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carcinoma progression and development, espe-
cially in proliferation and invasion. HB-EGF is syn-
thesized as a transmembrane precursor (proHB-
EGF) that can act as the receptor for diphtheria 
toxin (DT) molecule. This unique for growth factors 
feature makes it possible to use recombinant DT 
derivatives to inhibit HB-EGF activity. CRM197 is 
the non-toxic mutant of DT that is already used in 
breast cancer therapy and has shown a significant 
anti-tumor effect. Previously in our lab, we created 
recombinant derivatives of DT with lower molecular 
mass compared to CRM197. Because these pro-
teins retain their ability to bind HB-EGF with high 
affinity, they can be promising candidates as HB-
EGF blocking agents. And to reliably investigate 
their effect on malignant cell proliferation is neces-
sary to create a cell line with the suppressed expres-
sion of HB-EGF. 

The aim of this work was to generate HB-EGF 
knockout MDA-MB-231 cell line using CRISPR/
Cas9 gene-editing technique and compare its pro-
liferation and migration rates with wild-type cells. 
We first set out to analyze the pool of 23-bp target-

PAM sequences selected from a bioinformatics 
database to choose two of them with minimal off-
target cross-reactivity. We focused on exons 1 and 
2 to effectively disrupt the expression of functional 
growth factor. Successful knockout of HB-EGF was 
confirmed by flow cytometry using monoclonal an-
tibodies and fluorescent derivative of DT – mCher-
ry-SbB. After the selection of an appropriate clone, 
we additionally confirmed its ability to survive under 
DT treatment by propidium iodide staining. Using 
MTT assay, we investigated cell growth rates. The 
obtained results indicate a decreased proliferation 
rate in comparison to the control MDA-MB-231 cells. 
To evaluate cell motility, we performed the scratch 
assay that revealed the reduction of migration po-
tential of HB-EGF knockout cell line. 

In summary, we generate HB-EGF knockout 
MDA-MB-231 cell line, validate its viability and re-
sistance to diphtheria toxin. Thus, this cell line could 
be useful for the development of effective HB-EGF 
inhibitors and subsequent study of their influence 
on breast cancer progression.

ПорІВНЯЛьНА ХАрАКТЕрИсТИКА ВМІсТУ ЦИКЛІЧНИХ НУКЛЕоТИДІВ 
У НИрКАХ І ЛЕгЕНЯХ ПрИ гІПЕрТЕрМІї

КУЗНЕЦОВА О.В., ДІДИК О.К.
НАцІОНАльНий МедичНий УНІверсиТеТ ІМеНІ О.О. бОГОМОльцЯ МОЗ УкрАїНи, київ;

е-mail: kuznetsova.lena9@gmail.com

Знання механізмів адаптації живих організмів 
до несприятливих умов навколишнього середови-
ща в останні десятиліття увійшло в число найбільш 
актуальних проблем біохімії. Суттєве значення для 
формування адаптивних реакцій можуть мати 
сигнальні молекули - циклічний аденозин- і гуано-
зинмонофосфати. Взаємозв’язок функціонального 
стану системи внутрішньоклітинних мессенджерів 
і морфофункціонального стану тканин за умов гі-
пертермії має достатньо складний та неоднозна-
чний характер. Вивчення змін у активності цикліч-
них нуклеотидів у процесі адаптації до тепла має 
першорядне значення для розкриття біохімічних 
механізмів адаптації біологічних систем до зміни 
температури навколишнього середовища.

Дослідження вмісту циклічних нуклеотидів 
(цАМФ і цГМФ) у тканині легень і нирок щурів за 
умов експериментальної гіпертермії.

Експеримент проводили на щурах-самцях лінії 
Вістар вагою 200‒250 г відповідно до правил Єв-
ропейської Конвенції про захист хребетних тварин 
(Страсбург, 1986) та Директиви Ради Європи 
2010/63/ЄC про захист тварин. Тварин (n=10) пе-
ребували у спеціалізованій термокамері з темпе-
ратурою повітря +43–45 °С, відносною вологістю 

у межах 75‒85 % та концентрацією оксигену у 
межах 20‒20,5 % протягом 60 хвилин. Концентра-
цію цАМФ й цГМФ (пмоль) у легеневій і нирковій 
тканині досліджували методом радіоімунного ана-
лізу за допомогою тест-систем виробництва 
“Chemapol” (Чехія) і розраховували на 1 мг проте-
їну тканини, який вимірювали методом Лоурі. 
Концентрацію йонів натрію і кальцію у сироватці 
крові вимірювали методом полум’яної фотометрії. 
Результати обробляли за допомогою t-критерію 
Стьюдента і оцінювали достовірними при р<0,05 
у порівнянні з показниками інтактних тварин (n=10).

В експериментальних умовах у дослідних тва-
рин розвивалися гіпертермія (температура тіла 
39,6±0,3 °С), дегідратація (втрата близько 2 % маси 
тіла) і гіпернатріємія (вміст йонів натрію у сирова-
тці крові у 1,2 раза вищий порівняно з інтактними 
тваринами). Вміст цАМФ і цГМФ в тканини правої 
легені інтактних тварин спостерігався більш висо-
ким, ніж в тканини лівої легені, що пов’язано з 
морфо-функціональними відмінностями між пра-
вою і лівою легенями. У дослідних тварин у правій 
легені концентрація цАМФ зменшилася у 1,6 рази 
(з 2,19±0,39 до1,41±0,36), а цГМФ зросла у 3 рази 
(з 0,057±0,009 до 0,171±0,042), а у лівій легені 
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дослідних щурів вміст цАМФ зменшився у 3,1 раза 
(з 0,906±0,153 до 0,291±0,090), а цГМФ підвищив-
ся у 4,1 раза (з 0,035±0,009 до 0,147±0,027) порів-
няно з інтактними тваринами. 

