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consequence of the synthesis of such lysosomes is the release of proteolytic enzymes 

and an imbalance between the activity of proteinases and their endogenous inhibitors. 

Decreased effectiveness of the control activity of trypsin-like proteinases with 

endogenous inhibitors against a background of increasing intensity of proteolysis can 

lead to irreversible tissue damage (Koll et al., 2002). 

Aim. This study was undertaken to assess the activities of lysosomal alanyl 

aminopeptidase (AAP) and leucyl aminopeptidase (LAP) in the liver tissue of mice 

with alcohol-induced toxicity and to investigate the modulatory effect of melatonin in 

preventing this toxicity. 

Materials and methods. The animals used in this experiment were male white 

mice (Mus musculus), aged 2 to 3 months. The animals were housed in cages (6 animals 

per cage) in rooms with artificial lighting (8.00-20.00 – light, 20.00-8.00 – dark) under 

conventional conditions (25 ± 2 °C temperature; 45-60% relative humidity). The mice 

had ad libitum access to food and water. The animals were previously acclimatised to 

the light/dark cycle for 7 days: darkness = 12:12 (12 hours light 750 Lx / 12 hours 

darkness; light from 6.00 to 18.00) in the spring-summer period. After a period of 

acclimatisation, the mice were randomly divided into three groups of six mice each. 

All procedures and protocols were approved according to national and international 

guidelines and regulations. To eliminate circadian rhythm changes, all studies started 

at the beginning of the animals' resting period (10:00 am and ended at midnight). After 

a 1-week adaptation period, mice were randomly divided into three groups: 1) 

untreated control (6 animals), 2) acute ethanol-induced stress (6 animals), 3) melatonin 

treatment + acute ethanol-induced stress (6 animals). 

Irrespective of whether the animal is active during the day, at night or has no 

clear activity schedule, the maximum melatonin level is always observed during the 

dark phase of a natural or artificially created cycle of alternating day and night (Binkley, 

1988; Reiter, 1991; Arendt, 1995). Melatonin (Sigma-Aldrich Sp. z o.o., Poznan, 

Poland) was administered daily by intraperitoneal injection at a dose of 10 mg per kg 

body weight (b.w.) for 10 days at the beginning of the animals' resting period (starting 

at 10.00 a.m. and ending at midnight). It was dissolved in a minimal volume of ethanol 

and diluted in 0.9% NaCl to give a dose of 10 mg per kg b.w., as described in previous 

studies by Bonnefont-Rousselot and Collin (2010) and Shin and co-workers (2015). 

Melatonin was injected intraperitoneally 30 min before ethanol. 

Acute alcohol-induced stress was induced by intraperitoneal injection of ethanol 

at a dose of 0.75 g per kg body weight per day. It was diluted from a 95% (v/v) solution 

to a concentration of 20% (v/v) with physiological saline (0.9%) and administered as 

intraperitoneal injections at a dose of 0.75 g per kg b.w. in an injection volume of 4.73 

mL per kg b.w. for 10 days of the experiment, as described by Powers and Chester 

(2014). At the end of the study (10 days), mice were immediately decapitated. Samples 

were collected 24 h after the last drug administration and ethanol injection (between 

10:00 and 12:00). The liver was also immediately removed and weighed. Briefly, liver 

tissue was excised, weighed, washed in ice-cold buffer and minced. The minced tissue 

was rinsed with cold isolation buffer 0.15 M KCl to remove blood and homogenised 

on ice in a Potter-Elvehjem glass homogeniser using a Teflon motorised pestle. The 

isolation buffer consisted of 0.25 M sucrose and 2 mM EDTA; the pH was adjusted to 
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7.0 with KOH. Homogenates (20% w/v) were prepared for the next differential 

centrifugation according to the method described by DeMartino and Goldberg (1978). 

After centrifugation, the supernatant fractions were stored and used after resuspension 

in 50 mM acetic acid/sodium acetate buffer, pH 5.0. These isolation fractions were 

homogenised and subjected to two freeze-thaw cycles. 

