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АНОТАЦІЯ 

 

Корбуш М. Ю. Бар’єрна функція кишечника за дії карбонвмісних 

наночастинок-забруднювачів повітря природного та антропогенного 

походження. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за 

спеціальністю 091 «Біологія» (09 – Біологія) – Київський національний 

університет імені Тараса Шевченка, Київ, 2023. 

Бар’єрна функція кишечника є фундаментальним аспектом здоров'я 

організму та відіграє ключову роль у захисті організму від шкідливих речовин, 

токсинів та патогенних мікроорганізмів, які потрапляють у нього через 

шлунково-кишковий тракт (ШКТ). В основі бар'єрної функції кишечника лежить 

складна система механічних, біохімічних та імунологічних процесів, які 

контролюють проникнення речовин через епітеліальний шар кишечника. Крім 

того, кишкова мікробіота грає важливу роль у підтримці цілісності кишкового 

бар'єру, виробляючи корисні метаболіти, захищаючи від патогенів, та регулюючи 

імунну відповідь.  

Порушення бар'єрної функції кишечника може призвести до проникнення 

небезпечних агентів в організм, що у подальшому може сприяти розвитку різних 

захворювань, алергій та імунологічних порушень, зробивши організм більш 

вразливим перед інфекційними захворюваннями. Відомо, що порушення 

цілісності кишкового бар'єра може грати ключову роль у розвитку запальних 

захворювань кишечника, таких як хвороба Крона та виразковий коліт. Хоча точні 

механізми залишаються об'єктом активного дослідження, припускається, що таке 

порушення може сприяти хронічному запаленню, змінам у мікробіоті кишечника 

та втраті функції абсорбції. 

В умовах збільшеного рівня забруднення повітря, особливо в областях з 

інтенсивною промисловістю та інтенсивним автомобільним трафіком, виникає 

ще більша загроза порушенню цілісності кишкового бар’єра. Особливу 
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небезпеку становлять тверді частинки – група забруднювачів повітря, що містять 

вуглецеві сполуки з органічними речовинами та/або важкими металами. Тверді 

частинки можуть відрізнятися між собою за формою, походженням, хімічним 

складом, але основним параметром їх класифікації є розмір. Тверді частинки 

поділяють на грубі (діаметром до 10 мкм), дрібні (діаметром до 2,5 мкм) та 

наддрібні (нано-) частинки (діаметром до 100 нм).  

В залежності від розміру тверді частинки можуть проявляти різні 

властивості. Відомо, що грубі частинки не здатні глибоко проникати в організм, 

а здебільшого осідають у верхніх дихальних шляхах або трахеї, а дрібні частинки 

та наночастинки можуть проникати у бронхи та альвеоли, де можуть попадати у 

кровоносну систему. Більше того, тверді частинки можуть потрапляти в організм 

через ковтання повітря, яке вдихається, із забрудненою їжею чи водою або 

завдяки мукоциліарному кліренсу, під час якого частинки, захоплені слизом, 

виштовхуються у ротову порожнину, де потім можуть проковтуватися зі слиною 

і потрапляти у ШКТ. Це зумовлює здатність твердих частинок не тільки 

спричиняти порушення дихальної та серцево-судинні систем, а й впливати на 

розвиток запальних процесів у ШКТ.  

І хоча ряд досліджень продемонстрував здатність грубих та дрібних твердих 

частинок порушувати цілісність кишкового бар’єру та впливати на склад і 

різноманітність кишкової мікробіоти, проте основну та найбільшу загрозу 

становлять тверді наночастинки, які завдяки своєму розміру мають унікальні 

фізико-хімічні властивості. 

Тому метою дисертаційного дослідження було оцінити ефект дії твердих 

карбонвмісних наночастинок-забруднювачів повітря природного та 

антропогенного походження на стан бар’єрної функції слизової оболонки товстої 

кишки, її прозапальні зміни та метаболічну активність кишкової мікробіоти в 

умовах in vitro, ex vivo та in vivo. 

Для виконання роботи використовували бактеріологічні (визначення 

загальної кількості бактерій шляхом посіву на селективні середовища), 
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цитологічні (культивування та визначення життєздатності клітин), хіміко-

аналітичні (визначення кислотності молока методом титрування з NaOH), 

імунологічні (Вестерн-блот), електрофізіологічні (дослідження функції 

епітеліального препарату товстої кишки за допомогою системи камер Уссінга), 

фізіологічні, спектрофотометричні та біохімічні методи. 

На першому етапі роботи ми визначили ступінь токсичності твердих 

наночастинок, отриманих від згоряння різних порід деревини та деревних 

компонентів, а саме: деревини та кори берези, деревини тополі, деревини та гілля 

сосни, на життєздатність клітин кишечника лінії COLO 205 та функції епітелію 

товстої кишки щурів. Ми продемонстрували що всі види твердих наночастинок 

виявляли токсичний дозозалежний вплив, який спричиняв стійкі зміни. 

Найменший ступінь токсичність проявляли тверді наночастинки, отримані 

внаслідок згорання кори берези, а найсильнішу – тверді наночастинки, отримані 

від згорання деревини тополі. Тверді наночастинки, отримані від згорання 

деревини берези та сосни проявляють помірну ефективність впливу. 

На другому етапі ми порівняли ефект дії твердих наночастинок природного 

походження, отриманих від згорання деревини тополі, та антропогенного 

походження, отриманих від згорання медичних масок, на стан бар’єрної функції 

слизової оболонки товстої кишки щурів за двох шляхів гострого введення 

твердих наночастинок: внутрішньовенного та перорального. Гостре (3-годинне) 

введення твердих наночастинок внутрішньовенно призводило до пошкодження 

ендотелію судин та розвитку запалення у слизовій оболонці товстої кишки щурів, 

проте не спостерігалося значних змін у стані слизового бар’єру. Пероральне 

введення твердих наночастинок призводило до зменшення кількості 

глікопротеїнів у складі поверхневого слизу епітелію товстої кишки та значного 

збільшення транслокації бактерій у кров ворітної вени, що вказує на порушення 

мукозального шару та цілісності кишкового бар'єра.  
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Таким чином, нами вперше показано різницю у механізмі дії твердих 

наночастинок природного та антропогенного походження залежно від шляху їх 

введення в організм щурів. 

Далі ми дослідили зміни бар’єрної функції слизової оболонки товстої кишки 

щурів за довготривалої, 7-добової, експозиції твердих наночастинок, отриманих 

внаслідок згорання деревини тополі та медичних масок. У нашому експерименті 

пероральне введення твердих наночастинок протягом 7 діб призводило до 

значного погіршення фізіологічного стану щурів: втрати маси тіла, збільшення 

вмісту води у фекаліях та схильності до розвитку діареї. Крім того, довготривала 

експозиція твердих наночастинок спричинювала деградацію слизової оболонки 

кишечника, зміни у складі просвітної мікробіоти  з появою умовно-патогенних 

мікроорганізмів, порушення цілісності ендотелію судин та транслокації бактерій 

до кровотоку.  

Транспорт іонів у товстій кишці є ключовим процесом, що забезпечує 

функціонування цього органу та підтримує гомеостаз в організмі. У нашій роботі 

для дослідження транспорту іонів через епітеліальний бар'єр використовувалася 

система камер Уссінга. Отримані результати дослідження показали зниження 

струму короткого замикання та рівня відповіді на стимулювальну дію 

карбахоліну та збільшення парацелюлярної проникності після 7-добового 

введення твердих наночастинок, отриманих внаслідок згорання деревини тополі 

та медичних масок, у товстій кишці щурів. Ця реакція супроводжувалася 

збільшенням рівнів активності прозапального маркера мієлопероксидази та 

експресії редокс-чутливого транскрипційного фактора EGR-1. При цьому 

важливо зазначити на те, що найбільш виражені зміни були виявлені після 

введення твердих наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі на 

відміну від твердих наночастинок отриманих від згорання медичних масок. 

Порушення цілісності та функціонування кишкового бар'єра розглядається 

як один з основних факторів патогенезу запальних захворювань кишечника, тому 

ми оцінили ефект дії твердих наночастинок природного та антропогенного 
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походження на ступінь прозапальних змін в слизовій оболонці товстої кишки 

щурів та схильність до розвитку коліту. 7-добове введення твердих наночастинок, 

отриманих від згорання деревини тополі та медичних масок, підвищувало 

чутливість щурів до розвитку експериментального коліту порівнянно із 

контрольною групою щурів з модельованим колітом, збільшуючи рівень 

активації мієлопероксидази, масу товстої кишки та проникність ендотелію судин 

органу, знижуючи кількість глікопротеїнів слизової оболонки й електрогенний 

транспорт іонів, а також пригнічуючи карбахолін-стимульовану секрецію іонів 

хлору через епітелій товстої кишки.  

У забезпеченні стійкості до колонізації товстої кишки патогенними 

мікроорганзмами важливу роль відіграють представники нормобіоти кишечника. 

Тверді наночастинки здатні впливати на мікроорганізми, змінюючи їх кількісний 

склад, і цей вплив може бути ключовим фактором у виникненні багатьох 

захворювань. Під час нашого дослідження ми вперше виявили відмінності у 

впливі твердих наночастинок, отримані від згорання деревини тополі та 

медичних масок, за різних концентрацій (20 мкг/мл, 40 мкг/мл та 80 мкг/мл) на 

ростові показники та метаболічну активність представників транзиторної та 

облігатної мікробіоти кишечника: Escherichia coli B906, Staphylococcus aureus B-

918 та Lactobacillus plantarum 691.  

Тверді наночастинки виявили різну інгібувальну дію на ріст та 

життєздатність цих штамів, проявляючи як бактеріостатичний, так і 

бактерицидний вплив залежно від походження та концентрації. Тверді 

наночастин продемонстровали безпосередній вплив на лактозоферментуючий 

штам Escherichia coli B-906, що характеризувався появою від 8% до 27% штамів, 

не здатних ферментувати лактозу, зростанням здатності до біоплівкоутворення за 

концентрації 20 мкг/мл диму тополі та здатністю до формування резистентності 

до ампіциліну та норфлоксацину та зниженням чутливості до цефтріаксону після 

культивування протягом 72 годин у присутності твердих наночастинок, 

отриманих від згорання деревини тополі та медичних масок.  
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Тверді наночастинки обох типів також  посилювали агресивний потенціал 

умовно-патогенного штаму Staphylococcus aureus B-918, сприяючи утворенню 

біоплівки та розвитку резистентності до ампіциліну та меропенему, а крім того, 

знижували чутливість до левоміцетину, норфлоксацину та цефтріаксону.  

Також ми встановили здатність твердих наночастинок, отриманих від 

згорання деревини тополі та медичних масок, пригнічувати ріст та розвиток 

Lactobacillus plantarum 619, який є одним з ключових представників нормобіоти 

кишечника, зменшувати здатність до формування біоплівки та інгібувати 

вироблення цим штамом молочної кислоти. 

Таким чином, у роботі було вперше системно досліджено ефект дії твердих 

наночастинок-забруднювачів повітря природного та антропогенного 

походження, доведено залежність їх впливу від концентрації, тривалості дії та 

шляху введення, а також встановлено їхню здатність порушувати бар’єрну 

функцію слизової оболонки товстої кишки щурів, стимулювати розвиток 

прозапальних змін, підвищувати схильність до розвитку коліту а також впливати 

на ростові показники та метаболічну активність представників мікробіоти 

кишечника. 

Ключові слова: тверді частинки, наночастинки, забруднення повітря, 

бар’єрна функція кишечника, запалення, коліт, мікробіота, шлунково-кишковий 

тракт 
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ABSTRACT 

 

Korbush M. Yu. Gut barrier function under the action of carbon-containing 

air pollution nanoparticles of natural and anthropogenic origin. – Qualification 

scientific work on the rights of the manuscript. 

Dissertation for the degree of Doctor of Philosophy in the field of 09-Biology in 

the speciality 091–Biology. – Taras Shevchenko National University of Kyiv, Kyiv, 

2023. 

The intestinal barrier function is a fundamental aspect of overall health. It is 

crucial in protecting the body from harmful substances, toxins, and pathogenic 

microorganisms that enter it through the gastrointestinal tract (GIT). At the core of the 

intestinal barrier function lies a complex system of mechanical, biochemical, and 

immunological processes that control the passage of substances through the intestinal 

epithelial layer. In addition, the gut microbiota plays a significant role in maintaining 

the integrity of the intestinal barrier, producing beneficial metabolites, defending 

against pathogens, and regulating the immune response. 

Disruption of the intestinal barrier function can lead to the entry of harmful agents 

into the body, which can subsequently contribute to the development of various 

diseases, allergies, and immunological disorders, making the body more susceptible to 

infectious diseases. It is known that the disruption of the integrity of the intestinal 

barrier can play a key role in the development of inflammatory bowel diseases such as 

Crohn's disease and ulcerative colitis. Although the exact mechanisms remain the 

subject of active research, it is suggested that such disruption may contribute to chronic 

inflammation, changes in the gut microbiota, and impaired absorption function. 

With elevated levels of air pollution, especially in regions with intense industrial 

activity and heavy traffic, there is an even greater risk of compromising the integrity 

of the intestinal barrier. Particulate matter poses a particular danger - a group of air 

pollutants containing carbon compounds with organic substances and/or heavy metals. 

Particulate matter can vary in shape, origin, and chemical composition, but their 
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primary classification parameter is size. Particulate matters are categorized as coarse 

(up to 10 μm in diameter), fine (up to 2.5 μm in diameter), and ultrafine    (nano-) 

particles (up to 100 nm in diameter). 

Depending on their size, particulate matter can exhibit different properties. It is 

known that coarse particles are generally unable to penetrate deeply into the body and 

tend to settle in the upper respiratory tract or the trachea. In contrast, fine and ultrafine 

particles can penetrate the bronchi and alveoli, where they can enter the bloodstream. 

Moreover, particulate matter can enter the body through the swallow of contaminated 

air, ingestion with contaminated food or water, or through mucociliary clearance, 

during which particles captured by mucus are expelled into the oral cavity, where they 

can then be swallowed, entering the GIT. This ability of particulate matter not only 

contributes to respiratory and cardiovascular system disturbances but also affects the 

development of inflammatory processes in GIT. 

While some studies have demonstrated the ability of both coarse and fine 

particulate matter to disrupt the integrity of the intestinal barrier and influence the 

composition and diversity of the gut microbiota, the primary and most significant threat 

comes from nanoparticles, which, due to their size, possess unique physicochemical 

properties. 

Therefore, the dissertation research aimed to assess the effects of carbon-

containing nanoparticles, air pollutants of natural and anthropogenic origin, on the state 

of the mucosal barrier function of the colon, its pro-inflammatory changes, and the 

metabolic activity of the gut microbiota in in vitro, ex vivo, and in vivo conditions. 

To conduct the study, we utilized bacteriological (determination of total bacterial 

count through selective culture media), cytological (cultivation and assessment of cell 

viability), chemical-analytical (determination of milk acidity using titration with 

NaOH), immunological (Western blot), electrophysiological (evaluation of the colonic 

epithelium's function using the Ussing chamber system), physiological, 

spectrophotometric, and biochemical methods. 
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In the first stage of the research, we assessed the toxicity of nanoparticles obtained 

from the combustion of various types of wood and wood components, specifically 

birch wood and bark, poplar wood, and pine wood and branches, on the viability of 

COLO 205 cell line and the colonic epithelial function in rats. We demonstrated that 

all types of nanoparticles exhibited dose-dependent toxic effects, resulting in persistent 

changes. The lowest degree of toxicity was observed in nanoparticles derived from the 

combustion of birch bark, while the highest toxicity was observed in nanoparticles 

obtained from the combustion of poplar wood. Nanoparticles from birch and pine wood 

showed moderate effectiveness. 

In the second stage, we compared the effects of naturally derived nanoparticles 

obtained from the combustion of poplar wood with anthropogenic nanoparticles 

obtained from the combustion of medical masks on the barrier function of the colonic 

mucosa in rats, administered through two acute routes: intravenous and oral. Acute (3-

hour) intravenous administration of nanoparticles led to vascular endothelial damage 

and inflammation in the colonic mucosa of rats, but significant changes in the mucosal 

barrier were not observed. Oral administration of nanoparticles resulted in a decrease 

in the quantity of glycoproteins in the colonic epithelium's surface mucus and a 

significant increase in bacterial translocation into the portal vein, indicating disruption 

of the mucosal layer and intestinal barrier integrity. 

Thus, we have demonstrated for the first time the difference in the mechanism of 

action of nanoparticles of natural and anthropogenic origin, depending on the route of 

administration in rats. 

Next, we examined changes in the barrier function of the colonic mucosa in rats 

after prolonged (7 days) exposure to nanoparticles derived from the combustion of 

poplar wood and medical masks. In our experiment, oral administration of 

nanoparticles for 7 days resulted in significant deterioration of the physiological 

condition of the rats, including body weight loss, increased water content in faeces, and 

a tendency to develop diarrhoea. Moreover, prolonged exposure to nanoparticles 

caused the degradation of the intestinal mucosa, changes in the composition of luminal 
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microbiota with the appearance of opportunistic microorganisms, disruption of 

endothelial integrity of blood vessels, and bacterial translocation into the bloodstream. 

Ion transport in the colon is a key process that ensures the organ's functioning and 

maintains overall body homeostasis. In our study, we used the Ussing chamber system 

to investigate ion transport across the epithelial barrier. The results showed a decrease 

in short-circuit current and the response to carbachol stimulation, as well as an increase 

in paracellular permeability after 7 days of administration of nanoparticles derived 

from the combustion of poplar wood and medical masks in the colons of rats. This 

reaction was accompanied by increased levels of the pro-inflammatory marker 

myeloperoxidase activity and the expression of the redox-sensitive transcription factor 

EGR-1. Importantly, the most significant changes were observed following the 

administration of nanoparticles from the combustion of poplar wood, as opposed to 

nanoparticles from the combustion of medical masks. 

Disruption of the integrity and function of the intestinal barrier is considered one 

of the key factors in the pathogenesis of inflammatory bowel diseases. Therefore, we 

evaluated the effects of nanoparticles of natural and anthropogenic origin on the degree 

of pro-inflammatory changes in the colonic mucosa of rats and their susceptibility to 

colitis. Seven-day administration of nanoparticles from the combustion of poplar wood 

and medical masks increased the susceptibility of rats to experimental colitis compared 

to the control group of rats with induced colitis. This was characterized by an increase 

in myeloperoxidase activation, colon weight, endothelial permeability, a reduction in 

glycoproteins in the mucosal layer, disruption of ion transport, and a decrease in 

carbachol-stimulated chloride ion secretion across the colonic epithelium. 

In maintaining resistance to colonization of the colon by pathogenic 

microorganisms, the representatives of the gut's normal microbiota play a crucial role. 

Nanoparticles have the potential to influence microorganisms, altering their 

quantitative composition, and this impact may be a key factor in the development of 

various diseases. During our research, we discovered differences in the impact of 

nanoparticles, derived from the combustion of poplar wood and medical masks, at 
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different concentrations (20 µg/ml, 40 µg/ml, and 80 µg/ml) on the growth and 

metabolic activity of transient and obligate gut microbiota representatives: 

Escherichia coli B906, Staphylococcus aureus B-918, and Lactobacillus plantarum 

691.  

Nanoparticles exhibited varying inhibitory effects on the growth and viability of 

these strains, displaying both bacteriostatic and bactericidal effects depending on their 

origin and concentration. Nanoparticles obtained from the combustion of poplar wood 

had a direct impact on the lactose-fermenting strain Escherichia coli B-906, leading to 

the emergence of 8% to 27% of strains unable to ferment lactose, increased biofilm 

formation potential at a concentration of 20 µg/ml of poplar wood smoke, and the 

development of resistance to ampicillin and norfloxacin, as well as decreased 

sensitivity to ceftriaxone after 72 hours of cultivation in the presence of nanoparticles.  

Additionally, nanoparticles from both sources enhanced the aggressive potential 

of the opportunistic strain Staphylococcus aureus B-918, promoting biofilm formation 

and the development of resistance to ampicillin and meropenem, along with a decrease 

in sensitivity to levomycetin, norfloxacin, and ceftriaxone.  

We also found that nanoparticles derived from the combustion of poplar wood and 

medical masks were capable of inhibiting the growth and development of Lactobacillus 

plantarum 619, which is one of the key representatives of gut normal microbiota, 

decreasing the ability for biofilm formation and suppressing lactic acid production. 

In conclusion, our study systematically investigated the effects of air pollution 

nanoparticles of natural and anthropogenic origin. We demonstrated the dependency of 

their influence on concentration, duration of exposure, and route of administration. We 

also established their ability to disrupt the barrier function of the colonic mucosa, 

stimulate pro-inflammatory changes, increase susceptibility to colitis, and impact the 

growth and metabolic activity of gut microbiota representatives. 

