав 
на 67,2% (p < 0,01), пептидно-зв’язаного в 2,19 раза 
(p < 0,01), тоді як білково-зв’язаний знижувався 
на 21,2% (p < 0,01) порівняно з інтактними щуря-
тами. У результаті чого співвідношення ПЗОП/ВОП 

Таблиця 1
Вміст оксипроліну в сировотці крові щурят, народжених від опромінених різними дозами 

статевозрілих тварин (M ± m)

Показники
Групи тварин (n=60)

Контроль (n=15) ІІ група (n=15) ІІІ група (n=15) ІV група (n=15)
Загальний оксипролін, мкмоль/л 118,4±5,78 124,1±5,86 132,6±5,92 118,2±5,76
Вільний оксипролін, мкмоль/л 11,8±0,31* 13,8±0,62*# 16,2±0,66*## 19,4±0,90*##
Пептидно-зв’язаний оксипролін, 
мкмоль/л 9,7±0,55* 10,6±0,58* 21,2±1,12*## 27,8±1,34*##

Білково-зв’язаний оксипролін, 
мкмоль/л 97,1±2,94* 97,2±2,96* 84,3±2,48*## 76,5±2,32*##

Пептидно-зв’язаний/ Вільний 
оксипролін (ПЗОП/ВОП) 0,84±0,08 0,80±0,06 1,31±0,12## 1,43±0,13#

Примітки: * – р < 0,05 – вірогідні розбіжності досліджуваних показників порівняно із загальним оксипроліном у своїй 
групі; # – р < 0,05; ## – р < 0,01 – вірогідні розбіжності досліджуваних показників порівняно з відповідними показниками 
в інтактних щурят.
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збільшується на 70,2%, (p < 0,05), що підтверджує 
перевагу коротколанцюгових колагенових пепти-
дів у циркуляції.

 Отримані дані свідчать про те, що в потомства 
опромінених тварин формується виражена пере-
будова метаболізму оксипроліну, яка характери-
зується зростанням вмісту його вільної та пептид-
но-зв’язаної фракцій на тлі поступового зниження 
білково-зв’язаної. Найбільш інтенсивні зміни 
виявлені в III та IV групах, де показники переви-
щували контрольні значення в 2–3 рази або змен-
шувались на понад 20%, що вказує на активацію 
катаболічних процесів у колагеновому пулі та 
поглиблення структурної нестабільності сполуч-
нотканинного матриксу.

У сироватці крові щурят, народжених від опро-
мінених батьків, рівень аскорбінової кислоти 
при дозі опромінення 1,0 Гр знижувався на 8,8%, 
при дозі опромінення 3,0 Гр – на 29% (р < 0,05), а 
при дозі опромінення 5,82 Гр – на 49% (р < 0,01) 
відносно контролю. Екскреція аскорбінової кис-
лоти також знижувалася та досягала статистично 
значущої різниці у нащадків опромінених дозою  
5,82 Гр, де цей показник був меншим майже на 28% 
(р < 0,01) порівняно з інтактними щурятами.

Такі зміни відображають дефіцит аскорбінової 
кислоти в організмі, зменшення її доступних резер-
вів і зниження швидкості катаболізму та виве-
дення, що характерно для станів антиоксидант-
ного виснаження (рис. 1). 

Узагальнюючи отримані результати, можна 
стверджувати, що в потомства щурів, народжених 
від самок, опромінених у різних дозах, формується 
виражений дисбаланс метаболізму оксипроліну, 
який проявляється перерозподілом фракцій від ста-
більного білково-зв’язаного пулу в бік катаболіч-
них форм – вільної та пептидно-зв’язаної. Виявлене 
зростання їхнього вмісту в 1,4–2,9 раза супроводжу-
валося паралельним зниженням концентрації білко-
во-зв’язаного оксипроліну на 13–21%, що свідчить 
про активацію деградації колагенових структур і 
порушення рівноваги між процесами синтезу та 
розпаду позаклітинного матриксу. Підвищення спів-
відношення пептидно-зв’язаного до вільного окси-
проліну в 1,6–1,7 раза підтверджує накопичення 
коротколанцюгових колагенових пептидів у крово-
тоці та посилення колагенолізу.

Додатковим патогенетичним фактором є дозо-
залежне зниження рівня аскорбінової кислоти в 
сироватці на 8,8–49% та зменшення її екскреції з 
сечею до 28% відносно контролю, що відображає 
виснаження антиоксидантних резервів і пору-
шення забезпечення колагенсинтезу необхідними 
кофакторами. Такі зміни поглиблюють структурну 

нестабільність матриксу та формують умови для 
розвитку стійкого колагенового дисбалансу.

Висновки. Виявлені зрушення свідчать про те, 
що іонізуюче випромінювання в батьківських гене-
раціях індукує в потомства вторинні патофізіоло-
гічні механізми, які реалізуються через активацію 
катаболізму колагену, посилення його деструкції 
та втрату структурної стабільності позаклітин-
ного матриксу, дефіцит аскорбінової кислоти та 
виснаження антиоксидантної системи. Це визна-
чає ключову роль оксипролінового обміну як мар-
кера ранніх порушень стабільності позаклітинного 
матриксу й пояснює підвищену вразливість тканин 
нащадків опромінених тварин до структурно-функ-
ціональних розладів.

Із практичної точки зору виявлені зрушення 
оксипролінового обміну та дефіцит аскорбінової 
кислоти відповідають критеріям ранніх клінічно 
релевантних біомаркерів, оскільки чутливо відо-
бражають активацію колагенолізу до появи мор-
фологічних ушкоджень, є специфічними до кола-
генового гомеостазу, легко визначаються в крові 
та сечі, що робить їх придатними для серійного 
моніторингу, і мають прогностичну цінність щодо 
ризику розвитку порушень сполучної тканини.  
Це обґрунтовує використання оксипроліну з ура-
хуванням фракцій і співвідношення ПЗОП/ВОП та 
акскорбінової кислоти як маркерів для прогнозу-
вання й моніторингу радіаційно-індукованої деста-
білізації колагенового матриксу.

Рис. 1. Вміст аскорбінової кислоти  
в біологічних рідинах щурят, народжених  
від опромінених різними дозами тварин

Примітки: Вміст аскорбінової кислоти в крові ви-
ражено в мкмоль/л, у сечі – нмоль/добу; * – p < 0,05;  
** – p < 0,01 – вірогідні розбіжності досліджуваних показ-
ників порівняно з відповідними показниками в інтактних 
щурят.
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