The activity of alanyl aminopeptidase (EC 3.4.11.2) and leucyl aminopeptidase 

(EC 3.4.11.1) was determined spectrophotometrically as Fast Blue BB salt (4-

benzoylamino-2,5-diethoxybenzene-diazonium chloride) derivatives at 540 nm 

according to McDonald and Barrett (1986). The reaction was initiated by mixing 50 μl 

of sample and 500 μl of substrate incubation medium with DMF (Serva, Germany), 

incubated at 37 °C, pH 6.0, for 60 min. Then 500 µl of stop buffer containing Fast Blue 

BB salt dissolved in 2% Tween 20 (Sigma, USA) was added and measurements were 

performed at 540 nm. For the determination of alanyl aminopeptidase activity, L-

alanyl-2-naphthylamine in 0.1M PBS buffer was used as substrate. For the 

determination of leucyl aminopeptidase activity, L-leucyl-2-naphthylamine in 0.1M 

PBS (pH 7.0) buffer was used as substrate.  

All variables were tested for normal distribution using the Kolmogorov-Smirnov 

and Lilliefors tests (p>0.05) and homogeneity of variance using the Levene test (Zar, 

1999). The significance of the differences in the levels of enzymes and substrates 

between the control and study groups was tested by one-way ANOVA. Bonferroni's 

post-test was also used. Differences were considered significant at p<0.05 (Zar, 1999). 

All statistical calculations were performed on separate data from each individual using 

STATISTICA 13.3 software (TIBCO Inc., USA). 

Results. The results of the current study showed that the activities of alanyl 

aminopeptidase and leucyl aminopeptidase were significantly increased (by 16.9%, p 

< 0.05) in the liver tissue of ethanol-treated mice. Melatonin administration inhibited 

the increased activities of alanyl aminopeptidase (by 36.1%, p < 0.05) and leucyl 

aminopeptidase (by 46%, p < 0.05). The alanyl and leucyl aminopeptidase activities in 

the melatonin-treated group were decreased more than the values obtained in the 

untreated control group (by 25.36% and 37.3%, respectively, p < 0.05). 

The liver, as a central site of metabolism and detoxification, is particularly 

susceptible to the detrimental effects of ethanol and oxidative stress (Cichoż-Lach and 

Michalak, 2014). In hepatocytes, lysosomes play a crucial role in cellular homeostasis 

by participating in the degradation of macromolecules and the recycling of cellular 

components (Trivedi et al., 2020). As key players in these processes, lysosomal 

enzymes are sensitive indicators of cellular health and stress response (Bonam et al., 

2019). The lysosomal system is the major degradation mechanism of the mammalian 

cell (Mindell, 2012). They are ubiquitous membrane-bound organelles that contain acid 

hydrolases, which are digestive enzymes responsible for the proper degradation of 

lysosomal contents (Kirkegaard and Jäättelä, 2009; Watts, 2012; Witek et al., 2014). 

Lysosomes play a fundamental role in autophagy as these organelles fuse with 

autophagosomes to digest their contents and degrade cellular components such as 

damaged cell organelles or misfolded proteins (Roberg and Ollinger, 1998; Blomgran 

et al., 2007). 
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A possible mechanism associated with ethanol damage is the process of 

lysosome assembly in cells, resulting in alcohol intoxication and the formation of 

lysosomes with a defective membrane (Donohue and Osna, 2003). A consequence of 

the synthesis of such lysosomes is the release of proteolytic enzymes and the imbalance 

between the activity of proteinases and their endogenous inhibitors. In ethanol-induced 

toxicity, ROS modify the structure of lysosomal proteases, thereby reducing their 

activity, facilitating their passage into the cytosol and increasing their activity (Lee et 

al., 2012). This is due to the peroxidation of membrane lipids by acetaldehyde and the 

resulting free oxygen radicals, and the binding of acetaldehyde to the functional groups 

of amino acid residues of proteins (Donohue and Osna, 2003; Li et al., 2014; El-Mas 

and Abdel-Rahman, 2019). 

Animal studies suggest that different catabolic pathways are initiated depending 

on the type of ethanol exposure. Acute ethanol exposure stimulates autophagy, whereas 

chronic exposure suppresses it. Acute ethanol intoxication causes rapid hepatic 

polarisation in mitochondria with oxidation of ethanol in liver cells. This reaction 

induces superoxide production in the mitochondria (i.e. superoxide burst). During 

chronic alcohol-induced intoxication, the continuously produced free radicals damage 

liver cell structures, ultimately leading to dysfunction (Donohue and Thomes, 2014). 