Keywords: particulate matter, nanoparticles, air pollution, intestinal barrier 

function, inflammation, colitis, microbiota, gastrointestinal tract 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

АФК – активні форми кисню; 

ВК – виразковий коліт; 

ГС – тверді наночастинки, отримані від згорання гілля сосни; 

ДБ – тверді наночастинки, отримані від згорання деревини берези; 

ДТ – тверді наночастинки, отримані від згорання деревини тополі; 

ДС – тверді наночастинки, отримані від згорання деревини сосни; 

ЕБ – (барвник) Еванс блакитний; 

ЗЗК – запальні захворювання кишечника; 

ЙА – йодоацетамід; 

КБ – тверді наночастинки, отримані від згорання кори берези; 

КЖК – кількість життєздатних клітин 

КЛЖК – коротколанцюгові жирні кислоти; 

КУО – колонієутворююча одиниця; 

ММ – тверді наночастинки, отримані від згорання медичних масок; 

МПО – мієлопероксидаза; 

МЦ – метилцелюлоза; 

ПВДФ – полівінілідендифлуорид; 

СФР – стерильний фізіологічний розчин; 

ТНЧ – тверді наночастинки; 

ТЧ – тверді частинки; 

ХК – хвороба Крона 

ШКТ – шлунково-кишковий тракт; 

EGR-1  – early growth response 1 (білок ранньої відповіді 1); 

FITC – fluorescein isothiocyanate (флуоресцеїн ізотіоціанат); 

Isc – струм короткого замикання 

TJ – tight junction (щільні контакти). 
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ВСТУП 

 

Актуальність. Останні десятиліття спостерігається швидкий розвиток 

урбанізації та індустріалізації суспільства, що приводить до значного збільшення 

забруднення повітря. Відповідно до дослідження Global Burden of Disease, 

забруднення повітря знаходиться на четвертому місці серед факторів ризику 

захворювань та передчасної смертності, викликаючи понад 13 мільйонів смертей 

щорічно [1]. За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я, близько 90 % 

населення дихає повітрям, яке не відповідає максимально допустимим нормам 

забрудненості [2]. 

Забруднення повітря може бути обумовлене різноманітними речовинами, 

але особливу небезпеку представляють тверді частинки (ТЧ). Ці частинки 

можуть проникати в організм людини, спричиняючи розвиток запальних, 

оксидативних та канцерогенних процесів. Відмічається, що ТЧ не лише 

викликають респіраторні [3, 4] та серцево-судинні [5–7] захворювання, але й 

можуть сприяти розвитку захворювань травної системи, таких як коліт, хвороба 

Крона та синдром подразненого кишечника [8–11]. 

Бар'єрна функція кишечника полягає у запобіганні проникненню шкідливих 

речовин, токсинів та патогенних мікроорганізмів з кишкового простору до 

внутрішнього середовища організму, одночасно забезпечуючи утримання 

корисних речовин та мікроорганізмів у кишечнику. Це досягається завдяки 

інтегрованій системі механічних, біохімічних та імунологічних процесів, які 

забезпечують цілісність та регулювання проникнення речовин через 

епітеліальний шар кишечника [12–15]. Кишкова мікробіота також бере участь у 

підтримці сталості кишкового бар’єра, забезпечуючи захист від потенційно 

шкідливих мікроорганізмів, продукцію корисних метаболітів та регуляцію 

імунної відповіді [16–19]. 

Низка досліджень показала, що ТЧ здатні порушувати цілісність кишкового 

бар’єра [20], збільшувати експресію прозапальних цитокінів [21, 22], змінювати 



23 

кількісне співвідношення і видову різноманітність кишкової мікробіоти [23–25], 

що може призводити до дисбіотичних порушень та розвитку запальних 

захворювань кишечника (ЗЗК) [18, 26]. Крім того, відомо, що ТЧ можуть 

впливати на метаболічні процеси в кишечнику, зокрема, змінюючи активність 

ферментів та концентрацію коротколанцюгових жирних кислот (КЛЖК) [24]. 

Однак, наведені дослідження використовували ТЧ розміром 2,5-10 мкм, 

проте найбільшу небезпеку становлять ТЧ діаметром 100 нм і менше (тверді 

наночастинки, ТНЧ). В залежності від розміру, походження та складу ТЧ мають 

різні ступінь токсичності та силу впливу на організм, тому дослідження 

механізму дії ТНЧ на бар’єрну функцію кишечника та їхньої ролі у розвитку 

запальних процесів критично важливими для створення ефективних стратегій 

попередження, лікування та профілактики ЗЗК. 

Мета і завдання: Метою дисертаційного дослідження було оцінити ефект 

дії твердих карбонвмісних наночастинок-забруднювачів повітря природного та 

антропогенного походження на стан бар’єрної функції слизової оболонки товстої 

кишки, її прозапальні зміни та метаболічну активність кишкової мікробіоти в 

умовах in vitro, ex vivo та in vivo. 

Відповідно до зазначеної мети були поставлені наступні завдання: 

1. Визначити ступінь токсичності твердих наночастинок, отриманих від 

згоряння різних порід деревини та деревних компонентів, на життєздатність 

клітин кишечника лінії COLO 205 та функції епітелію товстої кишки щурів. 

2. Порівняти ефект дії твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на стан бар’єрної функції слизової оболонки товстої кишки щурів за 

різних шляхів гострого введення твердих наночастинок. 

3. Схарактеризувати зміни бар’єрної функції слизової оболонки товстої 

кишки щурів за довготривалої експозиції твердих наночастинок природного та 

антропогенного походження. 
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4. Оцінити ефект дії твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на ступінь прозапальних змін в слизовій оболонці товстої кишки 

щурів та схильність до розвитку коліту. 

5. Порівняти дії твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на ростові показники та метаболічну активність представників 

транзиторної та облігатної нормобіоти кишечника. 

Об’єкт дослідження: бар’єрна функція слизової оболонки товстої кишки 

щурів у нормі та за умов модельованого коліту. 

Предмет дослідження: вплив твердих карбонвмісних наночастинок 

природного та антропогенного походження на стан бар’єрної функції слизової 

оболонки товстої кишки щурів у нормі та за умов модельованого коліту. 

Методи дослідження: У роботі були застосовані бактеріологічні 

(визначення загальної кількості бактерій шляхом посіву на селективні 

середовища), цитологічні (культивування та визначення життєздатності клітин), 

хіміко-аналітичні (визначення кислотності молока методом титрування з NaOH), 

імунологічні (Вестерн-блот), електрофізіологічні (дослідження функції 

епітеліального препарату товстої кишки за допомогою системи камер Уссінга), 

фізіологічні, спектрофотометричні та біохімічні методи. 

Наукова новизна результатів. Вперше системно досліджено вплив твердих 

наночастинок, отриманих від згорання різних матеріалів як природного, так і 

антропогенного походження, на бар’єрну функцію кишечника: 1) нами вперше 

експериментально визначено ступінь токсичності твердих наночастинок, 

отриманих від згорання 3-х порід деревини та 2-х типів деревних компонентів, in 

vitro та ex vivo; 2) встановлено комплексну дію твердих наночастинок природного 

та антропогенного походження на кишечник, показана їхня здатність порушувати 

цілісність кишкового бар’єра та підтверджено залежність механізму їхнього 

впливу від шляху введення в організм; 3) визначено чіткі зв'язки між 

походженням, дозою та тривалістю дії твердих наночастинок і їх впливом на 

кишечник; 4) показано здатність твердих наночастинок порушувати бар’єрну 
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функцію кишечника шляхом зменшення гліканової частини слизової оболонки, 

зміни складу кишкової мікробіоти, збільшення парацелюлярної проникності та 

порушення іонного транспорту, а також посилення імунної відповіді; 5) нами 

експериментально доведено здатність твердих наночастинок збільшувати 

схильність до розвитку коліту; 6) вперше показано вплив твердих наночастинок 

природного та антропогенного походження на ростові показники, метаболічні й 

адгезивні властивості окремих представників облігатної (Lactobacillus plantarum) 

та транзиторної (Escherichia coli та Staphylococcus aureus) мікробіоти кишечника.  

Практичне значення. Результати дослідження дозволяють краще розуміти 

потенційні ризики, пов'язані з контактом із твердими наночастинками, що 

можуть утворюватися при згорянні деревини, пожежах, під час перероблення 

сміття тощо, та їхню роль у патогенезі запальних захворювань кишечника. 

Отримані результати можуть стати основою для розробки нових стратегій 

профілактики та лікування дисфункції шлунково-кишкового тракту, що 

виникають після потрапляння в організм твердих карбонвмісних наночастинок. 

А виявлені зміни у мікробіоті кишечника можуть вказувати на можливі шляхи 

розвитку нових напрямків для захисту кишечника від небезпечних впливів 

наночастинок.  

Матеріали дисертації впроваджені у навчальний процес при викладанні 

курсу «Основи молекулярної фармакології» на кафедрі супрамолекулярної хімії 

Навчально-наукового інституту високих технологій та «Лабораторного 

практикуму з біофізики» на кафедрі біофізики та медичної біоінформатики 

Навчально-наукового центру «Інститут біології та медицини» Київського 

національного університету імені Тараса Шевченка, а також в онлайн-

практикуми Open Educational Resources Інформаційного центру науки і техніки 

імені Лейбніца у Німеччині. 

Особистий внесок здобувача. Дисертанткою самостійно був проведений 

інформаційний пошук, експериментальні дослідження, аналіз і статистичне 

опрацювання результатів, а також графічна підготовка результатів досліджень. 
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Формування ідеї роботи, планування схеми експерименту та розробка 

методичних підходів до виконання комплексу лабораторних досліджень, 

обговорення отриманих результатів і формулювання висновків було проведено за 

участі наукового керівника. 

Допомогу та супровід у проведенні досліджень надавали: н.с., к.б.н. 

Довбинчук Т.В. (моделювання експериментального коліту, дослідження функцій 

епітеліальних препаратів товстої кишки); доц., к.б.н. Сергійчук Т.М. 

(мікробіологічні дослідження), проф, д.б.н. Гарманчук Л.В. (робота із культурою 

клітин). 

Синтез і підготовка препаратів із твердими наночастинками були виконані 

відділом нейрохімії Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України під 

керівництвом проф., д.б.н. Борисової Т.О. Дана співпраця відображається у 

спільних публікаціях. 

Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертаційної 

роботи доповідалися та обговорювалися на: VIII та ІХ Всеукраїнській науково-

практичній конференції студентів, аспірантів та молодих вчених «Об’єднані 

наукою: перспективи міждисциплінарних досліджень» (2021, 2022, Київ, 

Україна); IV International Scientific Conference «Microbiology and Immunology - the 

development outlook in the 21st century». (September 22-23, 2022, Kyiv, Ukraine); 

30th United European Gastroenterology Week 2022 (October 8-11, 2022, Vien, 

Austria); I Молодіжній науково-практичній інтернет-конференції Youth Biological 

Conference, (15 квітня 2023, Київ, Україна), XX Міжнародній науковій 

конференції студентів та молодих вчених «Шевченківська весна: досягнення в 

науках про життя» (27-28 квітня 2023, Київ, Україна). 

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

Дисертаційна робота виконана за грантової підтримки Національного фонду 

досліджень України в рамках проєкту «Глутамат/ГАМК сигналювання в 

двонаправленій системі комунікації кишечник - мозок: фокус на шкідливий 
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вплив карбон-вмісних наночастинок-забруднювачів повітря» (№2020.02/0147, 

2020-2023). 

Тема дисертаційної роботи затверджена на засіданні Вченої ради 

Навчально-наукового інституту високих технологій Київського національного 

університету імені Тараса Шевченка, протокол №4 від 11 листопада 2019 року. 

Уточнення теми дисертаційної роботи затверджено на засіданні Вченої ради 

Навчально-наукового інституту високих технологій Київського національного 

університету імені Тараса Шевченка, протокол № 11 від 21 червня 2023 року. 

Публікації. За темою дисертаційного дослідження опубліковано 9 наукових 

праць, серед них 3 статті у фахових періодичних виданнях, затверджених 

переліком МОН України, з яких 2 публікації у періодичних наукових виданнях, 

проіндексованих у базах даних Web of Science Core Collection та Scopus (з них 1 

публікація у періодичному науковому виданні, віднесеному до другого квартилю 

(Q2) відповідно до класифікації SCImago Journal and Country Rank), а також 6 тез 

доповідей у матеріалах наукових конференцій та з’їздів. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, 

огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів досліджень і їх 

обговорення, узагальнення, висновків, списку використаних джерел (250 

посилань). Дисертаційна робота викладена на 185 сторінках (з яких 134 сторінки 

основної частини), містить 6 таблиць і 48 рисунків. 
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РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Характеристика бар’єрної функції кишечника 

 

Бар'єрна функція кишечника є складним інтегрованим механізмом, який 

виконує подвійну роль: забезпечує селективне поглинання і запобігає 

проникненню патогенів і токсинів до системного кровообігу. 

У першу чергу, кишковий бар'єр виконує важливу функцію фізичного й 

імунологічного захисту від мікроорганізмів, вірусів, харчових антигенів і 

токсинів зовнішнього середовища. Цей бар'єр діє як перешкода, що запобігає 

проникненню шкідливих речовин у внутрішнє середовище організму [13]. 

У той же час кишковий бар'єр є вибірково проникним,  він дозволяє 

переміщення основних дієтичних поживних речовин, електролітів, амінокислот, 

коротколанцюгових жирних кислот (КЛЖК), цукрів, води та окремих мікробних 

метаболітів з просвіту кишечника до кровообігу. Процес всмоктування поживних 

речовин є необхідним для забезпечення нормального функціонування організму 

та підтримки енергетичного балансу [27–29]. 

Кишковий бар'єр також регулює і сприяє розвитку імунної толерантності до 

харчових антигенів та нормальної комунікації з кишковою мікробіотою. Клітини 

імунної системи взаємодіють з епітелієм кишечника, щоб забезпечити адекватну 

імунологічну відповідь та запобігти надмірній запальній реакції [30]. 

 

 

1.1.1. Будова кишкового бар’єра 

 

Кишковий бар'єр являє собою складну багатошарову структуру, до якої 

входять епітеліальний шар, слизовий шар та розташовані під ним імунні клітини.  



29 

Епітеліальний шар складається з одношарового циліндричного епітелію, 

який утворює неперервну оболонку на поверхні кишечника. Епітеліальні клітини 

мають різну функціональну спеціалізацію та морфологію, залежно від їх 

розташування в кишечнику. Основними типами епітеліальних клітин є 

ентероцити, келихоподібні клітини, ентероендокринні клітини, клітини Панета 

та М-клітини [14]. 

Ентероцити є найпоширенішим типом клітин і відповідають за поглинання 

поживних речовин, секрецію антимікробних агентів та регуляцію проникнення 

речовин через епітеліальний шар. Келихоподібні клітини виробляють і 

вивільняють муцин, що утворює слиз для забезпечення захисного шару навколо 

епітелію. Ентероендокринні клітини синтезують та виділяють гормони та 

нейромедіатори, що регулюють функції кишечника та імунної системи, 

наприклад, відповідають за загоєння ран епітеліальними клітинами. Клітини 

Панета синтезують антимікробні пептиди та лізоцим, які знищують патогени, а 

М-клітини сприяють транспортуванню антигенних частинок до імунних клітин 

[31, 32]. 

Слизовий шар переважно складається з глікопротеїнів – муцинів, які є 

високомолекулярними білками, що містять велику кількість олігосахаридних 

ланцюгів. У кишечнику ідентифіковано понад 20 типів муцинів, які поділяються 

на дві групи: секреторні (гель-формуючі), що включають MUC2, MUC5АС, 

MUC5В, MUC19, та мембранозв'язані, що локалізуються на апікальній мембрані 

епітелію [33]. 

Структура муцинів характеризується наявністю тандемних повторів 

(variable number tandem repeats, VNTR), які містять велику кількість 

амінокислотних залишків серину і треоніну. Ці повтори приєднуються 

олігосахаридами, що формують глікан, який складає 60-80 % маси молекули 

муцину [34]. 

Хоча слиз, розташований по всьому кишечнику, містить однакові біологічні 

компоненти, властивості слизу змінюються залежно від відділу кишечника, в 
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якому він розташований [35]. Тонка кишка містить один шар слизу, який 

нещільно прикріплений до епітелію і є легкопроникним. Товщина слизового 

шару тут становить приблизно 150-300 мкм. Дистальний відділ товстої кишки 

містить два шари слизу: адгезивний внутрішній шар слизу та слабкоадгезивний 

зовнішній шар слизу[36]. Внутрішній слизовий шар товстої кишки по суті 

стерильний, а зовнішній слизовий шар утримує кишкову мікробіоту. У 

сукупності товщина цих двох шарів становить близько 700 мкм [36]. 

Кишковий бар'єр включає різні імунні клітини, такі як Т- і В-лімфоцити, які 

взаємодіють для захисту кишечника від патогенів і запобігання запаленню. Т-

лімфоцити, зокрема CD4+ та CD8+ Т-клітини, мають ключову роль у регуляції 

імунної відповіді та контролю запалення в кишечнику. Вони взаємодіють з 

іншими клітинами імунної системи, такими як макрофаги та дендритні клітини, 

і виробляють специфічні цитокіни, які впливають на вогневу відповідь та 

регуляцію запалення [37, 38]. В-лімфоцити виробляють антитіла, що 

допомагають розпізнавати інфекційні агенти та нейтралізувати їх дію. У 

кишечнику присутні повністю диференційовані клітини В-лімфоцитів, відомі як 

плазматичні клітини. Ці клітини продукують значну кількість антитіл, зокрема 

секреторного класу IgA. IgA виконують важливу функцію у захисті слизової 

оболонки, оскільки специфічно розпізнають інфекційні агенти та 

перешкоджають їх проникненню через епітеліальний бар'єр [39, 40].  

 

 

1.1.2. Регуляція проникності кишкового бар’єра 

 

Регуляція проникності кишкового бар’єра являє собою комплексний 

механізм, який забезпечує селективне проникнення речовин через епітеліальний 

шар кишечника, одночасно запобігаючи проникненню шкідливих 

мікробіологічних агентів та токсинів. Це досягається завдяки різноманітним 



31 

міжклітинним з'єднанням, що забезпечують фізичну зв'язаність між клітинами та 

регулюють проникність через клітинний шар. 

Одним з основних механізмів міжклітинної регуляції є щільні контакти (tight 

junctions, TJ) [13, 16]. Білки щільних контактів, такі як клаудини, оклюдини та 

zonula occludens (ZOs), утворюють комплекси, які з'єднуються між собою та з 

актиновим цитоскелетом внутрішньої сторони клітин [41–43]. Ці білки 

розташовані на апікальній стороні епітеліального шару та утворюють суцільне 

поясоподібне кільце на стику між апікальною та латеральною мембраною 

епітеліальних клітин [15]. Білки TJ регулюють проникність через 

парацелюлярний (простір між клітинами) шлях. Вони контролюють розмір пор 

та вибірково пропускають речовини, що дозволяє епітелію перешкоджати 

проникності шкідливих  речовин, токсинів та мікробним патогенам  через 

клітинний шар [44]. 

Білки TJ взаємодіють з різними внутрішньоклітинними молекулами, такими 

як білки адгезивних контактів (adherens junctions, AJ), десмосоми та цитоскелет, 

що забезпечує стійкість та цілісність міжклітинних з'єднань[43]. Цей 

взаємозв'язок допомагає підтримувати функціональну проникність кишкового 

бар’єра та захищає його від несприятливого впливу зовнішнього середовища 

[43]. 

Крім того, міжклітинна регуляція проникності залежить від різних 

посттрансляційних модифікацій білків, які складають міжклітинні з'єднання. Ці 

модифікації включають фосфорилювання, глікозилювання та протеолітичний 

розклад білків, які можуть впливати на їх функцію та структуру. Наприклад, 

фосфорилювання клаудинів та оклюдинів може регулювати їх взаємодію та 

проникність через міжклітинні проміжки [45]. 

Крім білків TJ, інші міжклітинні з'єднання, такі як з'єднання типу AJ та 

десмосоми, також впливають на регуляцію проникності кишкового бар’єра. Вони 

забезпечують механічну стійкість і з'єднання між клітинами, що сприяє 
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збереженню цілісності тканини і захисту від проникнення патогенних 

мікроорганізмів та інших шкідливих речовин [13, 16]. 

 

 

1.1.3. Порушення бар’єрної функції кишечника у патогенезі 

запальних захворювань кишечника 

 

Запальні захворювання кишечника (ЗЗК) є групою хронічних захворювань, 

які характеризуються запаленням шлунково-кишкового тракту (ШКТ). Дві 

найбільш поширені форми ЗЗК – хвороба Крона (ХК) і виразковий коліт (ВК) [46]. 

ХК є запальним захворюванням, яке може вражати  будь-яку ділянку ШКТ: 

від ротової порожнини до анального отвору [47]. Хвороба характеризується 

утворенням запальних ділянок, які можуть виявлятись у вигляді виразок, стенозів 

та гранулематозних запалень. ХК може призводити до позакишкових ускладнень 

і має багато загальних симптомів, таких як діарея, біль у животі, ректальна 

кровотеча, втрата ваги та енергії [48]. 

ВК – хронічний запальний стан, який часто поширюється від прямої кишки 

до інших ділянок товстої кишки [49]. Він характеризується симптомами 

запалення, такими як кровотеча, невідкладність (відчуття необхідності негайного 

випорожнення) і тенезми (тягучий біль з відчуттям неповної дефекації) [50–52]. 

ВК може мати рецидивно-ремісійний характер з періодами активності та ремісії 

[53]. 