За умов гіпертермії у лівій легені спостерігалось 
у 12,5 раза зниження індексу цАМФ/цГМФ, в той 
час як у правій легені – всього у 4,75 раза. У інтак-
тних тварин у мозковій речовині нирок вміст цикліч-
них нуклеотидів був вищий, ніж у кірковій речовині, 
й цАМФ домінував над цГМФ. У кірковій речовині 
нирок дослідних щурів концентрація цАМФ зросла 
у 15,6 раза (з 0,47±0,08 до 7,35±0,95), цГМФ ‒ у 3,9 
раза (з 0,15±0,02 до 0,58±0,07), в той час у в моз-

ковій речовині вміст цАМФ збільшився у 2,2 раза 
(з 1,45±0,21 до 3,22±0,33), цГМФ ‒ у 3 рази (з 
0,96±0,07 до 2,87±0,20). Індекс цАМФ/цГМФ у кір-
ковій речовині нирок виріс у 4 рази, у мозковій 
речовині достовірно не змінився. 

Таким чином, динаміка вмісту циклічних нукле-
отидів у легеневій і у нирковій тканинах щурів 
свідчить про те, що гіпертермія викликає неодна-
кові функціональні відповіді, які зумовлені особли-
востями тканини, що спрямовані на активацію 
адаптаційно-пристосувальних механізмів на тка-
нинному і клітинному рівнях і запуск генетичної 
програми загибелі клітин. 

ЕКсКрЕТорНА ФУКЦІЯ НИроК ЗА УМоВ ТрИВАЛого ВВЕДЕННЯ 
НАТрїЮ НІТрАТУ ТА МЕТАбоЛІЧНого сИНДроМУ

ЛАРИЧЕВА О.М.1,2, ЦВЯХ О.О.2
1чОрНОМОрський НАцІОНАльНий УНІверсиТеТ ІМеНІ ПеТрА МОГили, МикОлАїв, УкрАїНА;

2МикОлАївський НАцІОНАльНий УНІверсиТеТ ІМеНІ в.О. сУхОМлиНськОГО, УкрАїНА;
e-mail: laricheva72@gmail.com

Ниркам належить головна роль у регуляції 
гомеостазу організму. Виконання основних гоме-
остатичних функцій нирок пов’язано з сечоутво-
ренням та залежить від погодженої зміни основних 
ниркових процесів: клубочкової фільтрації, реаб-
сорбції й секреції.

Забруднення води та ґрунтів нітратами на 
більшості територій України перевищує допустимі 
норми. У разі надмірного щоденного надходження 
вони здатні до накопичення та утворення більш 
небезпечних сполук – нітритів. 

Нирки дуже чутливі як до дії токсичних речовин, 
так і до порушень обміну речовин. Значною про-
блемою охорони здоров’я, що можна назвати епі-
демією у глобальному масштабі й однією з причин 
ранньої смерті, є метаболічний синдром (МС). МС 
являє собою комплекс порушень обміну речовин, 
що негативно впливають на здоров’я. Патологічні 
стани, пов’язані з МС (інсулінорезистентність, віс-
церальне ожиріння, ендотеліальна дисфункція, 
гіпертригліцеридемія, дисліпідемія, системна про-
запальна гіперцитокінемія) включають також і по-
рушення функції нирок.

Досліджено екскреторну функцію нирок стате-
возрілих щурів за різних умов: 30-добове введення 
натрію нітрату у дозі 500мг/кг (НН), МС, МС та НН 
після 5% водного навантаження. З метою стандар-
тизації показників функції нирок їх абсолютні вели-
чини перераховували на 100 г маси тіла тварин і 
на 100 мкл клубочкового фільтрату.

Для характеристики екскреторної функції нирок 
визначали концентрації креатиніну та протеїну у 
плазмі крові та сечі (діурез вимірювали за дві годи-
ни), розраховували екскрецію креатиніну та протеї-

ну й концентраційний індекс ендогенного креати-
ніну. Для оцінки функціонального стану нирок ви-
значали швидкість клубочкової фільтрації (ШКФ) 
оскільки її ступінь зниження корелює з іншими 
клінічними та метаболічними змінами нирок. ШКФ 
розраховували за кліренсом ендогенного креати-
ніну. Для оцінки волюморегулювальної функції 
нирок розраховували канальцеву та відносну ре-
абсорбцію води.

За умов 5 % водної гіпергідратації у щурів з НН 
виявлено порушення екскреторної функції нирок, 
що характеризувалося зниженням ряду показників: 
концентрації креатиніну в сечі, його екскреції, кон-
центраційного індексу ендогенного креатиніну та 
відносної реабсорбції води. У щурів з МС за умов 
5% водної гіпергідратації реакція клубочкового 
сектору супроводжувалася збільшенням діурезу 
без зміни інших параметрів. Показники тварин з 
МС та НН не відрізнялися від показників інтактної 
та контрольних груп. Встановлено, що за різних 
експериментальних умов здатність нирок концен-
трувати та розводити сечу не змінилася.

Таким чином, тривала дія нітратів у дозі  
500 мг/кг призводить до порушення екскреторної 
функції нирок, у той час як метаболічний синдром 
та дія нітратів не впливають на екскреторну здат-
ність даного органу. Даний ефект, можливо, пов’я-
заний із здатністю екзогенних нітратів виступати в 
якості джерела нітроген оксиду як медіатору ряду 
біологічних функцій через активацію цГМФ та про-
теїнкіназу G, особливо за умов гіпоксії та ендоте-
ліальної дисфункціїї, характерних для метаболіч-
ного синдрому.