Inflammation and altered activity of lysosomal enzymes in acute ethanol intoxication 

or chronic alcohol-dependent disease are in most cases interrelated (Koll et al., 2002). 

Greater destruction of cell structure and release of lysosomal enzymes have been 

observed in patients with alcohol-related diseases by Milnerowicz and co-workers 

(2014). 
Conclusions. The results suggest that melatonin participates in several defence 

mechanisms against ethanol-induced oxidative stress by preventing lysosomal enzyme 

disruption, inhibiting the increased activities of alanyl aminopeptidase and leucyl 

aminopeptidase, and thus reducing the extent of liver damage, especially in the early phase of 

ethanol-induced toxicity. Melatonin shows promising antioxidant properties, effectively 

scavenging free radicals and attenuating oxidative stress in hepatocytes. This antioxidant 

activity is accompanied by modulation of lysosomal enzyme activity, highlighting the 

complex regulatory mechanisms by which melatonin exerts its protective effects. The 

restoration of lysosomal enzyme levels and activities by melatonin suggests its potential role 

in maintaining cellular homeostasis and promoting hepatocellular integrity in the face of 

ethanol-induced oxidative insult. By maintaining lysosomal function, melatonin may 

facilitate the efficient degradation of damaged macromolecules and the recycling of essential 

cellular components, thereby attenuating the progression of liver injury. As a pleiotropic 

molecule, melatonin's ability to modulate lysosomal function highlights its potential as a 

therapeutic agent for various liver-related disorders characterised by oxidative stress and 

impaired cellular clearance mechanisms. Future studies using advanced molecular techniques 

and animal models may help to unravel the complex signalling pathways involved and pave 

the way for the development of targeted therapeutic interventions. 
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СУЧАСНА ПАТОГЕНЕТИЧНА ТЕРАПІЯ БРОНХІАЛЬНОЇ АСТМИ 
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Національний медичний університет імені О. О. Богомольця,  

м. Київ, Україна 
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Вступ. За статистикою на бронхіальну астму (БА) страждає приблизно 

300 млн. людей у всьому світі. Згідно з даними Глобальної ініціативи з астми 

(GINA), поширеність цього недугу у різних країнах коливається від 1 до 18 %. 

На сьогодні це захворювання вважається однією з найважливіших медичних 

проблем з точки зору важкості перебігу та тривалості інвалідності, оскільки 

приблизно у 4–17% пацієнтів спостерігається тяжка астма – форма, пов'язана з 

підвищеною смертністю, зниженням якості життя та збільшенням витрат на 

охорону здоров'я (Перцева Т. О., 2015). Пошук нових лікарських засобів, 

спрямованих на патогенетичні ланки розвитку БА є актуальним питанням 

сучасної фармакології та медицини. 

Мета дослідження. Дослідити сучасні лікарські засоби патогенетичної 

терапії бронхіальної астми. 

Матеріали та методи. Було проведено інформаційний пошук та аналіз 

наукової літератури щодо патогенезу та сучасних методів лікування 

бронхіальної астми біотехнологічними препаратами на платформах PubMed, 

Google Scholar, Cochrane Library, FreeFullPDF, проаналізовано державні та 

міжнародні протоколи, рекомендації, настанови щодо лікування бронхіальної 

астми. Використовували пошуковий, аналітичний метод, методи аналізу та 

узагальнення. 

Результати та їх обговорення. За останні роки наука досягла суттєвого 

прогресу в розумінні молекулярних механізмів розвитку БА. За сучасними 

науковими даними кардинальну роль в патогенезі БА відіграють зміни у 

субпопуляціях лімфоцитів Th2-хелперів, котрі продукують характерний профіль 

цитокінів (ІЛ-4, ІЛ-5, ІЛ-13), що впливають на утворення IgE B-лімфоцитами, а 

також на ріст, диференціацію та активацію еозинофілів і мастоцитів. Останні 

розробки в терапевтичних стратегіях астми пропонують альтернативу 

кортикостероїдам для лікування запалення дихальних шляхів при астмі – це 

розробка антицитокінових моноклональних антитіл (Hammad H. et al., 2021). 

Моноклональні антитіла – принципово новий клас біофармацевтичних 

препаратів, отриманий завдяки генній інженерії (Зайченко Г. В. та ін., 2019), який 

зайняв одне із центральних місць в патогенетичному лікуванні БА.  