Хоча етіологія ЗЗК залишається невідомою, останні дослідження показують, 

що підвищена кишкова проникність є ключовим фактором у їх патогенезі. 

Пацієнти з активною формою ЗЗК мають підвищену кишкову проникність, яка 

може бути прогностичною ознакою рецидивів [54]. Також дослідження показали, 

що підгрупа пацієнтів із високим ризиком ЗЗК має або підвищену кишкову 

проникність на початковому рівні, або надмірне збільшення проникності у 
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відповідь на стимуляцію. При цьому у 10-25 % родичів пацієнтів із ЗЗК також 

спостерігається збільшена кишкова проникність [54–57]. 

Експериментальні дослідження на мишах підтверджують зв'язок між 

порушенням кишкової бар'єрної функції та ЗЗК. Миші з генетичними 

модифікаціями, які призводять до симптомів, подібних до ЗЗК, мають підвищену 

кишкову проникність ще до розвитку захворювання. Наприклад, в IL-10–/– мишей 

розвивається ХК-подібний коліт з підвищеною кишковою проникністю, яку 

можна знизити лікуванням антагоністом зонуліну [58–60]. Інші моделі мишей, які 

мають генетичні модифікації, такі як mdr1a–/– і SAMP/Yit, також демонструють 

зв'язок між кишковою проникністю і розвитком коліту [61, 62]. 

Дослідження на мишах також показують, що інші фактори, такі як зміни в 

експресії білків зонуліну і клаудину, можуть сприяти розвитку ЗЗК. Зміни в цих 

білках можуть впливати на щільність міжклітинних контактів і сприяти 

підвищенню кишкової проникності [63, 64]. Окрім цього, зміни в експресії білків 

TJ також можуть впливати на бар'єрну функцію епітелію кишечника. Наприклад, 

зниження експресії оклюдину і зміни в розподілі клаудину-2, -3, -4, -5 та -8 можуть 

призводити до порушення бар'єрної функції у пацієнтів із ЗЗК [65, 66]. Однак, ці 

зміни можуть бути наслідком патогенезу захворювання, а не його причиною. 

Збільшення відшарування епітеліальних клітин також може призводити до 

підвищеної проникності кишечника [67]. Дослідження на IL-10–/– мишах 

показали, що збільшення частоти епітеліальних щілин у кишці корелює з 

підвищеною кишковою проникністю [68]. Крім того, такі цитокіни, як фактор 

некрозу пухлини альфа (TNF-α) та інтерферон гамма (IFN-γ), можуть збільшувати 

відшарування епітеліальних клітин, що вказує на участь надмірної запальної 

реакції у сприянні посилення кишкової проникності [69–71]. 

Недавні дослідження також вказують на те, що підвищена кишкова 

проникність сама по собі може бути недостатньою для виникнення ЗЗК. В одному 

з таких досліджень використовувалися трансгенні миші, у яких активна 

міозинкіназа легкого ланцюга конститутивно експресувалася у кишковому епітелії 
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[72]. Ці миші мали значну дисфункцію кишкового бар'єра та підвищену кишкову 

проникність, однак це не спричиняло спонтанний розвиток коліту. Припускається, 

що інші фактори, наприклад, дисбаланс мікробіоти чи підвищена імунна 

відповідь, також можуть відігравати роль у розвитку ЗЗК. 

 

 

1.2. Роль мікробіоти у бар'єрній функції кишечника 

 

Мікробіота кишечника – це багатошарове та складне співтовариство 

мікроорганізмів, яке здатне виконувати різноманітні функції та впливати на 

здоров'я макроорганізму. Вона складається з тисяч видів бактерій, які 

нараховують понад 100 трильйонів клітин [73]. Найпоширеніші філуми бактерій, 

що населяють кишечник, включають Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, 

Proteobacteria та інші [74]. Кожен з цих філумів містить багато різних родів та 

видів бактерій. Конкретний склад мікробіоти кишечника може варіювати від 

особи до особи, залежно від різних факторів, таких як генетика, дієта, вік, стан 

здоров'я та використання лікарських препаратів. Крім того, мікробіота може 

змінюватися від часу до часу в реакції на зміни у середовищі та життєвих 

умовах [75]. 

Мікробіота кишечника розташована головним чином в слизовому шарі 

кишечника. При цьому розташування є неоднорідним, найбільш інтенсивна 

колонізація спостерігається у товстій кишці, де слизовий шар є товстішим [76, 

77]. Мікроорганізми взаємодіють з муцином, який служить для них джерелом 

вуглецю та енергії [78]. Деякі види бактерій, зокрема коменсальні 

мікроорганізми, можуть виробляти фактори, які полегшують їхню адгезію до 

слизового шару. Це дозволяє їм встановити стабільні взаємовідносини з 

господарем. Подібна адаптація була виявлена у Lactobacillus і Bacteroides, де 

присутність багатоповторних адгезинів на поверхні клітини дозволяє утримувати 

бактерії в шарі слизу [35, 79]. 
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Також виявлено, що на поверхні слизової оболонки деякі бактерії 

утворюють біоплівки – складні мікробні спільноти, вбудовані у позаклітинний 

матрикс полімерних речовин. Ці біоплівки спостерігаються у кишечнику 

здорових мишей, щурів і людей та забезпечують додатковий захисний бар'єр між 

мікробіотою та епітеліальними клітинами кишечника, у тому числі – від 

патогенів [80–83]. 

Синтрофна та симбіотична взаємодія мікробів у шарі слизу створює 

середовище, здатне не тільки керувати селекцією мікробної спільноти, а й 

регулювати секрецію слизу. Дослідження показали, що кількість келихоподібних 

клітин у germ-free (у яких відсутні мікроорганізми) мишей та щурів була 

зниженою, а їхній розмір зменшився вдвічі порівняно зі звичайними мишами 

[84–86]. Відповідно, шар слизу у таких тварин був тоншим і містив більще 

нейтральних і сульфатованих муцинів. При цьому після колонізації germ-free 

тварин кишковою мікробіотою здорових тварин, властивості слизового шару 

ставали такими ж, як у звичайних тварин [87]. 

Зміни у слизовому шарі відбуваються і під час колонізаціїї кишечника 

патогенними мікроорганізмами. Патогени можуть впливати на слизовий шар 

кількома способами: індукувати гіперсекрецію муцину, пригнічувати його 

вироблення, знижуючи активність келихоподібних клітин, розкладати або 

змінювати глікозилювання, змінювати властивості муцину і його здатність 

взаємодіяти з іншими молекулами [12]. 

Такі порушення слизового бар’єра можуть спричинити переміщення 

коменсальних і патогенних мікроорганізмів, а також їхніх метаболітів до  

поверхні епітелію. Це може стимулювати вивільнення TNF-α й IFNγ, які здатні 

підсилювати запальну відповідь та збільшувати проникність епітелію [12, 88]. 

З іншого боку, деякі бактерії сприяють зниженню проникності епітелію 

шляхом вивільнення цитокінів, які мають протизапальний ефект. Наприклад, 

TGF-β (трансформуючий фактор росту бета) та IL-10 можуть зменшувати 

запальну відповідь і підтримувати цілісність епітеліального бар’єра [88]. 
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Вплив на імунний статус та метаболізм господаря відбувається, у тому числі, 

за допомогою синергетичного ефекту мікробних метаболітів. Кишкова 

мікробіота метаболізує харчові компоненти, розкладаючи їх на різні метаболіти 

та виробляючи широкий спектр активних метаболітів. Ці метаболіти можуть 

бути отримані з харчових продуктів, синтезовані de novo або модифіковані з вже 

синтезованих господарем [16]. 

На сьогоднішній день, за оцінками вчених, в кишечнику людини 

мікроорганізмами виробляються близько 50 000 мікробних метаболітів, серед 

яких виокремлюють КЛЖК, вітаміни (зокрема вітамін К та вітаміни групи В), 

похідні індолу, метаболіти жовчних кислот, кон’юговані жирні кислоти, 

поліаміни, бактеріоцини, аутоіндуктори та інші [89–91].  

КЛЖК – низькомолекулярні жирні кислоти з вуглецевим ланцюгом довжиною 

від 2 до 6 вуглецевих атомів, які утворюються в результаті метаболізму харчових 

волокон такими мікроорганізмами, як Bifidobacterium, Bacteroides, Enterobacter, 

Faecalibacterium [17, 92, 93]. Основні КЛЖК – ацетат, пропіонат та бутират – 

використовуються колоноцитами як паливо для синтезу АТФ, надаючи їм енергію 

для функціонування та збереження цілісності епітелію [19, 94]. Крім того, вони 

впливають на диференціювання імунних клітин господаря, а також регулюють 

сприйнятливість до інших патогенів [12, 95]. 

Особливу увагу звертають на бутират, який крім енергетичної функції також 

виявляє протизапальні властивості [96, 97]. Він здатний інгібувати запальні процеси 

в кишечнику шляхом модуляції вироблення цитокінів та інших запальних 

медіаторів. Nielsen et.al. показали, що низькі концентрації бутирату сприяють 

значному збільшенню експресії MUC2 – головного муцину слизового шару [98]. У 

той же час, високі концентрації бутирату знижували виробництво MUC2, і, 

відповідно, таким чином знижували бар’єрну функцію кишечника [98–100].  

Дослідження також вказують на те, що КЛЖК стимулюють експресію білків 

TJ у клітинах епітелію кишечнику. Лікування з використанням КЛЖК знижує 

парацелюлярний транспорт, експресію білків ZO-1, клаудину й оклюдину, посилює 
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інгібування активації NLRP3 інфламасоми та аутофагії [101, 102]. Крім того, 

лікування бутиратом призводить до зниження рівня IL-1β, що свідчить про його 

користь у захисті від порушення бар’єра, спричиненого запаленням [103]. 

Здатність впливати на цілісність кишкового бар’єра шляхом регулювання 

продукування цитокінів та/або експресію білків TJ показали також й інші мікробні 

метаболіти, зокрема індол [104], дезоксихолева та урсохолева кислоти [105, 106], 

кон’югована лінолева кислота [107, 108], спермідин та інші поліаміди [109, 110], 

уролітин [111]. 

Таким чином, зміни у складі мікробіоти кишечника можуть впливати на 

бар'єрну функцію шляхом регулювання цитокінів, продукції слизу, експресії білків 

TJ і виробництва метаболітів. Ці зміни дедалі більше пов’язують із ЗЗК, які часто 

супроводжуються пошкодженням кишкового бар’єра. Дослідження показують, що 

у хворих на ЗЗК перебіг хвороби супроводжується дисбактеріозом [26, 112, 113]. 

Наприклад, зниження представників родів Faecalibacterium, Coprococcus і 

Roseburia та збільшення кількості патогенних бактерій, таких родів як Ruminococcus 

і Escherichia, було пов'язано зі збільшеною проникністю кишкового бар’єра та 

розвитком запалення у хворих на ХК та ВК [18, 112–114]. Однак, залишається 

незрозумілим, причиною чи наслідком запалення є дисбактеріоз, який виникає у 

хворих на ЗЗК. 

 

 

1.3. Тверді частинки як складові забрудненого повітря 

 

Забруднення атмосферного повітря являє собою процес проникнення в 

атмосферу Землі шкідливих агентів різного походження та хімічного складу, що 

негативно впливає на здоров'я та життєдіяльність живих організмів. У всьому 

світі внаслідок впливу забруднювачів повітря середня тривалість людського 

життя скорочується приблизно на 1,8 року [115]. У 2019 році забруднення повітря 

стало причиною 46 100 передчасних смертей в Україні (рис. 1.1.). 
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Близько 90 % людей дихають повітрям, яке не відповідає максимально 

допустимим нормам забрудненості [2]. Найвразливішими до впливу 

забрудненого повітря групами є діти, вагітні жінки, люди похилого віку та люди 

із захворюваннями серця та легень [116]. Більшу ймовірність зазнати впливу 

вищих рівнів забруднення повітря мають і ті, хто знаходиться у несприятливому 

становищі, пов’язаним із соціально-економічними чинниками або етнічною 

приналежністю [117]. Крім того, щороку близько 3 мільярдів людей стикаються 

з високим рівнем забруднення повітря у своїх домівках, оскільки вони 

використовують природні палива, газ та вугілля для готування їжі, опалення 

житла та інших побутових потреб [118]. 

 

Рис. 1.1. Мапа смертності, спричиненої забрудненням повітря по всьому 

світу у 2019 році. [119] 

 

Склад забрудненого повітря залежить від джерел забруднення, обсягу та 

швидкості викидів, погодних умов та інших факторів. Джерела забруднення 

повітря можуть бути природними (наприклад, вулканічні викиди та лісові 

пожежі, природні катаклізми) або антропогенними (пов'язаними з діяльністю 

людини) [120].  
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За локалізацією забруднення поділяють на внутрішні та зовнішні [121]. 

Внутрішнє забруднення характеризується наявністю шкідливих  контамінантів у 

повітрі в закритих просторах, таких як житлові будинки, офіси, школи тощо. Такі 

забруднювачі можуть походити з різних джерел: процесів згоряння, будівельних 

матеріалів, побутових хімікатів, тютюнового диму та біологічних агентів. 

Типовими забруднювачами повітря в приміщенні є леткі органічні сполуки, 

формальдегід, оксид вуглецю, діоксид азоту, частки пилу, пліснява, пилок та 

алергени. Зовнішнє забруднення – це забруднення навколишнього середовища, 

яке відбувається в наслідок викидів від транспортних засобів, промислової 

діяльності, електростанцій, сміттєспалювальних та нафтохімічних заводів, 

літаків, кораблів тощо. Типовими зовнішніми забруднювачами повітря є оксиди 

азоту, оксиди сірки, озон, вуглекислий і чадний гази та тверді частинки (ТЧ). 

На сьогодні Global Burden of Disease виокремлює вплив трьох основних 

забруднювачів повітря: приземний озон, побутове забруднення та ТЧ [1]. За 

останніми даними Всесвітньої організації охорони здоров’я саме забруднення 

атмосферного повітря ТЧ стало причиною 4,2 мільйона передчасних смертей у 

всьому світі у 2019 році [122]. 

 

 

1.3.1. Характеристика та класифікація твердих частинок 

 

ТЧ є групою забруднювачів повітря, які містять вуглецеві сполуки з 

органічними речовинами та/або важкими реакційноздатними металами, такими 

як мідь, цинк, залізо, ванадій та нікель [123]. Вони також можуть містити 

сульфати, нітрати, поліциклічні ароматичні вуглеводні тощо. Розмір і форма ТЧ 

можуть варіюватися. Вони можуть мати як елементарну, так і складну хімічну 

структуру. Крім того, їх склад може змінюватися при взаємодії з іншими ТЧ, а 

також під впливом окислювальної дії озону або низького рівня рН навколишнього 

середовища [124]. 
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ТЧ можуть мати як природне, так і антропогенне походження. Природні 

джерела включають лісові пожежі, природні пилові бурі, пилок, морську сіль. 

Антропогенні джерела ТЧ – це частинки пластику, транспортні вихлопи, аерозолі 

та інше [125–127]. 

Основним параметром класифікації ТЧ є їх розмір. За розміром частинок 

виділяють грубі, дрібні та наддрібні частинки. 

Грубі частинки (ТЧ10) мають діаметр до 10 мкм, є найбільшими серед всіх 

частинок і можуть бути видимими у повітрі. Вони містять широкий спектр 

частинок різного походження і складу. До ТЧ10 належать пил, пилок, спори 

грибів, частинки ґрунту, зола, оксиди металів та багато іншого [127, 128]. Через 

їхній розмір період існування цих частинок триває від хвилини до кількох годин, 

а їх розповсюдження може досягати 10 км [128, 129]. ТЧ10 можуть проникати в 

організм, здебільшого осідаючи у верхніх дихальних шляхах або трахеї [130].  

Дрібні частинки (ТЧ2.5) мають діаметр 2,5 мкм. Ці частинки можуть 

перебувати у повітрі протягом тривалого періоду часу, який може становити від 

кількох тижнів до місяців [128]. Вони також можуть розповсюджуватись на 

значні відстані, досягаючи сотень або навіть тисяч кілометрів [127, 129]. 

Оскільки розмір ТЧ2.5 дуже малий, вони можуть у бронхи та альвеоли легень 

[131]. Це робить їх особливо небезпечними для здоров'я.  

Наддрібні (нано)частинки (ТЧ0.1) розміром менше 100 нм є найдрібнішими 

серед забруднюючих компонентів повітря [132]. Частинки такого розміру можуть 

уникнути захисної дії мукоциліарного кліренсу та поглинання альвеолярними 

макрофагами. Вони проникають глибоко в дихальні шляхи, зокрема до альвеол, 

де можуть попадати у кровоносну систему. Дослідження показують, що легені є 

основною мішенню для цих частинок, хоча їх також можуть виявити в інших 

органах, таких як печінка, нирки, серце та мозок [133]. Ці частинки здатні 

перетинати клітинні мембрани та безпосередньо взаємодіяти з клітинними 

структурами. Дослідження на тваринах та in vitro показали, що гострий вплив 
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ТЧ0.1 може призводити до змін у функції легень і запалення дихальних шляхів 

[134]. 

Токсичність та патофізіологічні механізми дії різних видів ТЧ теж можуть 

значно варіюватися. Деякі з них можуть бути мутагенними, спричиняти окисне 

пошкодження макромолекул, активувати запальні процеси та призводити до 

загибелі клітин [135]. Ці пошкодження клітин на молекулярному рівні, включаючи 

мітохондрії та ДНК, можуть активувати сигнальні шляхи апоптозу. 

Присутність металів у складі ТЧ, зокрема заліза, може сприяти підвищенню 

активності ферментів супероксиддисмутази та глутатіонпероксидази, що може 

призводити до фероптозу (залежного від заліза виду клітинної смерті) [136]. ТЧ2,5 

можуть активувати шляхи аутофагії, що залежать від цитокінів, передаючи 

сигнали через toll-подібні рецептори, шлях JAK-STAT (Янус-кіназ) для активації 

транскрипції, а також через мітохондріальну циклооксигеназу 2 та простагландин 

Е-синтазу. Внаслідок впливу ТЧ різних розмірів та походження спостерігаються 

збільшені рівні в тканинах таких біологічно активних речовин, як C-реактивний 

білок, TNF-α та IL-1, IL-6 та IL-8. Ці речовини грають важливу роль у запальних 

процесах і можуть сприяти розвитку патологічних станів [137, 138]. 

 

 

1.3.2. Роль твердих частинок у порушенні бар’єрної функції 

кишечника 

 

Як вже було зазначено, здатність ТЧ проникати в організм напряму залежить 

від їх розміру. Чим менший розмір, тим більше вони можуть проникати в глибші 

ділянки дихальної системи і впливати на органи та тканини. ТЧ10 переважно 

осідають у носовій порожнини, гортані та трахеї. Їх розмір не дозволяє проникати 

крізь стінки альвеол, тому зазвичай вони осідають у верхніх дихальних шляхах 

[130]. Хоча ці частки можуть викликати деякі подразнення, кашель та запалення 

в дихальних шляхах, вони загалом менш шкідливі, оскільки мають обмежений 
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доступ до біологічних структур організму. ТЧ2.5 та ТЧ0.1 здатні проникати у нижні 

ділянки дихальної системи, проходячи крізь фільтраційні механізми верхніх 

дихальних шляхів і осідаючи у бронхах та бронхіолах [139]. Особливістю ТЧ2.5 

та ТЧ0.1 є їхня здатність потрапляти у легеневі капіляри через респіраторний 

ендотелій, після чого ці частинки можуть бути транспортовані кровоносними 

судинами до різних органів та тканин в організмі (рис. 1.2.) [140, 141]. 

 

Рис. 1.2. Проникна здатність твердих частинок в залежності від їх розміру 

[141] 

 

Крім того, ТЧ2.5 та ТЧ0.1 можуть потрапляти в організм не тільки через 

інгаляційний шлях, але й через нюховий епітелій [142], а також завдяки 

мукоциліарному кліренсу – захисному механізму, який забезпечує очищення 

дихальних шляхів від сторонніх частинок та забруднень [143]. Цей механізм 

залучає основні дихальні шляхи та епітеліальні клітини підслизових залоз, які 

виробляють слиз, який рухається за допомогою війок, що знаходяться на 

поверхні цих клітин. Рух війок спрямований вгору, у напрямку ротової 

порожнини, що сприяє виведенню сторонніх частинок з дихальних шляхів. 
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Однак, частина ТЧ, що потрапляє до ротової порожнини шляхом мукоциліарного 

кліренсу, може проковтуватися зі слиною і потрапляти в ШКТ [144].  

ТЧ, завдяки своїй високій проникній здатності та здатності 

транспортуватися до різних органів та тканин, стають причиною значної 

кількості захворювань. Легені, як найбільш уразливий орган, є основним місцем 

розвитку патологій, пов'язаних з ТЧ, оскільки саме там більшість цих частинок 

фільтрується та осідає. Астма [145, 146], захворювання дихальних шляхів [3, 4], 

запалення легень [147, 148], ідіопатичний фіброз [149] та інші захворювання 

дихальної системи є наслідком впливу ТЧ. Серцево-судинна система теж є 

уразливою до дії ТЧ. Зокрема, ТЧ2.5 проявляються як значний фактор, що 

асоціюється з підвищеним ризиком серцевої недостатності, ішемічної хвороби 

серця, інсульту, атеросклерозу, аритмій та гіпертензії. [6, 7]. 

Однак дедалі більше зацікавленості вчених та лікарів викликає здатність ТЧ 

впливати на розвиток запальних процесів у ШКТ. Результати епідеміологічних 

досліджень щодо зв'язку між забрудненням повітря та ЗЗК є суперечливими. 

Дослідження пацієнтів у дорослому віці показують, що тривала експозиція ТЧ2.5 

може зменшувати ризик розвитку захворювань кишечника [9]. Інше дослідження 

не виявило зв'язку між експозицією до ТЧ2.5 під час вагітності та раннього 

дитинства та ризиком розвитку запальних захворювань кишечника у дітей [10]. 

Однак наступне дослідження показало, що у пацієнтів віком 40-69 років 

тривалий вплив різних забруднювачів повітря був пов'язаний зі збільшеним 

ризиком розвитку ВК [150]. Крім того, Dorofeev et. al. встановили, що у хворих 

на ВК із забруднених ТЧ2.5 територій значно знижений рівень MUC2, що свідчить 

про порушення продукування слизу кишечника [11]. Також ряд досліджень 

демонструє зв'язок між рівнем забруднення повітря та ризиком розвитку інших 

захворювань кишечника. Високі концентрації частинок ТЧ2.5 асоціюються з 

підвищеним ризиком госпіталізацій через різні захворювання кишечника, 

включаючи ЗЗК, неспецифічні болі в животі, ентерит та виразки шлунку [8, 151–
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153]. Зокрема, Gu et al. виявили, що кожне збільшення концентрації ТЧ2.5 на 10 

мкг/л пов'язане зі значним зростанням кількості госпіталізацій через ЗЗК [154]. 

Подібна розбіжність у результатах може пояснюватися як відмінністю 

географічних та популяційних характеристик, так і тим, що різні типи 

забруднювачів повітря можуть мати різний механізм впливу на розвиток 

патології та кишковий бар’єр загалом.  

Дослідження in vitro показали, що ТЧ можуть індукувати апоптоз та 

утворення активних форм кисню в клітинах Caco-2 [21] і знижувати рівні ZO-1, 

клаудин-1 і десмоколіну на моделі кишечнику людини ex vivo [155].  

Дослідження на тваринах показали, що у мишей, яких піддавали тривалій 

експозиції ТЧ10, спостерігалося ушкодження епітелію товстої кишки [20, 156, 

157] та збільшення транслокації [158]. Проте такі результати вказують на 

здатність ТЧ10 механічно пошкоджувати структуру епітелію кишечника. 

У групи мишей, підданих впливу грубих ТЧ2.5, було виявлено вищий рівень 

системного окислювального стресу, що проявлялося в підвищених рівнях 

каталази, супероксиддисмутази та малондіальдегіду [22, 159]. Це свідчить про 

можливий вплив ТЧ2.5 на редокс-процеси в кишечнику. Пошкодження епітелію 

кишечника супроводжувалося збільшеним запаленням та підвищеним рівнем 

прозапальних цитокінів: TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-12 та IL-1β [21, 22, 160, 161]. 

Повідомлялося також, що ТЧ2.5 може пошкоджувати TJ, про що свідчить низька 

експресія оклюдину, клаудину та ZO-1 [159, 160, 162].  

Ці спостереження показують, що прямо чи опосередковано ТЧ сприяють 

підвищенню проникності кишечника і, таким чином, можуть відігравати 

патогенну роль у розвитку ЗЗК через порушення епітеліального бар’єра. Проте 

механізм дії в залежності  від розміру та складу ТЧ не відомий.  
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1.3.3. Зміни кишкової мікробіоти, викликані забрудненням повітря 

 

Вплив забруднення повітря та ТЧ на мікробіоту кишечника стає все більшим 

предметом досліджень, але, незважаючи на добре вивчений вплив забруднювачів 

навколишнього середовища на різні стани здоров’я, на сьогодні мало відомо про 

те, як саме забруднення повітря впливає на кишкову мікробіоту. 

Дослідження, проведене на мишах, показало зміни у складі кишкової 

мікробіоти після тривалого інгаляційного впливу великими концентраціями ТЧ2.5 

протягом 12 місяців [163]. Дослідники виявили, що хронічний вплив ТЧ2.5 

призводить до дисбіотичних змін: збільшення 24 таксонів бактерій і 21 таксону 

грибів. Друге дослідження, також проведене на мишах, встановило, що вплив 

ТЧ2.5 протягом 3 тижнів призводить до змін складу мікробіоти по всьому 

ШКТ [144]. Виявлені дисбіотичні зміни були більш вираженими у 

проксимальних частинах кишечнику і включали зниження кількості Firmicutes і 

збільшення родин Lactobacillaceae та Rikenellaceae. Тимчасове збільшення 

кількості Lactobacillus у фекаліях мишей після 7-денної експозиції ТЧ2.5 було 

підтверджено іншим дослідженням, проте до 28 дня їхня кількість 

зменшувалася [156]. 

Кілька інших досліджень на тваринах повідомляють про вплив ТЧ на зміни 

у співвідношенні Firmicutes/Bacteroides, збільшення кількості Verrucomicrobia та 

зменшення Fibrobacteres та Ruminococcus [23–25, 164, 165]. А експерименти з 

трансплантації фекальної мікробіоти підтвердили, що у мишей, які не зазнавали 

прямого впливу ТЧ, а лише отримали кишкову мікробіоту від мишей, що були 

піддані впливу ТЧ, виявлявся такий же фенотип пошкодження епітелію, як у 

мишей, що зазнали впливу ТЧ [156].  

Епідеміологічні дослідження, що вивчають зв'язок між забрудненням 

повітря та змінами мікробіоти кишечника, поки що обмежені. Одне дослідження, 

проведене в Китаї на 6627 дорослих пацієнтах встановило, що концентрації ТЧ2.5 

та ТЧ0.1 у регіоні негативно корелюють з індексами альфа-різноманіття кишкової 
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мікробіоти: зменшувалася кількість представників таких філумів, як Firmicutes, 

Proteobacteria та Verrucomicrobia, і спостерігався вплив на деякі таксони в рамках 

філуму Bacteroidetes [166]. Інше дослідження, проведене на групі хворих на ХК 

з регіонів України з високим рівнем забруднення ТЧ2.5, виявило зменшення 

кількості Bacteroidetes, Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii та 

збільшення Proteobacteria [11]. Такі зміни вказують на дисбаланс між 

мікроорганізмами у кишечнику, що може бути пов'язано зі збільшеним ризиком 

розвитку захворювань кишечнику. 

Однак варто зауважити, що вплив ТЧ на склад і різноманіття мікробіоти 

кишечника залежить від їх розміру, концентрації та тривалості дії. Хоча наявні 

дослідження не розкривають точні механізми взаємодії ТЧ з мікроорганізмами, 

їх результати свідчать про значний вплив забруднювачів навколишнього 

середовища на мікробіоту кишечника. 

 

 

Узагальнення до розділу 

 

Кишковий бар'єр є складною системою, що забезпечує фізичний, хімічний 

та імунологічний захист організму від зовнішніх агентів, таких як патогени, 

токсини та алергени. 

Складові кишкового бар'єра включають епітеліальні клітини, що утворюють 

стінку кишечника, слизовий шар, що покриває його поверхню, й імунні клітини. 

Ці компоненти працюють разом, щоб не допустити проникнення патогенних 

мікроорганізмів та інших речовин у внутрішнє середовище організму, 

забезпечити цілісність бар’єра та нормальну функцію кишкового тракту. 

Порушення бар’єрної функції кишечника можуть призвести до розвитку ЗЗК.  

Важливу роль у бар'єрній функції кишечника відіграє мікробіота. 

Мікроорганізми, що населяють кишечник, сприяють підтримці цілісності 

кишкового бар’єра шляхом перешкоджання прикріпленню до епітелію 
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патогенних видів, продукування метаболітів, таких як КЛЖК, та взаємодії з 

імунною системою кишечника, сприяючи балансу між про- і протизапальними 

відповідями. Зміни в складі та функції мікробіоти можуть впливати на бар'єрну 

функцію кишечника. Відомо, що дисбактеріоз призводить до послаблення 

бар'єрної функції та збільшення проникнення патогенних мікроорганізмів і 

токсинів через стінку кишечника, що зі свого боку може сприяти запальним 

відповідям та розвитку ЗЗК. 

Останні дослідження показують, що забруднення повітря ТЧ може впливати 

на кишковий бар'єр та мікробіоту кишечника. Ці забруднювачі можуть 

спричиняти пошкодження епітелію, кількісні та якісні зміни мікробного складу, 

викликати запалення та порушувати функції кишечника.  

Однак ступінь та характер впливу ТЧ залежать від різноманітних аспектів: 

розміру, походження, концентрації, тривалості дії. Ці фактори можуть 

взаємодіяти та модифікувати вплив ТЧ на організм, що створює складність у 

розумінні цього процесу. Окрім того, на сьогодні бракує досліджень впливу 

наддрібних наночастинок, які завдяки своєму розміру мають унікальні фізико-

хімічні властивості. Тому існує необхідність у подальших дослідженнях, що 

фокусуватимуться на механізмах впливу ТЧ, у тому числі наночастинок, на 

бар'єрну функцію та мікробіоту кишечника.   
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РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1. Реактиви та матеріали 

 

У роботі було використано реактиви: 

• виробництва Sigma-Aldrich, США: COLO 205 (CB_87091201) 

йодоацетамід (ЙА), метилцелюлоза (МЦ), уретан, Еванс блакитний (ЕБ), FITC-

декстран, карбахолін, тритон X–100, тріс-HCl, тетраметилетилендіамін 

(ТЕМЕД), буфер Лемлі; інгібітори протеїназ і фосфатаз (1 мкМ ортованадат 

натрію), бичачий сироватковий альбумін; 

• виробництва Amersham Biosciences, США: люмінол, нітроцелюлозна 

мембрана Hybond-ECL, ПВДФ-мембрана (Hybond-P); 

• українського виробництва: NaCl (Інфузія), аскорбінова кислота (Лекхім), 

диски з антибіотиками (Фармактив); 

• антитіла: первинні антитіла до EGR-1 (sc-189, Santa-Cruz Biotechnology, 

США) та β-актин (BM5180, Boster Biological Technology, США), вторинні 

антитіла мишачі анти-кролячі (1:1000, sc-2357, Santa Cruz Biotechnology, США) 

та кролячі анти-мишачі (1:2500, sc-516102, Santa Cruz Biotechnology, США); 

• також: диференційно-діагностичні середовища (HiMedia Laboratories Pvt. 

Ltd., Індія), MRS Broth (Condalab, Іспанія), N-ацетил-1-цистеїн (Sandoz, 

Швейцарія), гідроксид натрію (Merck, Німеччина), маркер молекулярної маси 

білків 20-120 кДа (CHEMICON International, США);  

та інші реактиви кваліфікації х.ч. або ч.д.а. (Хімлаборреактив, Україна). 

Препарати із твердими наночастинками були синтезовані та надані відділом 

нейрохімії Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України під керівництвом 

проф., д.б.н. Борисової Т.О.  

Штам Lactobacillus plantarum 691 був наданий Інститутом мікробіології і 

вірусології імені Д. К. Заболотного НАН України. 
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2.2. Синтез препаратів із твердими наночастинками 

 

Синтез та підготовка препаратів із ТНЧ проводилися відділом нейрохімії 

Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України під керівництвом проф., д.б.н. 

Борисової Т.О. 

Дим від різних видів деревини та деревинних компонентів, таких як 

деревина та кора берези, деревина тополі, деревина та гілля сосни, а також дим 

від медичних масок, були кількісно зібрані в лабораторних умовах під час усіх 

фаз горіння: полум'яного, тліючого та змішаного (коли полум'яна і тліюча фази 

присутні одночасно). Контроль за викидами диму здійснювався за допомогою 

монітора якості повітря/міні-лазерного монітора PM2.5/SDL607 [167]. При 

спалюванні 10 г матеріалу було зібрано викиди диму, і 4000 мл аерозолю було 

пропущено через 5 мл води для отримання суспендованих у воді препаратів із 

твердими частинками [168]. 

Для отримання твердих частинок нанорозміру зразки диму проходили 

багатоступеневу фільтрацію через фільтри Millipore різного розміру [169]. Розмір 

частинок у підготовлених зразках контролювався за допомогою методу 

динамічного розсіювання світла з використанням лазерного кореляційного 

спектрометра Zetasizer-3, Malvern Instruments (Великобританія). Для цього 

приладу використовувався гелій-неоновий лазер LGN-111 з потужністю 25 мВт і 

довжиною хвилі 633 нм [169]. 

Після фільтрації отримані зразки висушували для вимірювання концентрації 

твердих компонентів диму, а також калібрували та стандартизували за їх 

оптичними характеристиками для подальших біологічних експериментів [168]. 

Оптичні властивості ТНЧ були досліджені за допомогою ультрафіолетово-

видимої абсорбції та фотолюмінесцентної спектроскопії з використанням 

спектрофотометра Lambda Bio (PerkinElmer) і спектрофлуориметра QuantaMaster 

(PTI).  
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2.3. Експериментальні тварини 

 

Досліди були проведені на 199 дорослих білих нелінійних самцях щурів 

масою 180-250 г. Тварин утримували в акредитованому віварії ННЦ «Інститут 

біології та медицини» Київського національного університету імені Тараса 

Шевченка за стандартних умов щодо температури (21-23 °С), освітлення 

(12/12 год), вологості (30–35 %), раціону (повнораціонний корм для 

лабораторних тварин К-12-4) та з вільним доступом до води згідно з нормами, 

встановленими законом України "Про захист тварин від жорстокого поводження" 

від 21.02.2006 №3447-IV. Проведення експериментів здійснювали відповідно до 

вимог комісії з питань біоетики Київського національного університету імені 

Тараса Шевченка (протокол №5 від 5 вересня 2023 р.), а також «Європейської 

конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та 

інших наукових цілей» (Страсбург, 1986). 

Початком експерименту вважався перший день введення діючої або 

контрольної речовини. 

 

 

2.4. Схема проведення експериментів 

 

І. Дослідження ступеня токсичності ТНЧ, отриманих від згоряння різних 

порід деревини та деревних компонентів, проводили: (1) на культурі клітин лінії 

COLO 205; (2) на епітеліальному препараті товстої кишки щурів (рис. 2.1.). 

Щурів випадковим чином розподілили на одинадцять груп:  

1 група – контроль (n = 5); 

2 група – деревина берези (ДБ) у концентрації 20 мкг/мл (n = 5); 

3 група – ДБ у концентрації 40 мкг/мл (n = 5);  

4 група – кора берези (КБ) у концентрації 20 мкг/мл (n = 5); 

5 група - КБ у концентрації 40 мкг/мл (n = 5); 
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6 група – деревина тополі (ДТ) у концентрації 20 мкг/мл (n = 5); 

7 група – ДТ у концентрації 40 мкг/мл (n = 5); 

8 група – деревина сосни (ДС) у концентрації 20 мкг/мл (n = 5); 

9 група – ДС у концентрації 40 мкг/мл (n = 5); 

10 група – гілля сосни (ГС) у концентрації 20 мкг/мл (n = 5); 

11 група – ГС у концентрації 20 мкг/мл (n = 5). 

Аутопсію проводили  шляхом інгаляції СО2 з подальшою цервікальною 

дислокацією зранку, від 9 до 11 години, у перший день експерименту.  

 

Рис. 2.1. Схематична візуалізація дослідження ступеню токсичності 

суспендованих у воді твердих наночастинок, отриманих від згоряння різних 

порід деревини та деревних компонентів. 

 

ІІ. Для порівняння короткотривалого впливу ТНЧ природного та 

антропогенного походження на стан кишкового бар'єра товстої кишки щурів 

дослідження було виконано з використанням двох шляхів одноразового введення 

ТНЧ (рис. 2.2.). Незалежно від шляху введення, аутопсію проводили через 3 

години після введення ТНЧ. У першому випадку щурам одноразово вводили 

ТНЧ, отримані від згорання деревини тополі (ДТ, n = 6) та медичних масок (ММ, 

n = 6), у хвостову вену у дозі 500 мкг/100 г маси тіла. Контрольній групі (n = 6) 

вводили 0,1 мл 0,9 %-го стерильного фізіологічного розчину (СФР). У другому 

випадку щурам одноразово вводили ДТ (n = 10) та ММ (n = 10) перорально у дозі 



52 

180 мкг/100 г маси тіла за допомогою шлункового зонда. Контрольна група 

(n = 10) отримувала 0,3 мл фізіологічного розчину.  

 

Рис. 2.2. Схематична візуалізація дослідження порівняльної дії твердих 

наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі (ДТ) та медичних масок 

(ММ), на стан бар'єрної функції слизової оболонки кишечника за 

внутрішньовенного  та перорального введення. 

 

ІІІ. Для дослідження змін стану бар’єрної функції товстої кишки при 

довготривалому впливі ТНЧ та визначення їхньої здатності посилювати запальні 

процеси за експериментально-індукованого коліту, щурів випадковим чином 

розподіляли на 6 груп (рис. 2.3.):  

1 група (n = 16) – контроль, тваринам вводили 0,3 мл 0,9 %-го CФР 

перорально впродовж 7 діб, за 2 години до аутопсії ректально вводили 0,1 мл 1 % 

розчину метилцелюлози (МЦ);  

2 група (n = 16) – контроль з модельованим колітом, тваринам вводили 0,3 мл 

0,9 %-го CФР перорально впродовж 7 діб, за 2 години до аутопсії ректально 

вводили 0,1 мл 6 % розчину йодоацетаміду (ЙА);  

3 група (n = 16) – довготривалий вплив ДТ, тваринам вводили ДТ у дозі 

180 мкг/100 г маси тіла перорально впродовж 7 діб, за 2 години до аутопсії 

ректально вводили 0,1 мл 1 % розчину МЦ;  
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4 група (n = 16) – довготривалий вплив ММ, тваринам вводили ММ у дозі 

180 мкг/100 г маси тіла перорально впродовж 7 діб, за 2 години до аутопсії 

ректально вводили 0,1 мл 1 % розчину метилцелюлози МЦ;  

5 група (n = 16) – довготривалий вплив ДТ з модельованим колітом, 

тваринам вводили ДТ у дозі 180 мкг/100 г маси тіла перорально впродовж 7 діб, 

за 2 години до аутопсії ректально вводили 0,1 мл 6 % розчину ЙА;  

6 група (n = 16) – довготривалий вплив ММ з модельованим колітом, 

тваринам вводили ММ у дозі 180 мкг/100 г маси тіла перорально впродовж 7 діб, 

за 2 години до аутопсії ректально вводили 0,1 мл 6 % розчину ЙА. 

 

Рис. 2.3. Схематична візуалізація дослідження довготривалого впливу 

твердих наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі (ДТ) та 

медичних масок (ММ), на стан бар'єрної функції товстої кишки щурів. 

 

Аутопсію проводили на 8й день експерименту шляхом інгаляції СО2 з 

подальшою цервікальною дислокацією. 

IV. Для дослідження впливу ТНЧ на ростові показники та метаболічну 

активність представників мікробіоти кишечника для кожного зі штамів 

Escherichia coli B-906, Staphylococcus aureus B-918, Lactobacillus plantarum 691 

визначали: (1) динаміку росту протягом 72 годин культивування методом 

спектрофотометрії; (20) інтенсивність росту методом бактеріологічних посівів на 

селективні середовища на 24, 48 та 72 години культивування; (3) формування 
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біоплівки  методом десорбції барвника на полістироловому планшеті на 24, 48 та 

72 години культивування (рис. 2.4.). Для штамів штамів Escherichia coli B-906 та 

Staphylococcus aureus B-918 визначали також чутливість до антибіотиків диско-

дифузійним методом на 24, 48 та 72 години культивування, а для штаму 

Lactobacillus plantarum 691 – здатність до синтезу молочної кислоти методом 

титрування на 24 та 48 години культивування. 

 

Рис. 2.4. Схематична візуалізація дослідження впливу твердих 

наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі (ДТ) та медичних масок 

(ММ), на ростові показники та метаболічну активність представників 

транзиторної та облігатної нормобіоти кишечника. 

 

 

2.5. Визначення маси тіла щурів 

 

Маса тіла щурів була виміряна на кількох етапах експерименту. Перше 

зважування проводилося на 1-й день до початку введення речовини. Наступне 

зважування відбувалося на 8-й день експерименту. Зважування проводили перед 

початком моделювання коліту та до проведення апоморфінового тесту. 

Для вимірювання ваги, кожну тварину по черзі поміщали в чашу електронних 

вагів. Після кожного зважування значення на циферблаті тарувалися, щоб уникнути 
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отримання неточних результатів. Початкову масу тіла тварин вважали за 100 % і 

розраховували подальшу масу у відсотках відносно 1-го дня експерименту. 