Основним документом, за яким у всьому світі відбувається лікування БА, 

є «Глобальна ініціатива з ведення та профілактики астми» (Global Initiative for 

Asthma, GINA), які вперше були видані у 1993 році за ініціативою Національного 

Інституту серця, легень та крові та Всесвітньої організації охорони здоров’я. 

Кожного року GINA переглядається, і кожний наступний перегляд містить 

оновлені рекомендації, засновані на нових отриманих даних. Останній перегляд  

GINA-2023 включає на 5 етапі лікування БА біологічні препарати, механізм дії 

яких спрямований на IgE (омалізумаб), IL-5 (меполізумаб і реслізумаб), α-
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рецептор IL-5 (бенралізумаб) та α-рецептор IL-4 (дупілумаб), антитимічний 

стромальний лімфопоетин (тезепелумаб) (Фещенко Ю. І. та ін., 2023).  

Омалізумаб – гуманізоване моноклональне антитіло (МАТ), що 

селективно зв'язується з людським імуноглобуліном Е (IgE), нейтралізуючи його 

вплив на алергічний каскад. Призначають при спонтанній кропив’янці, 

бронхіальній астмі від 6 років (Agache I., 2020). 

Реcлізумаб і меполізумаб відносять до гуманізованих МАТ, які 

зв’язуються з IL-5 – прозапальним цитокіном, що відповідає за ріст і 

диференціювання, активацію та виживання еозинофілів, і блокують його 

зв’язування з відповідним рецептором (IL-5R), що експресується на поверхні 

еозинофілів, запобігають IL-5-зумовленій проліферації еозинофілів. 

Застосовують при тяжкій еозинофільній астмі у пацієнтів віком від 18 років 

(Lambrecht B.N., 2019).  

Дупілумаб – гуманізоване МАТ (IgG4), що інгібує інтерлейкіни 4 та 13 (IL-

4 та IL-13). На сьогодні він є єдиним блокатором IL-4 та IL-13. L-13 є ключовим 

фактором патогенезу запалення при БА, що призводить до дисфункції шкірного 

бар’єру, порушення імунної регуляції та хронічного запального процесу, його 

рівень корелює з тяжкістю БА. В 2020 році препарат також був схвалений для 

лікування атопичного дерматіту (АД) у дорослих та дітей віком 6–17 років, а в 

2022 році, схвалений FDA для лікування атопічного дерматиту у дітей 

молодшого віку (6 місяців – 5 років). Призначається для лікування бронхіальної 

астми з помірним та важким перебігом від 6 років життя, атопічного дерматиту 

середнього та тяжкого ступенів у дорослих та дітей, риносинуситу з назальними 

поліпами у дорослих та еозинофільним езофагітом (Akenroye A. T. et al., 2023). 

Тезепелумаб – гуманізоване МАТ (IgG2λ) проти тимусного стромального 

лімфопоетину (TSLP). TSLP – є представником IL-2, одним з основних 

регуляторів, що стимулює імунний каскад у відповідь на респіраторні 

подразники-алергени (Gauvreau G. M. et al., 2020). Препарат запобігає 

зумовленій TSLP еозинофілії в дихальних шляхах і крові, зупиняє активацію 

дендритних і опасистих клітин дихальних шляхів та пригнічує проліферацію Т-

хелперів 2-го типу, в результаті чого гальмується утворення прозапальних 

цитокінів, зокрема IL-5 та IL-13. Препарат рекомендований пацієнтам від 12 

років з тяжкою еозинофільною астмою (Lambrecht B. N., 2019). 

Висновки. 1. Сучасна патогенетична терапія бронхіальної астми є 

таргетною терапією та включає призначення біофармацевтичних препаратів – 

моноклональних антитіл на 5 етапі лікуванні як у дорослих, так і у дітей з 6 років. 

2. Основними препаратами для лікування бронхіальної астми є антагоністи IgE, 

прозапальних цитокинів та їх рецепторів, антитимічного стромального 

лімфопоетину. 3. Сучасна таргетна терапія моноклональними антитілами здатна 

значно покращити якість життя пацієнтів з бронхіальною астмою. 

Ключові слова: бронхіальна астма, патогенетична фармакотерапія, 

біофармацевтичні препарати, таргетна терапія, моноклональні антитіла. 
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