 

 

2.6. Визначення загальної маси органів дослідних тварин 

 

Маса товстої кишки, селезінки та цекуму щурів була виміряна на 8-й день 

експерименту. Органи були вилучені під час аутопсії та поміщені на електронні 

ваги. Після кожного зважування, значення на циферблаті були таровані, щоб 

уникнути отримання неточних результатів. Отриману масу органів представляли у 

відношенні до 100 г маси тіла тварини (мг/100 г тіла). 

 

 

2.7. Визначення вмісту води у фекаліях 

 

Для визначення вмісту води у фекаліях були зібрані свіжі фекалії щурів на 

останній день експерименту. Спочатку вимірювали вологу масу фекалій (mw) та 

висушували їх у термостаті протягом 24 годин при температурі 60 °C для 

отримання сухої маси (md). Для розрахунку вмісту води (W, %) використовували 

формулу: 

𝑊 = 100 % − (𝑚𝑑 × 100 % ÷ 𝑚𝑤) (2.1). 

 

 

2.8. Моделювання експериментального коліту  

 

Експериментальний коліт у щурів було індуковано за 2 години до аутопсії 

шляхом одноразового ректального введення 0,1 мл 6 %-го розчину 

йодоацетаміду, розчиненого в 1 %-му розчині метилцелюлози, на відстані 7 см 

від анального отвору за допомогою гумового катетера S8 (Rüsch, Німеччина) 

[170]. Контрольній групі вводили 0,1 мл 1 %-го розчину метилцелюлози. 
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Під час аутопсії 7 см, які відповідали ділянці ураження, відрізали, 

промивали та зважували та оцінювався рівень набряку. 

 

 

2.9. Реєстрація електрофізіологічних характеристик у камері Уссінга 

 

Для дослідження електрофізіологічних характеристик епітелію товстої 

кишки щурів використовували систему камер Уссінга (VCC MC6, Physiological 

Instruments, США) (рис. 2.5.). 

Перед початком кожного експерименту установку калібрували без 

досліджуваного зразка в умовах, що повторювали експериментальні: 

1. Кожну півкамеру заповнювали 5 мл Кребса-Рінгера (у мМ): 117 NaCl; 5,9 

KCl; 24,8 NaHCO3; 1,2 NaHPO4×2H2O (0,1 М); 1,2 MgCl2; 2,5 CaCl2. 

2. Температура розчину підтримувалася на рівні 37 ºС. 

3. Для постійної оксигенації розчину застосовувався карбоген (95 % O2, 5 % 

CO2). 

 

Рис. 2.5. Будова системи камер Уссінга для дослідження 

електрофізіологічних характеристик епітелію кишечника: 1 – камера Уссінга; 2 – 

мультиканальний вольт-амперний блок-фіксатор; 3 – модулі фіктивної мембрани; 

4 – водяна сорочка; 5 – водяна баня; 6 – апаратне забезпечення системи збору й 

обробки даних; 7 – півкамера; 8 – слайдер; 9 – каломельний електрод для 
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вимірювання різниці потенціалів; 10 – хлорсрібний електрод, через які 

пропускається струм; 11 – газові трубочки; 12 – газовий балон із карбогеном. 

 

Під час калібрування виконували компенсацію різниці потенціалів на 

електродах напруги і компенсацію електричного опору розчину. Після цього 

проводився повторний збір установки з досліджуваним зразком. 

Підготовку зразка проводили не довше 15 хвилин, щоб запобігти втраті 

життєздатності тканин [171]. У щурів вирізали товсту кишку на відстані 1-го см 

від анального отвору та біля цекуму. Кишку розрізали вздовж по брижейці та 

промивали в охолодженому розчині Кребса-Рінгера. Далі відділяли повздовжній 

м’язовий шар, залишаючи лише слизовий та підслизовий шари.  

Для дослідження використовували фрагменти товстої кишки дистального 

відділу. Фрагмент розміром 0,5 см2 відрізали, уникаючи великих капілярів і 

лімфовузлів, та закріплювали на слайдері. Для виключення пошкоджених 

зразків, цілісність тканини перевіряли додатково за допомогою бінокуляра. Після 

чого слайдер вставляти вертикально в отвір між півкамерами з однаковою 

слизово-підслизовою орієнтацією для всіх дослідах. Кожну півкамеру 

заповнювали 5 мл розчину Кребса-Рінгера при температурі 37 °С та оксигенацією 

карбогеном [172].  

Одразу після вмонтування зразка до півкамери зі сторони слизового шару 

(апікальної) додавали 10 мМ маніту, а до півкамери зі сторони підслизового шару 

(латеральної) – 10 мМ глюкози для досягнення осмотичної рівноваги. 

Реєстрацію струму короткого замикання (Isc) проводили при фіксованій 

напрузі 0 мВ. Залежно від площі досліджуваної тканини, отримані значення були 

нормалізовані на площу в один (μА/см2) [171]. 

Після вмонтовування слайдера з фрагментом кишечника в камеру, тканині 

давали приблизно 20 хвилин для адаптації до умов експерименту та стабілізації 

електрофізіологічних параметрів. 
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Для визначення ступеня токсичності ТНЧ з різних порід деревини та 

деревних компонентів на функцію епітелію товстої кишки після стабілізації 

тканини з апікальної сторони відбирали розчин, а потім негайно додавали 

еквівалентний об’єм відповідного препарату з ТНЧ (або СФР для контрольної 

групи) до тієї ж сторони, щоб досягти кінцевої концентрації 20 мкг/мл або 40 

мкг/мл. Реєстрацію показників проводили протягом 90 хвилин. 

Для дослідження ефекту 7-добового введення ДТ та ММ на функцію 

епітелію товстої кишки після стабілізації тканини реєстрували значення Isc 

протягом 45 хв. На 46-й хвилині для дослідження Са2+-залежної секреції йонів до 

апікальної сторони додавали розчин карбахоліну (кінцева концентрація у 

півкамері становила 50 мкМ). 

 

 

2.10. Визначення парацелюлярної проникності епітеліального бар’єра 

товстої кишки 

 

Для визначення парацелюлярної проникності епітеліального бар’єра 

використовували маркер флуоресцеїн ізотіоціанат (FITC)-декстран масою 4 кДа 

(Sigma, США) [173].  

Після стабілізації тканини з апікальної сторони камери відбирали 500 мкл 

розчину і додавали 500 мкл FITC-декстрану (фінальна концентрація 1 мг/мл). 

Після чого з латеральної сторони відбирали по 100 мкл і переносили на чорний 

96-лунковий планшет. Для визначення ступеня токсичності ТНЧ з різних порід 

деревини та деревних компонентів зразки відбирали на 30-й і 60-й хвилинах 

експерименту, а для дослідження змін на функцію епітелію товстої кишки у 

щурів після 7-добового введення ДТ та ММ – на 15-й, 30-й та 45-й хвилинах. 

Визначення інтенсивності сигналу FITC-декстрану у зразках здійснювали з 

допомогою спектрофотометра Synergy HT (BioTek Instruments, США) за довжини 

хвилі збудження 485 нм та довжини хвилі поглинання 528 нм.  
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Значення коефіцієнта проникності (Papp) виразили з рівняння Фіка та 

розраховували за наступною формулою [174]: 

𝑃𝑎𝑝𝑝 =
𝐽

∆𝐶
 , (2.2) 

Оскільки: 

𝐽 =
𝜗

𝐴∗𝑡
 , (2.3) 

𝜗 =  
𝐶1

𝑉
 , (2.4) 

∆𝐶 = (𝐶0 − 𝐶1) , (2.5) 

то:  

𝑃𝑎𝑝𝑝 =
𝐶1

𝑉∗𝑆∗𝑡∗(𝐶0−𝐶1)
 , (2.6) 

 

де: J – густина потоку речовини (моль/см2×с); 

С0 – концентрація FITC-декстрану в розчині з серозного боку в початковий 

момент часу (моль/л); 

C1 – концентрація FITC-декстрану в розчині з мукозальної сторони через 

відповідний проміжок часу інкубації (моль/л); 

V – об’єм розчину з мукозальної сторони мембрани (л); 

S – площа досліджуваної ділянки тканини (см2); 

t – час перенесення декстрану через мембрану. 

З огляду на співвідношення 1 л = 1000 см3, розмірність проникності 

виражається в см/с. 

 

 

2.11. Культивування клітин лінії COLO 205 

 

Клітини лінії COLO 205 (CB_87091201, Sigma-Aldrich, США) висівали у 24-

лункові планшети з концентрацією 70 000 клітин/мл в об’ємі 1,5 мл 

культурального середовища RPMI 1640 з додаванням 10 % фетальної бичачої 

сироватки. Клітини пройшли період адаптації тривалістю 20 годин [175].  
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Після цього у 24 лунки додавали відповідно ДБ, КБ, ДТ, ДС або ГС у 

концентрації 20, 40 або 80 мкг/мл для кожного типу (по 24 лунки для кожної 

концентрації кожного типу ТНЧ). Підрахунок клітин проводили після 24 та 72 

годин інкубації з ТНЧ. Після цього суспензію клітин об'ємом 500 мкл відбирали 

в окремі мікропробірки, центрифугували при 500 g протягом 10 хвилин. 

Отриманий осад розчиняли в 20 мкл фізіологічного розчину та 20 мкл 

трипанового синього. Розрахунок співвідношення живих і мертвих клітин 

проводили за допомогою камери Горяєва за формулою:  

𝑥 = (𝑎 × 4000 × 𝑏)/𝑐 (2.7) 

де a – сума клітин, підрахованих у певному об'ємі камери; b – кількість 

підрахованих квадратиків; c – розведення клітинної суспензії. 

Зібрані дані представляють результати трьох незалежних експериментів для 

кожної концентрації кожного виду ТНЧ. 

  

  

2.12. Бактеріологічні дослідження 

 

2.12.1. Приготування бактеріологічних суспензій 

 

Для дослідження впливу ТНЧ на окремих представників мікробіоти 

кишечника використовували штами Escherichia coli B-906 та Staphylococcus 

aureus B-918 з колекції культур кафедри мікробіології та імунології ННЦ 

«Інститут біології та медицини» Київського національного університету імені 

Тараса Шевченка та Lactobacillus plantarum 691, наданого Інститутом 

мікробіології і вірусології імені Д. К. Заболотного НАН України. 

Добові культури досліджуваних мікроорганізмів доводили до концентрації 

105 колонієутворюючих одиниць (КУО) на мл за допомогою Densi-La-Meter II 

(Ерба Лахема, Чехія), засівали у колби із рідким середовищем: м’ясо-пептонний 

бульйон (МПБ, Himedia, Індія) для E. coli B-906 та S. aureus B-918; MRS Broth 
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для L. plantarum 691 (Condalab, Іспанія). Вихідна посівна концентрація становила 

104 КУО/мл. 

До середовищ додавали ДЧ або ММ у концентрації 20 мкг/мл, 40 мкг/мл або 

80 мкг/мл. У якості контролю використовували поживне середовище із 

додаванням лише відповідної культури мікроорганізму. 

Культивування проводили на шейкері-інкубаторі ES-20 (Biosan, Латвія) за 

температури 37 °C і сталій швидкості обертання 200 rpm.  

 

 

2.12.2. Побудова кривої росту бактерій 

 

Дослідження росту бактерій проводили одразу після додавання ТНЧ у 

поживне середовище. У 96-луночний планшет вносили по 200 мкл контролю та 

кожної проби у трьох повторностях, після чого закривали прозорою адгезивною 

плівкою для планшетів. У якості Blank використовували стерильне середовище 

МПБ. Оптичну густину культури вимірювали на спектрофотометрі µQuant 

(BioTek, США) за довжини хвилі 540 нм впродовж 72 год.  

Всі вимірювання проводили не менше двох разів для кожної культури, 

результати усереднювали. 

 

 

2.12.3. Визначення життєздатності мікроорганізмів 

 

Для визначення кількості життєздатних клітин (КЖК) на 24-у, 48-у та 72-у 

години культивування з колб із суспензіями культур, описаних у п. 2.11.1, 

здійснювали висів за секторним методом Голда [176] на щільні поживні 

середовища: Ендо для E. coli B-906, маніто-сольовий агар для S. aureus B-918 та 

MRS Agar для L. plantarum 691. 
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Всі вимірювання проводили не менше двох разів для кожної культури. 

Результати представлені як середнє арифметичне ± похибка середньої величини 

(М±m) lg КУО/г. 

 

 

2.12.4. Визначення здатності до біоплівкоутворення 

 

Здатність ДТ та ММ впливати на властивість досліджуваних мікроорганізмів 

утворювати біоплівку визначали на полістиролових планшетах за допомогою 

методу, який базується на фарбуванні структур біоплівки генціанвіолетом 

(Хімлаборреактив, Україна) з подальшою десорбцією барвника в органічні 

розчинники. Для цього у 96-лунковий планшет вносили інокулят і культивували 

його в термостаті протягом 24, 48 та 72 годин при 37 ºC. Після закінчення кожного 

терміну інкубації вміст лунок видаляли і тричі промивали фізіологічним розчином 

для видалення неадгезованих клітин. Далі лунки з інкубованим матеріалом 

фарбували протягом 15 хвилин 0,1 %-м водним розчином генціанвіолету. Для 

десорбції барвника у лунки додавали 200 мкл 96 %-го розчину етилового спирту 

на 10-15 хвилин. Після чого вміст лунок переносили у чистий планшет і 

вимірювали оптичну густину за довжиною хвилі 540 нм за допомогою Synergy HT 

plate reader. 

Здатність штаму утворювати біоплівку оцінювали згідно з методом 

Stepanović et.al. [177]. 

 

 

2.12.5. Визначення антибіотикочутливості 

 

Для визначення чутливості штамів E. coli B-906 та S. aureus B-918 до 

антимікробних препаратів застосовували диско-дифузійний метод через 24, 48 та 

72 години культивування. Експеримент проводили на чашках Петрі з твердим 
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середовищем Мюллера-Хінтона. На поверхню середовища наносили по 0,2 мл 

суспензії культури. Далі, на поверхню середовища розкладали диски, що містили 

антибіотики (Фармактив, Україна): Ампіцилін (Амп) 10 мкг, Левоміцетин (Лев) 30 

мкг, Меропенем (Мер) 10 мкг, Норфлоксацин (Нор) 10 мкг, Цефтріаксон (Цфа) 30 

мкг. Інкубація тривала 24 години у термостаті за температури 37 ºС. Після 

закінчення терміну інкубування вимірювали діаметри зон затримки росту 

мікроорганізмів (мм). 

Експеримент проводили не менше двох разів для кожної культури. 

Інтерпретацію результатів проводили згідно з Наказом МОЗ України від 

05.04.2007 № 167 [178]. 

 

 

2.12.6. Визначення кількості молочної кислоти 

 

Культуру L. plantarum 691 висівали на тверде середовище MRS агар на 24-у 

та 48-у години культивування в MRS-бульйоні у присутності різних концентрацій 

ТНЧ. Через 24 години з колоній, що виросли на чашках, робили суспензію із 

концентрацією клітин 3*108 (1,0 згідно зі стандартом МакФарланда). Контроль за 

концентрацією здійснювали за допомогою Densi-La-Meter II.  

У 9 мл ультрапастеризованого молока вносили 1 мл робочої суспензії, 

інкубували 20 годин при 37 ºС і титрували 0,1М NaOH у присутності 

фенолфталеїну до появи стійкого світло-рожевого забарвлення.  

Враховуючи, що 1 мл 0,1М NaOH відповідає 0,009 г молочної кислоти, 

розраховували кількість молочної кислоти, що утворилася у продукті.  Після 

обчислення кількості молочної кислоти, визначали кислотність продукту у 

градусах Тернера (ºТ), з урахуванням, що 1 мл 0,1М NaOH, який використовувався 

для титрування 100 мл продукту, відповідає 1 ºТ [176]. 
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2.12.7. Бактеріологічний аналіз пристінкової мікробіоти товстої 

кишки щурів 

 

Фрагмент товстої кишки (1 см) щурів гомогенізували в 0,9 мл 0,5 %-го СФР. 

З отриманого гомогенату готували робочі десятикратні розведення (10-2-10-5). 

Кількісний та якісний склад мікробіоти визначали посівом робочих розведень на 

диференційно-діагностичні середовища з селективними властивостями: 

середовище Ендо для виділення бактерій групи кишкової палички, здатних 

метаболізувати лактозу (лактозопозитивні) і нездатних (лактозонегативних); 

цитратний агар Симонса для виділення умовно-патогенних ентеробактерій, які 

здатні метаболізувати цитрат; маніто-сольовий агар для виділення бактерій роду 

Staphylococcus, які метаболізують маніт (Staphylococcus aureus); залізовмісний 

сульфітний агар для клостридій; Bifidobacterium Agar для біфідобактерій; MRS 

агар для лактобактерій.  

Культивування проводили при температурі 37 °С, обрахунок колоній 

здійснювали через 24-48 год. Ідентифікацію виділених мікроорганізмів 

здійснювали за морфологічними та тинкторіальними властивостями.  

Після ідентифікації проводили кількісний облік мікроорганізмів, які росли 

у вигляді окремих колоній на диференційно-діагностичних середовищах з 

врахуванням робочого розведення і коефіцієнту посівної дози.  

Результати представляли у вигляді логарифма КУО в 1 см кишки (lg 

КУО/см). 

 

 

2.12.8. Визначення транслокації бактерій у кров 

 

Для визначення транслокації бактерій у кров стерильно відбирали 1 мл крові 

з ворітної вени щурів та готували десятикратні розведення у СФР. Робочі 

розведення висівали на 5%-й кров’яний агар (Himedia, Індія), і після 24-
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годинного інкубування у термостаті за температури 37 ºС підраховували загальну 

кількість мікроорганізмів.  

Кількість мікроорганізмів виражали у вигляді логарифма КУО в 1 мілілітрі 

крові (lg КУО/мл). 

 

2.13. Визначення проникності ендотелію товстої кишки щурів 

 

Для визначення проникності ендотелію кровоносних судин слизової 

оболонки товстої кишки щурів, тварин було анестезовано уретаном (Sigma-

Aldrich, США) шляхом інтраперитонеального введення дози 1,1 г/кг маси тіла. 

Після цього, у яремну вену вводили 0,4 %-й розчин барвника EБ у дозі 

0,4 мг/100 г маси тіла тварини за 15 хвилин до аутопсії [179]. Ділянку товстої 

кишки довжиною 7 см видаляли, очищали від слизу та поміщали у формамід. 

Зразок інкубували на шейкері протягом доби при температурі 50 °C. Оптичну 

густину надосаду зразка вимірювали на спектрофотометрі при довжині хвилі 

612 нм. Як контроль використовували формамід. Проникність ендотелію 

слизової оболонки товстої кишки щурів визначали за кількістю фарби в крові. 

Результат виражено у мікрограмах на грам кишки (мкг/г). 

 

 

2.14. Активність мієлопероксидази слизової оболонки товстої кишки 

 

 Активність МПО (U/г) визначали у слизовій оболонці кишки вимірюванням 

H2O2-залежного окиснення o-діанізидин гідрохлориду (ODHC, Sigma-Aldrich, 

Німеччина). Слизова оболонка товстої кишки дослідних щурів (20-30 мг) 

гомогенізувалася шляхом механічного перетирання у порцеляновій ступці з 

використанням рідкого азоту до утворення порошку. До отриманого гомогенату 

додавали гексадецилтриметиламоній бромід буфер (НТАВ) у співвідношенні 1 

мл на 50 мг зразка. Зразок з буфером переносили у мікропробірку і проводили 
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через 3 цикли: 1 хвилина у рідкому азоті, 10 хвилин на водяній бані (при 

температурі 37 °C). Після цього пробу сонікували, попередньо зануривши її у лід, 

впродовж 10 секунд на ультразвуковому дезінтеграторі, а потім центрифугували 

протягом 15 хвилин з прискоренням 14000 обертів за хвилину при температурі 

+4 °C. 

Оптична щільність зразків вимірювалася за допомогою спектрофотометра 

Synergy HT (BioTek Instruments, США) при довжині хвилі 450 нм. Для 

вимірювання вносили у лунки планшета по 200 мкл реакційного буфера          

(5×10-4 % розчин H2O2 – 6,1 мл, розчин ODHC – 4,1 мл, фосфатний буфер – 4,4 

мл) та по 14 мкл супернатанта досліджуваних зразків. Вимірювання проводили 

через 10-15 хвилин після внесення реагентів у лунки планшета. 

 

 

2.15. Визначення глікопротеїнів слизу за методом Шиф-реакції 

 

Для визначення гліканової частини глікопротеїнів муцину товстої кишки 

щурів застосовувалася реакція Шифа. Для цього з товстої кишки тварин, яка була 

вилучена під час аутопсії, вирізали фрагмент розміром 1 см і поміщали його у 

пробірки з 3 мл N-ацетил-1-цистеїну (Sandoz, Швейцарія). Кожен зразок 

піддавався перемішуванню на вортексі протягом 4 хвилин і центрифугуванню 

протягом 15 хвилин з прискоренням 3000 g. Після цього з пробірок відбирали 

надосад, залишаючи осад із невеликою кількістю надосадової рідини, загальним 

об'ємом 1 мл. Далі, вміст пробірок піддавався ресуспендуванню та гомогенізації 

за допомогою диспергатора T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Німеччина) 

протягом 20 секунд зі швидкістю 20500 обертів за хвилину. 

Визначення гліканової частини глікопротеїнів поверхневого слизу товстої 

кишки проводили на полівінілідендифторидній (ПВДФ) мембрані [180]. 

Мембрану послідовно занурювали на 2 хвилини у 100 %-й та 80 %-й розчин 

метанолу, після чого її промивали дистильованою водою, висушували і поміщали 
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на фільтрувальний папір. Після повного висихання на мембрану наносили 

поверхневий слиз об'ємом 10 мкл на 10-15 хвилин, щоб мембрана повністю 

просочилася зразком. Далі ПВДФ-мембрану знову промивали дистильованою 

водою протягом 2 хвилин, а після цього інкубували у 0,5 %-му розчині КОН 

протягом 10 хвилин і у 70 %-му розчині етанолу ще протягом 10 хвилин. Знову 

промивали дистильованою водою протягом 2 хвилин, після чого вона була 

поміщена у 0,5 %-й розчин перйодатної кислоти на 10 хвилин. Після промивання 

дистильованою водою, мембрану піддавали дії реактиву Шифа протягом 30 

хвилин при постійному струшуванні. Далі ПВДФ-мембрану двічі інкубували у 

0,6 %-му розчині метабісульфіту натрію протягом 3 хвилин і промивали 

дистильованою водою протягом 3 хвилин. Після повного висихання мембрану 

сканували за допомогою сканера Canon PIXMA MP235. Отримані зображення 

оброблялися та аналізувалися за допомогою програмного забезпечення для обробки 

та кількісного аналізу зображень Image Studio™ Lite Ver 5.0 (LI-COR Biosciences, 

США) для визначення кількості та щільності позитивно забарвлених точок. 

 

 

2.16. Вестерн-блот аналіз 

 

Об’єм екстракту слизової оболонки товстої кишки щурів, що містив 100 мкг 

протеїнів, змішували у співвідношенні 1:1 з 2x буфером Лемлі для зразків. 

Змішану пробу нагрівали впродовж 5 хв при температурі 95 °С. Для розділення 

білків був використаний електрофорез у 10 %-му поліакриламідному гелі з 

наступним перенесенням на нітроцелюлозну мембрану Hybond-ECL.  

Електрофорез білків проводили за напруги 150 В на 50-70 хв. Перенесення 

білків на нітроцелюлозну мембрану здійснювали за напруги 60 В протягом ночі 

із додатковим охолодженням. Після цього мембрану промивали буфером TBST 

(10 мМ тріс-HCl, 150 мМ NaCl, 0,0 5%-го поліоксиетиленсорбітан монолаурат 

(Твін-20), рН 7,4) 4 рази по 10 хвилин і блокували розчином 1 %-го бичачого 
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сироваткового альбуміну та 1 %-го знежиреного сухого молока, розчинених у 

TBST, впродовж мінімум 1 години.  

Для аналізу окремих білків у слизовій оболонці товстої кишки щурів були 

підготовлені робочі розчини первинних антитіл у TBST. (табл. 2.1.). 

Нітроцелюлозну мембрану інкубували у розчині первинних антитіл за кімнатної 

температури впродовж 2 год при постійному перемішуванню. Після цього 

мембрану промивали у буферному розчині TBST тричі по 10 хвилин й інкубували 

протягом 1 години у розчині вторинних антитіл (Santa-Cruz Biotechnology, США), 

які були кон’юговані з пероксидазою хрону. Вторинні антитіла були підібрані до 

імуноглобулінів відповідно до застосовуваних первинних антитіл: мишачі анти-

кролячі (1:1000, sc-2357, Santa Cruz Biotechnology, США) або кролячі анти-

мишачі (1:2500, sc-516102, Santa Cruz Biotechnology, США). Після інкубації, 

мембрану промивали п'ять разів протягом п'ятихвилинних інтервалів у 

буферному розчині TBST.  

Таблиця 2.1. 

Загальна характеристика первинних антитіл до білків, 

проаналізованих методом Вестерн-блот 

Білок 
Молекулярна 

маса білка, кДа 

Тип 

первинного 

антитіла 

Каталожний 

номер, виробник 

Робоче 

розведення 

антитіл 

EGR-1 68 
Поліклональне 

кроля 

sc-189, Santa-Cruz 

Biotechnology, 

США 

1:200 

β-актин 43 
Моноклональне 

миші 

BM5180, Boster 

Biological 

Technology, США 

1:200 

 

Для проведення візуалізації Вестерн-блот використовували ECL-реагент, 

(Н2О – 9 мл, 1M тріс-HCl для ECL-реагенту – 10 мл, 68 мМ кумарова кислота – 
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225 мкл, 1,2 мМ люмінол – 500 мкл). Світіння, отримане внаслідок 

хемілюмінесцентної реакції пероксидази хрону із субстратом, фіксували на 

радіографічній плівці (ОНІКО, Україна). Після інкубації плівки у фіксаторі і 

проявнику для рентгенівських плівок, її просушували, після чого отримані 

зображення сканували за допомогою сканера (Canon PIXMA MP235). Для 

денситометричного аналізу використовували програмне забезпечення ImageJ, Ver. 

1.54f (U. S. National Institutes of Health, США). Молекулярну масу білків визначали 

з використанням маркера молекулярної маси від CHEMICON International Inc. 

Результати були проаналізовані та нормалізовані проти β-актину [181]. 

 

 

2.17.  Розрахунок розміру вибірки 

 

Розмір вибірки було розраховано за допомогою програмного забезпечення 

G*Power, версія 3.1.9.7 (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, Німеччина), яка на 

основі заданого розміру ефекту та значення альфа вираховує оптимальну для 

досягнення потужності кількість тварин для кожної гіпотези окремо.  

Величина ефекту для середніх значень, отриманих у цих дослідженнях, 

варіювалася від 0,55 до 0,72 з розміром вибірки від 5 тварин у кожній групі. Таким 

чином, нам вдалося досягти потужності від 0,7 до 0,94 і альфа 0,05, виявивши 

відмінності між групами. 

 

 

2.18. Статистична обробка результатів 

 

Статистичний аналіз результатів досліджень та побудову графіків 

проводили за допомогою пакету програми Prism v.9.5.1 (GrapfPad Software, 

США).  
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Для перевірки нормальності розподілу вибірки використовували критерій 

Шапіро-Уілка. У разі, якщо вибірки мали нормальний розподіл, для виявлення 

статистично значущих відмінностей між двома вибірками використовувався 

непарним t-тестом. Якщо розподіл даних був ненормальним, застосовували тест 

Манна-Уітні. 

При порівнянні трьох або більше вибірок використовували однофакторний 

дисперсійний аналіз (One-way ANOVA) або Kruskal-Wallis ANOVA, залежно від 

нормальності розподілу. У разі порівняння двох незалежних змінних 

використовували двофакторний дисперсійний аналіз (Two-way ANOVA). 

Для множинного порівняння використовували тести Даннетта або Тьюкі. 

Статистична значущість вважалась при значенні ймовірності р < 0,05. 

Результати були представлені у вигляді середнього арифметичного 

± стандартної похибки середнього (M±SEM).  
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РОЗДІЛ 3 

ПОРІВНЯЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РЕАКЦІЇ КЛІТИН COLO 205 

ТА ЕПІТЕЛІАЛЬНИХ ПРЕПАРАТІВ ТОВСТОЇ КИШКИ НА ТВЕРДІ 

НАНОЧАСТИНКИ ПРИРОДНОГО ПОХОДЖЕННЯ IN VITRO 

 

Лісові пожежі є основним джерелом ТНЧ природного походження, які 

утворюються внаслідок неповного згоряння органічних матеріалів, таких як 

деревина, гілля, листя тощо.  

На першому етапі нашого дослідження ми визначили ступінь токсичності 

ТНЧ, отриманих від згорання трьох порід деревини: берези, тополі та сосни, а 

також деревних компонентів: кори берези та гілля сосни.  

Для оцінки середнього розміру частинок ТНЧ використовували метод 

динамічного розсіювання світла. В результаті аналізу було встановлено, що 

основна кількість ТНЧ мала діаметр приблизно 29,7 нм [168]. Спектр поглинання 

світла ТНЧ переважно спостерігався в ультрафіолетовому діапазоні (200-350 нм) 

і мав пік близько 275 нм. Під час збудження частинок при 275 нм спостерігалася 

флуоресценція з максимальною довжиною хвилі близько 340 нм, що вказує на 

наявність фенольних похідних. Це високоенергетичне поглинання можна 

пов'язати з типовими сполуками, такими як гваякол та сирингол, які утворюються 

під час деградації лігніну – одного з основних компонентів деревини [182]. 

Раманівською спектроскопією були виявлені характерні смуги вуглецевих 

наноточок, які можуть утворюватися під час термічного розкладання деревини 

[168].  

 

 

3.1. Визначення ступеня токсичності твердих наночастинок, 

отриманих від згорання деревини берези 

 

Для визначення токсичних властивостей ТНЧ ми дослідили реакцію клітин 

лінії COLO 205 in vitro. Ця лінія використовується в дослідженнях як модель для 

вивчення механізмів транспорту препаратів через клітинні мембрани.  
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Спершу ми дослідили здатність клітин COLO 205 до поділу у присутності 

ТНЧ, отриманих внаслідок згорання деревини берези (ДБ). У результаті 

дослідження було виявлено, що через 24 години культивування кількість клітин 

достовірно (p < 0,001) зменшувалася у присутності ДБ за всіх трьох 

досліджуваних концентрацій (рис. 3.1.). Після 72 годин культивування 

спостерігалося подальше зменшення кількості клітин. 

Рис. 3.1. Оцінка впливу твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини берези, на клітини лінії COLO 205 за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 

40 мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72): А – загальна кількість клітин (мертвих і 

живих) після 24 і 72 годин культивування, клітин/мл; Б – мікрофотографії клітин 

через 24 години культивування. Результати представлені як М±SEM.                   

*** - р < 0,001; **** - p < 0,0001. 

 

При цьому кількість клітин зменшувалася зі збільшенням концентрації ДБ. 

Після 24 годин культивування за концентрації 20 мкг/мл кількість клітин 

100µм 

Контроль Деревина берези 

20 мкг/мл 

Деревина берези 

40 мкг/мл 

Деревина берези 

80 мкг/мл 

А 

Б 
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COLO 205 становила 495000±20938 клітин/мл, за концентрації 40 мкг/мл 

кількість зменшилася до 402500±25156 клітин/мл, а за концентрації 80 мкг/мл 

була найменшою – 220000±33750 клітин/мл. Ця тенденція до зниження кількості 

клітин в залежності від концентрації посилювалася на 20-25% за 72-годинного 

культивування. 

Далі ми визначали співвідношення живих і мертвих клітин COLO 205 через 

24 та 72 год культивування з ДБ у концентраціях 20, 40 та 80 мкг/мл (рис. 3.2.). 

Перша загибель клітин спостерігалася за концентрації ДБ 40 мкг/мл вже через 24 

години культивування і при збільшенні дози до 80 мкг/мл кількість мертвих 

клітин збільшилася у 3 рази. На 3 добу за цих же концентрацій ДБ ми 

спостерігали повну загибель клітин.  

 

Рис. 3.2. Відсоткове співвідношення живих і мертвих клітин лінії COLO 205 

після 24 (А) та 72 (Б) годин культивування з твердими наночастинками, 

отриманими від згорання деревини берези, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 40 

мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72). 

 

Наступним кроком ми дослідили дію ДБ на функції епітелію товстої кишки 

на тканинній моделі за концентрацій 20 і 40 мкг/мл, використовуючи камери 

Уссінга.  

Струм короткого замикання (Isc) – це струм, необхідний для нівелювання 

різниці потенціалів тканини, який є сумою всіх іонних струмів через епітелій. З 

часом цей показник поступово зменшується через зниження життєздатності 

клітин та послаблення іонного транспорту через епітелій [183]. Таке зменшення 

А Б 
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було характерним для Isc групи контролю у нашому досліді, значення якого 

протягом 90 хвилин знизилися з 41,9±1,83 µА/см2 до 31,17±1,24 µА/см2 

(рис. 3.3. А).  

ДБ не змінювали Isc: у порівнянні з контрольними значеннями не 

спостерігалося достовірних відмінностей за обох концентрацій, а тенденція до 

зниження була подібна.  

 

Рис. 3.3. Зміни електрофізіологічних показників епітеліального препарату 

товстої кишки під впливом твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини берези, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 5) та 40 мкг/мл (n = 5): А – зміна 

струму короткого замикання препаратів епітелію товстої кишки, µА/см2; 

Б – зміна парацелюлярної проникності FITC-декстрану (4 кДа), см/с. Результати 

представлені як М±SEM. **** - p < 0,0001. 

 

Другим електрофізіологічним показником, який ми дослідили, була 

парацелюлярна проникність епітелію товстої кишки. Парацелюлярна 

проникність вказує на проникність, яка відбувається між епітеліальними 

клітинами епітелію через міжклітинні контакти, а її збільшення свідчить про 

пошкодження бар'єрної функції [183]. Під час тривалого запису у камері Уссінга 

швидкість парацелюлярної проникності епітелію може збільшуватися з часом 

через активування транспортних систем та збільшення проникності мембран. 

А Б 
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Так, значення контролю становило 0,57±0,03 см/с через 30 хвилин після початку 

запису, а ще через 30 хвилин зросло до 0,85±0,05 см/с (рис. 3.3. Б). 

Додавання ДБ збільшило швидкість проникності мукозо-субмукозального 

препарату на 60-ту хвилину експерименту. При цьому за концентрації 40 мкг/мл 

значення зросло вдвічі відносно контролю (до 1,78±0,06 см/с; p < 0,0001). 

Таким чином ДБ проявляють високу токсичність щодо клітин COLO 205 та 

епітелію товстої кишки. При цьому ефект їхньої дії проявляє концентраційну та 

часову залежність.   

 

 

3.2. Визначення ступеня токсичності твердих наночастинок, 

отриманих від згорання кори берези 

 

Кора берези – багатошаровий зовнішній шар стовбура берези, який захищає 

його від руйнівних факторів, регулює температуру, забезпечує транспортування 

речовин. Структура та хімічний склад кори берези у порівнянні із деревиною 

мають ряд особливостей. Зокрема, кора берези містить велику кількість 

суберину, бетуліну і бетулінової кислоти, флавоноїдів, танінів та цукрів. Під час 

промислової обробки кора видаляється і спалюється для виробництва енергії 

окремо від деревини [184, 185]. Тому ми також дослідили ТНЧ, отримані від 

згорання кори берези (КБ). 

На відміну від деревини, кора берези проявила меншу токсичність відносно 

клітин COLO 205 (рис. 3.4.). Найбільший вплив КБ проявляв за концентрації 

80 мкг/мл. Кількість клітин знизилася на 59 % після 24 годин культивування 

(262500±11406 клітин/мл порівняно з контрольною кількістю 640000±46400 

клітин/мл, p < 0,0001) і на 76 % після 72 годин (387500±49219 клітин/мл 

порівняно з контрольною кількістю 1590000±91250 клітин/мл, p < 0,0001). 

Найнижча концентрація КБ, 20 мкг/мл, не мала помітного ефекту протягом 

перших 24 годин експерименту.  
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Рис. 3.4. Оцінка впливу твердих наночастинок, отриманих від згорання кори 

берези, на клітини лінії COLO 205 за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 40 мкг/мл 

(n = 72), 80 мкг/мл (n = 72): А – загальна кількість клітин (мертвих і живих) після 

24 і 72 годин культивування, клітин/мл; Б – мікрофотографії клітин через 24 

години культивування. Результати представлені як М±SEM. *** - р < 0,001;     

**** - p < 0,0001. 

 

Крім того, присутність КБ у культуральному середовищі у низькій 

(20 мкг/мл) та середній (40 мкг/мл) концентраціях не спричиняла загибелі клітин 

(рис. 3.5.). Однак висока (80 мкг/мл) концентрація на 3 день експерименту 

призводила до загибелі всіх клітин. Це може вказувати на те, що клітини мали 

певний ступінь стійкості до низьких доз КБ.  

 

 

100µм 

Контроль Кора берези 

20 мкг/мл 

Кора берези 

40 мкг/мл 

Кора берези 
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Рис. 3.5. Відсоткове співвідношення живих і мертвих клітин лінії COLO 205 

після 24 (А) та 72 (Б) годин культивування з твердими наночастинками, 

отриманими від згорання кори берези, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 40 

мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72). 

 

За концентрації 20 мкг/мл жодних змін у показнику Isc та парацелюлярної 

проникності не виявлено. 

КБ у концентрації 40 мкг/мл змінювали електрофізіологічні показники 

тканинного препарату (рис. 3.6. А). Після 60 хвилин запису показник Isc у 

присутності КБ знизився на 9,23 µА/см2 (з 40,20±1,61 µА/см2 до 25,65±1,62 

µА/см2), тоді як в контрольних умовах за той самий проміжок часу він знизився 

всього на 6,60 µА/см2 (з 41,90±1,83 µА/см2 до 31,17±1,24 µА/см2). Проте ці 

відмінності не були статистично вірогідними.  

За тієї ж концентрації (40 мкг/мл) КБ парацелюлярна проникність 

збільшувалася вже через 30 хвилин з 0,57±0,03 см/с до 0,96±0,03 см/с (p < 0,001; 

рис. 3.6. Б). Це вказує на те, що КБ при даній концентрації здатні збільшувати 

проникність епітелію товстої кишки, що може призводити до збільшення 

проникання рідини, електролітів та інших речовин. 

Отримані дані свідчать про дозозалежний ефект впливу КБ. 

 

А Б 
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Рис. 3.6. Зміни електрофізіологічних показників епітеліального препарату 

товстої кишки під впливом твердих наночастинок, отриманих від згорання кори 

берези, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 5) та 40 мкг/мл (n = 5): А – зміна струму 

короткого замикання препаратів епітелію товстої кишки, µА/см2; Б – зміна 

парацелюлярної проникності FITC-декстрану (4 кДа), см/с. Результати 

представлені як М±SEM. *** - p < 0,001. 

 

Загалом, отримані результати вказують, що КБ мають слабші 

характеристики токсичності порівняно з ДБ. Проте за високих концентрацій вони 

також можуть впливати на виживаність клітин COLO 205 та збільшувати 

проникність епітелію товстої кишки. 

 

 

3.3. Визначення ступеня токсичності твердих наночастинок, 

отриманих від згорання деревини тополі 

 

Тополя – багаторічне дерево, яке характеризується швидким ростом, має 

добре розгалужену кореневу систему та здатність виробляти значну кількість 

біомаси. Завдяки своїй високій стійкості до різних несприятливих умов тополі 

мають властивість накопичувати метали через свою кореневу систему та листя і 

далі зберігати їх у своїй деревині та листі завдяки процесу транслокації [186, 
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187]. Через здатність поглинати вуглекислий газ та очищати повітря від металів 

та інших забруднювачів, тополі часто використовують для озеленення міських 

зон [188]. Враховуючи накопичувальні властивості тополі, ми дослідили ступінь 

токсичності ТНЧ, які утворюються внаслідок згорання деревини тополі (ДТ). 

ДТ проявили високу пригнічувальну дію на динаміку росту культури клітин 

(рис. 3.7.). Вже через 24 години експерименту найнижча концентрація ДТ, яка 

становила 20 мкг/мл, спричинила значне зниження кількості клітин у 1,5 раза 

порівняно з контрольною групою, становлячи 462000±25667 клітин/мл 

(p < 0,0001). Після цього розмноження клітин значно уповільнювалося, і через 72 

години експерименту кількість клітин залишалася на рівні показників на 24 

годину, що було нижче показників у контрольній групі у 3,2 раза.  

 

Рис. 3.7. Оцінка впливу твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини тополі, на клітини лінії COLO 205 за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 

40 мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72): А – загальна кількість клітин (мертвих і 

живих) після 24 і 72 годин культивування, клітин/мл; Б – мікрофотографії клітин 
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через 24 години культивування. Результати представлені як М±SEM. 

****  - p < 0,0001. 

 

Збільшення концентрації ДТ призводило до посилення їх токсичного 

впливу, і цей ефект досягав свого піка, знижуючи кількість клітин на 80 % у 

порівнянні з контрольною групою за концентрації 80 мкг/мл як через 24 години, 

так і через 72 години. 

Причиною відсутності приросту клітин стало те, що на третю добу 

експерименту всі клітини загинули за всіх концентрацій ДТ. Навіть після перших 

24 годин культивування у присутності ДТ вижило менше третини клітин 

COLO 205 (рис. 3.8.). 

 

Рис. 3.8. Відсоткове співвідношення живих і мертвих клітин лінії COLO 205 

після 24 (А) та 72 (Б) годин культивування з твердими наночастинками, 

отриманими від згорання деревини тополі, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 

40 мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72). 

 

Так само виразно токсична дія ДТ проявлялася і на епітеліальному препараті 

товстої кишки щурів (рис. 3.9. А). При концентрації 20 мкг/мл показник Isc 

знижувався на 5-10 % від контрольних значень і мав тенденцію до подальшого 

зниження з часом. Але за концентрації 40 мкг/мл вже через 15 хвилин після 

додавання ДТ у камеру Уссінга спостерігався різкий спад Isc, після чого показник 

продовжував стрімко знижуватися. Протягом експерименту Isc знизився на 

20,82 µА/см2, що вдвічі більше ніж в контрольній групі (p < 0,001). 
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Зниження Isc супроводжувалося суттєвим зростанням швидкості 

парацелюлярної проникності епітелію. Через 60 хвилин після додавання ДТ, 

незалежно від концентрації, показник зростав втричі порівняно з контролем 

(2,73±0,02 см/с за концентрації 20 мкг/мл, p < 0,0001; 0,85±0,05 см/с за 

концентрації 40 мкг/мл, p < 0,0001).  

 

Рис. 3.9. Зміни електрофізіологічних показників епітеліального препарату 

товстої кишки під впливом твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини тополі, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 5) та 40 мкг/мл (n = 5): А – зміна 

струму короткого замикання препаратів епітелію товстої кишки, µА/см2; Б – 

зміна парацелюлярної проникності FITC-декстрану (4 кДа), см/с. Результати 

представлені як М±SEM. **** - p < 0,0001. 

 

Таким чином, ДТ демонструють високу токсичну дію, яка спостерігається 

вже за найнижчої концентрації (20 мкг/мл) і посилюється з часом. 

 

 

3.4. Визначення ступеня токсичності твердих наночастинок, 

отриманих від згорання деревини сосни 

 

У лісах України сосна є панівним видом і становить третину всіх дерев [189]. 

Однією з особливостей деревини сосни є наявність масляних смол та смоляних 

кислот у її складі, які під час горіння можуть виділятися у вигляді густого 

чорного диму або димових частинок [190]. Враховуючи зростаючу кількість 
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лісових пожеж в Україні, визначення токсичних властивостей ТНЧ, отриманих 

внаслідок горіння деревини сосни (ДС), має високу актуальність. 

Проведені дослідження показали, що ДС мають схожий з ДБ вплив на 

здатність клітин до поділу (рис. 3.10.). В обох випадках спостерігався 

дозозалежний ефект, що посилювався протягом 72 годин, хоча кількісний 

показник клітин під впливом ДС був вищим за показник при дії ДБ.  

 

Рис. 3.10. Оцінка впливу твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини сосни, на клітини лінії COLO 205 за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 

40 мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72): А – загальна кількість клітин (мертвих і 

живих) після 24 і 72 годин культивування, клітин/мл; Б – мікрофотографії клітин 

через 24 години культивування. Результати представлені як М±SEM. ** - р < 0,01; 

**** - p < 0,0001. 

 

Крім того, виживаність клітин у присутності ДС (рис. 3.11.) теж була вища 

ніж у присутності ДБ (рис. 3.2.). Протягом усього експерименту жодна 
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концентрація не призвела до 100 %-ї загибелі клітин. А за концентрації 20 мкг/мл 

рівень смертності становив усього 12 % навіть на 3 добу експерименту. 

 

Рис. 3.11. Відсоткове співвідношення живих і мертвих клітин лінії COLO 

205 після 24 (А) та 72 (Б) годин культивування з твердими наночастинками, 

отриманими від згорання деревини сосни, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 

40 мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72). 

 

Показник Isc для ДС мав несхожі з жодними іншими ТНЧ значення 

(рис. 3.12. А). За концентрації 20 мкг/мл значення виходили на 30-хвилинне 

плато на рівні 38,49±1,74-39,26±1,07 µА/см2, після чого наступні 45 хвилин 

швидко знижувалися до 27,56±0,93 µА/см2.  При збільшенні концентрації ДС до 

40 мкг/мл сила струму знижувалася поступово до 60-ї хвилини експерименту, 

проте до 90-ї хвилини впала на 8,57 µА/см2 (з 32,15±1,29 до 23,58±1,32 

відповідно). 

Ще однією унікальною характеристикою ДС була їх здатність достовірно 

збільшувати парацелюлярну проникність епітеліального препарату товстої 

кишки щурів за найнижчої концентрації вже через 30 хвилин після додавання ДС 

у камеру Уссінга (рис. 3.12. Б).  

Враховуючи отримані результати, ступінь токсичності ДС є неоднозначним. 

Припускаємо, що їхній вплив на живі організми може виявлятися по-різному 

залежно від типу клітин та біологічних процесів, які вони залучають. 
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Рис. 3.12. Зміни електрофізіологічних показників епітеліального препарату 

товстої кишки під впливом твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини сосни, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 5) та 40 мкг/мл (n = 5): А – зміна 

струму короткого замикання препаратів епітелію товстої кишки, µА/см2; Б – 

зміна парацелюлярної проникності FITC-декстрану (4 кДа), см/с. Результати 

представлені як М±SEM. ** - p < 0,01; **** - p < 0,0001. 

 

 

3.5. Визначення ступеня токсичності твердих наночастинок, 

отриманих від згорання гілля сосни 

 

Гілля сосни має подібні до деревини властивості, проте соснові голки мають 

також воскові поверхні, які допомагають накопичуватися на них різним 

забруднювачам, через що їх часто використовують як біоіндикатори стійких 

органічних забруднювачів [191]. З метою перевірки можливої різниці в 

токсичності ТНЧ, отриманих від згорання гілля сосни (ГС) та деревини сосни, 

ми дослідили цей компонент окремо. 

Протягом першої доби експерименту зниження кількості клітин було 

достовірним лише за концентрацій 40 і 80 мкг/мл (до 413000±25813 клітин/мл і 

288000±32575 клітин/мл відповідно, p < 0,0001). На третю добу експерименту 

(через 72 год) зменшення було виявлено і за концентрації 20 мкг/мл (961250± 
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60078 клітин/мл; p < 0,0001). Ми встановили, що ГС мали найслабший ефект на 

клітини лінії COLO 205 порівняно з іншими досліджуваними ТНЧ (рис. 3.13.), 

проте вони викликають дозозалежний ефект, який стає більш виразним зі 

збільшенням часу експозиції ТНЧ на досліджуваний біологічний об’єкт. 

 

Рис. 3.13. Оцінка впливу твердих наночастинок, отриманих від згорання 

гілля сосни, на клітини лінії COLO 205 за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 40 

мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72): А – загальна кількість клітин (мертвих і 

живих) після 24 і 72 годин культивування, клітин/мл; Б – мікрофотографії клітин 

через 24 години культивування. Результати представлені як М±SEM. **** - p < 

0,0001. 

 

Особливістю результатів дослідження ГС є нелінійна залежність між їхньою 

концентрацією та кількістю живих клітин лінії COLO 205 на третій день 

експерименту (рис. 3.14.). Відзначено, що для концентрацій 20 і 40 мкг/мл 

кількість живих клітин на третю добу збільшилася порівняно з першою добою 
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експерименту. Однак, ця особливість не спостерігалася при концентрації 

80 мкг/мл, де кількість живих клітин на третій день була максимальною (100 %), 

що свідчить про високу цитотоксичність ГС при високій концентрації на клітини 

лінії COLO 205. 

Така нелінійна реакція клітин на різні концентрації ГС може вказувати на 

наявність певного адаптаційного механізму клітин, що дозволяє їм пережити та 

відновитися під дією меншої концентрації ГС. Наприклад, це може вказувати на 

тимчасовий чи перехідний стан клітинної лінії COLO 205 під впливом низьких 

концентрацій речовини, або на механізми активування захисних процесів клітин. 

Тоді як вищі концентрації можуть викликати сильнішу клітинну стресову 

відповідь та провокувати прогресію каскаду подій, що призводять до апоптозу. 

 

Рис. 3.14. Відсоткове співвідношення живих і мертвих клітин лінії COLO 

205 після 24 (А) та 72 (Б) годин культивування з твердими наночастинками, 

отриманими від згорання гілля сосни, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 72), 40 

мкг/мл (n = 72), 80 мкг/мл (n = 72). 

 

ГС мали суттєвий вплив на Isc у камері Уссінга, знижуючи його значною 

мірою (рис. 3.15. А). При обох концентраціях (20 мкг/мл та 40 мкг/мл) вплив ГС 

був схожий і приводив до приблизно однакового загального зниження струму за 

весь експериментальний період (16,55 µА/см² і 17,73 µА/см² відповідно). Однак, 

зауважимо, що для концентрації 20 мкг/мл ГС був зафіксований найнижчий серед 

усіх досліджуваних ТНЧ показник струму – 23,21 µА/см².  
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ГС та ДТ виявили схожий вплив на проникність мукозо-субмукозального 

препарату товстої кишки, характеризуючись вираженим дозозалежним ефектом, 

який посилювався залежно від тривалості дослідження. Але ГС демонстрували 

слабший ефект у порівнянні з ДТ. На 60-ту хвилину експерименту проникність 

збільшилася на 0,97 см/с і 0,78 см/с для концентрацій 20 мкг/мл і 40 мкг/мл 

відповідно. 

 

Рис. 3.15. Зміни електрофізіологічних показників епітеліального препарату 

товстої кишки під впливом твердих наночастинок, отриманих від згорання гілля 

сосни, за концентрацій 20 мкг/мл (n = 5) та 40 мкг/мл (n = 5): А – зміна струму 

короткого замикання препаратів епітелію товстої кишки, µА/см2; Б – зміна 

парацелюлярної проникності FITC-декстрану (4 кДа), см/с. Результати 

представлені як М±SEM. **** - p < 0,0001. 

 

Таким чином, ми показали, що ГС мають відмінний вплив на клітини лінії 

COLO 205 та проникність мукозо-субмукозального препарату товстої кишки. 

Однак, їх вплив є менш вираженим порівняно з іншими досліджуваними ТНЧ. 
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Висновки до розділу 

 

1. Вперше визначено ступінь токсичності ТНЧ, отриманих з 5 різних 

джерел: деревини та кори берези, деревини тополі, деревини та гілля сосни, 

використовуючи дві моделі: in vitro дослідження з клітинами лінії COLO 205 (за 

здатністю до поділу і виживаністю клітин) та ex vivo дослідження з епітеліальним 

препаратом товстої кишки (за показниками струму короткого замикання та 

парацелюлярної проникності кишкового бар'єра). Усі досліджувані ТНЧ 

виявляли токсичну дію на клітини та епітеліальний препарат товстої кишки, цей 

вплив був дозозалежним і посилювався з часом. 

2. Через 72 години культивування клітин COLO 205 з досліджуваними ТНЧ 

у концентрації 80 мкг/мл спостерігався дозозалежний ефект на здатність клітин 

до поділу. Найменш токсичними виявилися ДС та ГС. ДТ виявили найбільш 

токсичну дію. 

3. Після культивування з досліджуваними ТНЧ співвідношення живих і 

мертвих клітин змінювалося індивідуально для кожного виду ТНЧ. На 24-ту 

годину культивування за концентрації 80 мкг/мл найменшу кількість мертвих 

клітин було виявлено за додавання КБ, а найбільшу – за додавання ДТ. Зі 

збільшенням культивування до 72 годин усі досліджувані ТНЧ, окрім ДС, 

викликали 100 %-у загибель клітин. При дослідженні доза-ефекту, найбільш 

токсичним виявилися ДТ, найменш токсичними – КБ та ГС. 

4. Здатність досліджуваних ТНЧ за концентрації 40 мкг/мл зменшувати 

силу струму короткого замикання і посилювати витік іонів з часом можна 

упорядкувати таким чином (від менш до більш токсичних): 

КБ < ДБ < ДС < ГС < ДТ. 

5. Найбільший вплив на збільшення парацелюлярної проникності (маркер 

FITC-декстран, 4 кДа) мукозо-субмукозального препарату товстої кишки щурів 

спостерігався за дії ДС: їх ефект за концентрації 20 мкг/мл був достовірним вже 

через 30 хвилин після початку запису. ДБ, ДТ та ГС за концентрації 20 мкг/мл 
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набували достовірних змін лише через 60 хвилин. КБ виявилися найменш 

дієвими порівняно з іншими. Найбільшу швидкість проникності на 60-ту 

хвилину запису було встановлено для ДТ. 
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РОЗДІЛ 4 

ХАРАКТЕРИСТИКА БАР’ЄРНОЇ ФУНКЦІЇ ТОВСТОЇ КИШКИ ЩУРІВ 

ПІСЛЯ КОРОТКО- І ДОВГОТРИВАЛОЇ ЕКСПОЗИЦІЇ ТВЕРДИХ 

НАНОЧАСТИНОК ПРИРОДНОГО ТА АНТРОПОГЕННОГО 

ПОХОДЖЕННЯ 

 

В залежності від свого походження та складу, ТНЧ можуть проявляти різні 

фізико-хімічні властивості. На попередньому етапі ми показали, що серед ТНЧ, 

що мають природного попередника, саме отримані від згорання деревини тополі 

(ДТ) виявляють найбільш виражені токсичні властивості та здатні впливати на 

життєздатність клітин і збільшувати епітеліальну проникність мукоза-

субмукозального препарату товстої кишки при безпосередньому  контакті з ними. 

Тому у подальших дослідженнях впливу ТНЧ природного походження in vivo ми 

використовували ДТ. 

Окрім природних попередників джерелом ТНЧ може виступати діяльність 

людини: промислові процеси, транспортні вихлопи, спалювання відходів тощо 

[192]. Серед десятків ТНЧ, які походять від людської діяльності, за останні роки 

особливо важливим стає питання утворення ТНЧ внаслідок утилізації медичних 

масок [193, 194]. З моменту спалаху COVID-19 оцінювана кількість викинутих 

одноразових медичних масок по всьому світу становить 2,6 мільйона тон на день 

[195]. Головним способом утилізації масок є високотемпературне спалювання, 

яке призводить до викидів ТНЧ в атмосферу [196–198]. Склад медичних масок 

містить поліпропілен, поліестер, метали (особливо алюміній), латекс та 

спандекс. Однак, головна особливість масок полягає в їхній здатності 

захоплювати навколишні ТЧ [199, 200]. Ми припустили, що дана властивість 

може відобразися на характеристиках ТНЧ, отриманих від спалення медичних 

масок (ММ), а також на їхню взаємодію з організмом. Тому ми використовували 

ММ як джерело ТНЧ антропогенного походження для подальших досліджень на 

тваринній моделі. 
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4.1. Вплив твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на бар’єрну функцію товстої кишки щурів за різних шляхів 

одноразового введення 

 

З літературних джерел відомо, що ТНЧ можуть потрапити в організм, 

дифундуючи у кров з альвеол [140]. Проте доведено також, що вони здатні 

потрапляти у ШКТ: (1) через ковтання повітря, яке вдихається; (2) із забрудненою 

їжею чи водою; (3) або шляхом мукоциліарного кліренсу [143]. Ці відомості 

дозволяють припустити, що стаціонарні концентрації ТНЧ у ШКТ можуть бути 

подібними до тих, що зустрічаються у легенях. Тому наступним завданням 

дослідження було порівняти вплив ТНЧ природного та антропогенного 

походження на зміни бар’єрної функції та розвиток запального процесу у 

кишечнику за різних шляхів одноразового введення: внутрішньовенного чи 

перорального. 

 

 

4.1.1. Зміни бар’єрної функції слизової оболонки товстої кишки щурів 

за внутрішньовенного введення твердих наночастинок природного та 

антропогенного походження 

 

Потрапляючи в кров, ТНЧ можуть розподілятися по всьому організму через 

кровотік та досягати різних органів та тканин, у тому числі кишечника. Після 

досягнення капілярів товстої кишки, вони мають можливість взаємодіяти з 

ендотеліальними клітинами, які вистилають внутрішню поверхню кровоносних 

судин. Така взаємодія може викликати зміни у структурі та функції ендотелію 

[140, 141].  

Ми перевірили, чи здатні ТНЧ порушувати цілісність ендотелію 

кровоносних судин, оцінивши ступінь проникнення барвника ЕБ через ендотелій 

судин у слизову оболонку товстої кишки щурів. 
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Вже через 3 години після внутрішньовенного введення ТНЧ спостерігалось 

порушення цілісності ендотелію, яке було підтверджено збільшенням кількості 

барвника ЕБ в слизовій оболонці товстої кишки (рис. 4.1). Порівняно з 

контрольною групою, кількість барвника зростала у 2,1 рази за дії ДТ (4,3±0,17; 

p < 0,01) і у 1,9 раза за дії ММ (3,9±0,44; p < 0,05), що вказує на здатність обох 

типів ТНЧ впливати на ендотелій судин. ДТ при цьому спричиняв більш значне 

пошкодження ендотелію, що підтверджується вищим показником проникності.  

Візуально резектовані фрагменти товстої кишки, які були піддані дії ТНЧ, 

мали ознаки почервоніння та дрібно-крапкових капілярних крововиливів 

(рис. 4.1. Б). 

 

 

Рис. 4.1. Показники проникності ендотелію судин товстої кишки щурів 

через 3 години після внутрішньовенного введення твердих наночастинок, 

отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, n = 6) та медичних масок 

(ММ, n = 6), у дозі 500 мкг/100 г маси тіла тварини: А – кількість барвника 

Еванса блакитного у слизовій оболонці товстої кишки, мкг/г кишки; 

Б – репрезентативні знімки товстої кишки. Контроль (n = 6). M±SEM. * - p<0,05; 

** - p<0,01. 

 

Про порушення цілісності ендотелію також свідчила наявність домішок 

крові у сечі, яку візуально виявили у більшості дослідних щурів, яким 

внутрішньовенно вводили ТНЧ. У 5 з 6 щурів, яким вводили ДТ, та у 3 з 6 щурів, 

яким вводили ММ, кров'яні домішки були виявлені у сечі вже через годину після 

Б А 
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введення ТНЧ. У контрольній групі цей симптом був відсутній. На основі цих 

спостережень ми припускаємо, що внутрішньовенне введення ТНЧ може 

спричиняти пошкодження фенестрованих капілярів клубочка нефронів. 

Внутрішньовенне введення ТНЧ збільшувало рівень активності МПО, 

посилюючи тим самим активацію імунної відповіді у слизовій оболонці товстої 

кишки щурів, що є ключовою ознакою запалення (рис. 4.2. А) [201].  

Після внутрішньовенного введення ДТ активність МПО у товстій кишці 

щурів збільшилась на 43 % в порівнянні з контрольною групою (з 12,18±1,25 од/г 

кишки до 17,44±1,16 од/г кишки; p < 0,01). При введенні ММ показник зростав 

лише на 26 % (до 15,33±0,52 од/г). 

 

  

 

 

Рис. 4.2. Маркери розвитку запального процесу у товстій кишці щурів після 

внутрішньовенного введення твердих наночастинок, отриманих від згоряння 

деревини тополі (ДТ, n = 6) та медичних масок (ММ, n = 6), у дозі 500 мкг/100 г 

маси тіла тварини: А – зміна активності мієлопероксидази (МПО), од/г кишки; Б 

– зміна маси товстої кишки, г/100 г маси тіла; В – рівень глікопротеїнів 

поверхневого слизу товстої кишки, у.о. Контроль (n = 6). M±SEM. ** - p<0,01 

А Б 

В 
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Підвищений рівень МПО вказує на розвиток запалення в кишці, яке 

зазвичай супроводжується збільшенням маси кишки (рис. 4.2. Б). Таке 

збільшення може бути зумовлене тканинним набряком, інфільтрацією імунних 

клітин, а також акумуляцією ексудату, що виникає під час запалення. У нашому 

дослідженні після гострого внутрішньовенного введення ТНЧ зміни маси кишки 

ще не були достатньо вираженими, але спостерігалася тенденція до зростання.  

Дослідження змін глікопротеїнів слизу є важливим аспектом у вивченні 

бар'єрної функції кишечника, оскільки вуглеводний склад поверхневого слизу 

впливає на його якість та кількість, що своєю чергою визначає ефективність 

захисних механізмів. Через 3 години після внутрішньовенного введення ДТ і ММ 

було проведено аналіз зразків слизу кишечника за допомогою Шиф-реакції, яка 

дозволяє детектувати гліканову частину глікопротеїнів [180]. 

За результатами дослідження було встановлено, що ДТ та ММ не 

спричиняли змін кількості глікопротеїнів слизу кишечника через  3 годин після 

їх одноразового введення (рис. 4.2. В).  

Таким чином, внутрішньовенне введення ТНЧ спричиняє ушкодження 

судинниої стінки, тим самим активуючи процес запалення у слизовій оболонці 

товстої кишки щурів. Однак, враховуючи незначні (недостовірні) зміни в 

кількості глікопретеїнів поверхневого слизу та відсутність змін у масі кишки, 

можна припустити, що за цього способу введення ТНЧ не мають прямого впливу 

на бар'єрну функцію слизової оболонки кишечника. 

 

 

4.1.2. Зміни бар’єрної функції слизової оболонки товстої кишки щурів 

після перорального введення твердих наночастинок природного та 

антропогенного походження 

 

Ендотеліальний бар’єр не зазнав вірогідних ушкоджень через 3 години після 

перорального введення ТНЧ обох типів (рис. 4.3). Проте у щурів, яким вводили 
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ММ, проникність була вище ніж у щурів, яким вводили ДТ (3,53±0,19 мкг/г 

кишки > 2,83±0,08 мкг/г кишки). 

 

 

Рис. 4.3. Показники проникності ендотелію судин товстої кишки щурів 

через 3 години після перорального введення твердих наночастинок, отриманих 

від згоряння деревини тополі (ДТ, n = 5) та медичних масок (ММ, n = 5), у дозі 

180 мкг/100 г маси тіла тварини: А – кількість барвника Еванса блакитного у 

слизовій оболонці товстої кишки, мкг/г кишки; Б – репрезентативні знімки 

товстої кишки. Контроль (n = 5). M±SEM. 

 

На фоні збільшеної проникності ендотелію після перорального введення 

ММ відбувалося збільшення рівня активності МПО до 16,81±0,41 од/г кишки, що 

було статистично значущим (p < 0,05). З іншого боку, введення ДТ показувало 

тенденцію до зростання активності МПО, проте достовірної зміни не 

спостерігалося (рис. 4.4. А). 

Також варто зазначити, що вірогідного збільшення маси кишки не було 

зафіксовано в обох групах, але відповідний тренд залишався, і показник для ММ 

був вищий за ДТ (рис. 4.4. Б). 

Головною відмінністю при пероральному введенні було зменшення 

глікопротеїнів слизу кишки. Обидва ДТ і ММ призвели до зниження їх вмісту: у 

1,8 раза (101,2±4,89 у.о.; p < 0,05) для ДТ та 2 рази (94,36±4,66 у.о.; p < 0,05) для 

ММ порівняно з контрольною групою, значення якої становили 187,1±26,74 у.о 

(рис. 4.4. В).  

Б А 
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Рис. 4.4. Маркери розвитку запального процесу у товстій кишці щурів після 

перорального введення твердих наночастинок, отриманих від згоряння деревини 

тополі (ДТ, n = 10) та медичних масок (ММ, n = 10), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла 

тварини: А – зміна активності мієлопероксидази (МПО), од/г кишки; Б – зміна 

маси товстої кишки, г/100 г маси тіла; В – рівень глікопротеїнів поверхневого 

слизу товстої кишки, у.о. Контроль (n = 10). M±SEM. * - p<0,05; ** - p<0,01 

 

Оскільки одним із показників підвищення проникності епітелію товстої 

кишки є транслокація бактерій із просвіту кишківника у системний кровотік 

[202], ми визначали загальну кількість мікроорганізмів у зразку крові з ворітної 

вени щурів після перорального введення ТНЧ. Встановлено, що після 3-

годинного впливу як ДТ, так і ММ кількість мікроорганізмів у крові щурів зросла 

з 3,6±0,18 lg КУО/мл крові до 4,4±0,58 lg КУО/мл крові, що свідчить про 

порушення цілісності кишківника (рис. 4.5.). 

А Б 

В 
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Рис. 4.5. Транслокація мікроорганізмів у кров ворітної вени через 3 години 

після перорального введення твердих наночастинок, отриманих від згоряння 

деревини тополі (ДТ, n = 5) та медичних масок (ММ, n = 5), у дозі 180 мкг/100 г 

маси тіла тварини: А – кількість мікроорганізмів у крові, lg КУО/мл; 

Б – репрезентативні знімки росту мікроорганізмів на кров’яному агарі. Контроль 

(n = 5). M±SEM. * - p<0,05 

 

Зміна складу слизу та суттєве збільшення мікробної транслокації у крові 

свідчать про порушення мукозального шару кишечника, що підтверджує 

порушення цілісності кишкового бар'єра після перорального введення ТНЧ. При 

цьому, у тварин, яким вводили ММ, маркери проникності були вище порівняно з 

тваринами, яким вводили ДТ. 

Таким чином ми продемонстрували, що дія ТНЧ на бар'єрну функцію 

кишечника залежить від шляху їх потрапляння до органу, при цьому різні типи 

ТНЧ мають відмінності у впливі на рівень проникності бар’єра та запальної 

реакції в організмі. 

 

 

Б А 
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4.2. Характеристика прозапальних змін у товстій кишці щурів після 7-

добового введення твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження 

 

Прозапальні зміни у товстій кишці щурів за довготривалої дії ТНЧ 

досліджували, застосовуючи пероральний шлях введення, оскільки при 

внутрішньовенному введенні було виявлено ряд недоліків. По-перше, 

внутрішньовенне введення не дає можливості контролювати дозу ТНЧ, які діють 

на кишечник. Наші результати показують, що за такого шляху введення 

першочерговим таргетом виступають судини. По-друге, з кров’ю ТНЧ можуть 

транспортуватися по всьому організму, вражаючи не тільки кишечник, а й інші 

органи, що може вносити неточності при дослідженні запальних процесів саме у 

кишечнику.  

 

 

4.2.1.  Вплив 7-добового введення твердих наночастинок природного 

та антропогенного походження на клінічні показники стану щурів 

 

Розвиток запального процесу часто супроводжується різними 

ускладненнями функціонування травної системи, такими як зміна моторики, 

виникнення закрепів, порушення процесів всмоктування води у товстій кишці. 

Для перевірки гіпотези, що ТНЧ спричиняють порушення клінічних показників 

стану тварин,  було досліджено зміни загальної маси тіла щурів та оцінено 

відсоткові зміни вмісту води у фекаліях тварин через 7 діб після введення ДТ і 

ММ.  

За 7 діб експерименту контрольна група тварин набрала 22,9±2,11 % від 

початкової маси тіла (рис. 4.6. А). У групи тварин, яка отримували ММ, цей 

приріст був меншим і становив 14,7±1,96 %. Натомість, тварини, які отримували 

ДТ, за цей період втратили 10,18±9,99 % маси (p < 0,001). 
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Вміст води у фекаліях щурів, що отримували ТНЧ, був достовірно вищим у 

порівнянні з контрольною групою і становив 62,28±1,44 % для ДТ (p < 0,01) і 

61,00±1,32 % для ММ (p < 0,05) (рис. 4.6. Б). 

Крім того, починаючи з 3 дня введення ТНЧ, у щурів спостерігалися прояви 

діареї: у 19 з 32 тварин з групи ДТ та у 14 з 32 тварин групи ММ. У контрольної 

групи діарея розвивалася лише у 7 з 32 тварин. 

Важливо відмітити, що за весь час дослідження у групі, яка отримувала ДТ, 

загинуло 3 з 32 щурів. У групі, яка отримувала ММ, та групі контролю загиблих 

тварин не було. 

 

 

Рис. 4.6. Зміни фізіологічних показників у щурів після 7 діб перорального 

введення твердих наночастинок, отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, 

n = 29) та медичних масок (ММ, n = 32), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла тварини: 

А – різниця маси тіла, %; Б – частка води у фекаліях, %. Контроль (n = 32). 

M±SEM. * - p < 0,05; ** - p < 0,01, *** - p<0,001. 

 

 

4.2.2. Зміни слизового бар’єра товстої кишки щурів після 7-добового 

введення твердих наночастинок природного та антропогенного походження 

 

На попередньому етапі ми продемонстрували, що ТНЧ змінюють склад 

слизу після їх гострого введення per os. Тому ми перевірили, чи посилиться 

цей ефект при довготривалій дії частинок (рис. 4.7.). Було виявлено значне 

Б А 
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зменшення відносного вмісту глікопротеїнів у слизі товстої кишки за дії ДТ 

(82,81±10,25 у.о) і ММ (90,41±6,32 у.о). Ці зменшення були статистично 

значущими (p < 0,001) і вдвічі меншими за контрольний показник 

(185,00±19,28 у.о), проте сильніший ефект спостерігався у групі, що 

отримувала ДТ. 

Порівнюючи результати дослідження довготривалої дії ТНЧ з 

результатами короткотривалої дії, ми звернули увагу, що кількість 

глікопротеїнів слизу, встановлена після 3-годинного введення, через 7 днів 

залишалася стабільною у щурів, яким вводили ММ. Натомість ДТ 

продемонстрували більш інгібуючий вплив: рівень глікопротеїнів слизу 

протягом 7-денного періоду знизився ще на 18 % і становив 82,81±10,25 у.о.  

 

Рис. 4.7. Рівень глікопротеїнів поверхневого слизу товстої кишки щурів 

після 7-добового перорального введення твердих наночастинок, отриманих від 

згоряння деревини тополі (ДТ, n = 10) та медичних масок (ММ, n = 10), у дозі 

180 мкг/100 г маси тіла тварини, у.о. Контроль (n = 10). M±SEM; 

*** - p < 0,001; **** - p < 0,0001. 

 

Подібна деградація слизового шару часто споріднена зі змінами якісного 

і кількісного складу кишкового мікробіоценозу [80]. Ми дослідили зміни 
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пристінкової мікробіоти товстої кишки щурів через 7 днів перорального 

введення ТНЧ (табл. 4.1.). 

Нами встановлено, що пероральне введення ТНЧ протягом 7 діб 

призводить до порушення складу і різноманітності кишкової мікробіоти 

щурів. Зміни, спричинені ДТ і ММ, були подібними.  

Під час дослідження виявлено тенденцію до зниження кількості 

лактозопозитивних Escherichia coli, водночас спостерігалася поява 

лактозонегативних штамів E. coli, які не висівалися у контрольної групи. Також 

було помічене збільшення кількості умовно-патогенних ентеробактерій і 

патогенного Staphylococcus aureus. Останній називають причиною розвитку 

різних кишкових розладів, таких як ентерит, діарея, а також ЗЗК [203]. Крім того, 

введення ТНЧ зумовлювало появу представників роду Clоstridium – анаеробних 

спороутворюючих бактерій, які асоціюються із розвитком інфекційного процесу 

у кишечнику хворих на ВК і ХК [204].  

 

Таблиця 4.1. 

Зміни пристінкової мікробіоти товстої кишки щурів після 7-добового 

перорального введення твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження (lg КУО/г кишки). M±SEM; * - p < 0,05 

Група мікроорганізмів 
Контроль 

(n = 5) 

ДТ 

(n = 5) 

ММ 

(n = 5) 

Escherichia coli (лактозопозитивні) 4,48±0,78 3,54±0,43 3,48±0,24 

Escherichia coli (лактозонегативні) 0,00 1,94±0,94* 1,92±0,56* 

Умовно-патогенні ентеробактерії 2,17±0,55 2,60±0,68 2,44±0,51 

Staphylococcus aureus 3,08±0,06 3,49±0,32 4,03±0,14 

Clostridium spp. 0,00 1,33±0,27* 1,46±0,07* 

Bifidobacterium spp. 8,50±0,42 8,09±0,35 7,37±1,13 

Lactobacillus spp. 8,50±0,38 7,77±0,65 7,74±0,58 
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Анаеробно-цукролітична мікробіота, представлена родами 

Bifidobacterium та Lactobacillus, не зазнала достовірних змін.  

Збільшення кількості патогенних бактерій і зміна балансу мікробіоти може 

впливати на процес обміну метаболітами та захисні властивості кишечника, 

порушуючи слизовий бар’єр кишечника. А отже, отримані дані свідчать про 

здатність ТНЧ впливати не тільки на сам слиз, а й на мікробний гомеостаз товстої 

кишки. 

Зміни в кишковій мікробіоті можуть призводити до активації нейтрофілів і 

вироблення вільних радикалів кисню, які можуть пошкоджувати слизову оболонку 

та прилеглі тканини [205, 206]. Зменшення захисних функцій слизової оболонки 

створює умови для збільшення транспорту токсинів та запальних медіаторів з 

кишечника у кровообіг. Усі ці механізми можуть взаємодіяти між собою та 

підсилювати один одного, спричиняючи збільшення проникності судин кишечника. 

Ми підтвердили цю гіпотезу, дослідивши проникність ендотелію судин 

товстої кишки щурів після 7-добового перорального введення ТНЧ (рис. 4.8.). У 

щурів, що отримували ДТ, кількість барвника ЕБ у товстій кишці збільшувалася 

на 44 % відносно контролю (4,97±0,33 мкг/г кишки і 3,45±0,28 мкг/г кишки 

відповідно; p < 0,01). У щурів, яким вводили ММ, кількість барвника виросла на 

49 % (5,15±0,30 мкг/г кишки; p < 0,01). Важливо зазначити, що із 

пролонгуванням дії проникність судин стала більшою для обох типів ТНЧ.  

 

 

Рис. 4.8. Показники проникності ендотелію судин товстої кишки щурів після 

7-добового перорального введення твердих наночастинок, отриманих від 

Б А 
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згоряння деревини тополі (ДТ, n = 10) та медичних масок (ММ, n = 10), у дозі 180 

мкг/100 г маси тіла тварини, мкг/г кишки. Контроль (n = 10). M±SEM; ** - p < 0,01. 

 

Відомо, що функція кишкового бар’єра залежить від сукупних захисних 

властивостей слизового шару, кишкової мікробіоти, епітелію та імунних клітин 

[12, 14, 16]. Порушення цих компонентів дає змогу патогенним мікроорганізмам 

руйнувати і долати кишковий бар’єр. У результаті цього спостерігається 

зростання кількості бактерій у кровотоку [202].  

Кількість мікроорганізмів у крові ворітної вени щурів у контрольної групи 

становила 0,52±0,22 lg КУО/мл крові (рис. 4.9.). Але після 7-добового введення 

ТНЧ транслокація значно зростала. У групи щурів, які отримували ММ, показник 

збільшився у 4,2 раза і становив 2,23±0,15 lg КУО/мл крові (p < 0,001), а у групи, 

яка отримувала ДТ, значення було у 4,7 раз вищим, досягаючи 2,45±0,28 lg 

КУО/мл (p < 0,001). 

 

 

Рис. 4.9. Транслокація мікроорганізмів (lg КУО/мл) у крові ворітної вени 

щурів після 7-добового перорального введення твердих наночастинок, 

отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, n = 5) та медичних масок (ММ, 

n = 5), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла тварини: А – кількість мікроорганізмів у 

крові, lg КУО/мл; Б – репрезентативні знімки росту мікроорганізмів на 

кров’яному агарі. Контроль (n = 5). M±SEM. * - p<0,05 *** - p < 0,001. 

Б А 
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Отже, ми показали, що довготривала експозиція ТНЧ з деревини тополі та 

медичних масок у кишечнику деградує слизову оболонку, тим самим 

спричиняючи кількісні та якісні зміни складу мікробіоти і збільшуючи кількість 

патогенних мікроорганізмів, а також сприяє порушенню цілісності ендотелію 

судин та інвазії бактерій крізь мукозу у кровотік. 

 

 

4.2.3. Порушення електрофізіологічних показників епітелію товстої 

кишки щурів після 7-добового введення твердих наночастинок природного 

та антропогенного походження 

 

Електрофізіологічні показники епітелію дозволяють оцінити електричну 

активність тканин, а також досліджувати механізми, що забезпечують транспорт 

іонів, таких як Na+, K+, Cl-, через клітинні мембрани [207]. Транспорт іонів є 

ключовим процесом для підтримання нормальної функції кишечника і його 

порушення є одним з ключових маркерів порушення епітеліального бар'єра 

кишечника [171]. 

Ми дослідили процеси електрогенного транспорту іонів в епітелії товстої 

кишки щурів після 7-добового впливу ТНЧ шляхом визначення змін Isc, а також 

визначили парацелюлярну проникність епітелію, використовуючи 4-кДа FITC-

декстран. 

Як вже зазначалося раніше (див. п. 3.1.), за нормального стану тканини у 

камері Уссінга Isc поступово знижується з часом. У контрольній групі початкове 

значення становило 71,82±3,43 µА/см2 і за 45 хвилин знизилося до 

62,57±1,41 µА/см2 (рис. 4.10. А). У тварин, які піддавалися довготривалій дії 

ТНЧ, було виявлено статистично значуще (p < 0,05) зниження Isc на 20 % 

порівняно з контрольною групою на старті запису, і це зниження залишалось 

достовірним протягом усього експерименту. 
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Порівнюючи дію ДТ і ММ можна констатувати, що ММ знижував Isc 

сильніше. До кінця запису показник знизився на 13, 29 µА/см2 (p < 0,01) у щурів, 

що отримували ММ, у той час, як зниження на 11,79 µА/см2 у щурів, що 

отримували ДТ, не було достовірним. 

У щурів, яким вводили ММ, також спостерігалася менш інтенсивна 

відповідь на додавання 50 мкМ карбахоліну у порівнянні з групою ДТ: 

96,60±9,34 µА/см2 та 184,89±44,12 µА/см2 відповідно (р < 0,05). При додаванні 

карбахоліну за дії ДТ також спостерігалася тенденція до зниження Isc 

(рис. 4.10. Б). Карбахолін-стимульований транспорт іонів опосередкований 

переважно секрецією іонів Сl- через апікальні трансмембранні канали CFTR, що 

лежить в основі механізму всмоктування води через епітелій [208]. Таким 

чином, порушення карбахолін-стимульованої секреції через епітелій товстої 

кишки щурів після 7-добового введення ТНЧ свідчить про понижену секрецію 

іонів Cl-.  

У ході дослідження також було продемонстровано, що трансепітеліальна 

проникність 4-кДа FITC-декстрану через епітелій товстої кишки щурів після 

довготривалої дії ТНЧ була більшою ніж у щурів групи контролю (рис. 4.10. В). 

Через 45 хвилин за дії ДТ швидкість проникності становила 20,67±0,88 см/с, що 

було статистично значущим у порівнянні з контролем (13,67±0,88 см/с, 

p < 0,01). За дії ММ це значення становило 16,50±2,16 см/с, що теж було вище 

за контроль, проте ця різниця не була достовірна.  

 



106 

 

 

Рис. 4.10. Зміна електрофізіологічних показників епітелію товстої кишки 

щурів після 7-добового перорального введення твердих наночастинок, 

отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, n = 4) та медичних масок (ММ, 

n = 6), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла тварини: А – зміна струму короткого 

замикання препаратів епітелію товстої кишки, µА/см2; Б – дія карбахоліну 

(50 мкМ) на показники струму короткого замикання, µА/см2; В – зміна 

трансепітеліальної проникності FITC-декстрану (4 кДа), см/с. Контроль (n = 6). 

M±SEM. ** - p<0,01. 

 

Таким чином, у результаті дослідження ми показали, що після 7-денного 

введення ТНЧ у щурів порушувався електрогенний іонний транспорт та 

збільшувалася парацелюлярна проникність, що може свідчити про порушення 

функціонування міжклітинних контактів, а отже – про порушення епітеліального 

бар'єра кишечника.  

А Б 

В 
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4.2.4. Роль твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження у розвитку прозапальних процесів у товстій кишці щурів 

 

7-добове введення ТНЧ мало негативний вплив на рівень активності МПО у 

товстій кишці щурів (рис. 4.11. А). Достовірне (p < 0,01) збільшення активності 

МПО спостерігалося у тварин груп, яким вводили ДТ або ММ. При чому обидва 

типи ТНЧ рівнозначно збільшували рівень активності МПО на 20 % відносно 

контролю (з 12,00±0,16 од/г кришки до 14,43±0,35 од/г кришки для ДТ і 

14,50±0,35 од/г кришки для ММ). 

Пропорційно до зростання рівня активності МПО збільшувалася маса товстої 

кишки (рис. 4.11. Б). У групи, яка отримувала ДТ, приріст маси органу відносно 

контролю становив 0,24 од/г кишки, а у групи, яка отримувала ММ, – 0,21 од/г 

кишки. Відповідно, можна говорити про подібну силу впливу обох типів ТНЧ на 

утворення набряку у товстій кишці щурів після їх довготривалого введення. 

Ще одним маркером розвитку запального процесу в організмі є зміна 

розмірів таких імунних органів, як селезінка та цекум. Селезінка, як найбільший 

з периферичних лімфоїдних органів, виконує широкий спектр імунологічних 

функцій [209]. На відміну від інших лімфоїдних органів, селезінка не має 

аферентної лімфатичної системи, і тому всі антигени та клітини досягають 

селезінки через кров. Деякі дослідження показують, що селезінка також відіграє 

важливу роль в імунній відповіді слизової оболонки кишечника [210, 211]. У 

нашому дослідженні достовірне (p < 0,05) збільшення селезінки спостерігалося 

лише в щурів, яким вводили ДТ (рис. 4.11. В). У щурів, яким вводили ММ, розмір 

селезінки залишався на рівні контрольних значень (0,57±0,03 г/100 г маси тіла і 

0,55±0,03 г/100 г маси тіла відповідно).  
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Рис. 4.11. Маркери розвитку запального процесу у товстій кишці щурів після 

7-добового перорального введення твердих наночастинок, отриманих від 

згоряння деревини тополі (ДТ, n = 14) та медичних масок (ММ, n = 16), у дозі 

180 мкг/100 г маси тіла тварини: А – зміна активності мієлопероксидази (МПО), 

од/г кишки; Б – зміна маси товстої кишки, г/100 г маси тіла; В – зміна маси 

селезінки, г/100 г маси тіла; Г – зміна маси цекуму, г/100 г маси тіла. Контроль 

(n = 16). M±SEM. * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001.  

 

Імунна функція цекума, або сліпої кишки, пов'язана з наявністю апендикса. 

Апендикс містить лімфоїдні фолікули, що здатні виробляти антитіла як реакцію 

на чужорідні агенти, які можуть потрапляти в організм через систему травлення 

[212]. Певний тренд до зменшення розмірів цекуму простежувався у нашому 

дослідженні (рис. 4.11. Г), проте ці зміни не були достовірними. 

Одним із факторів, що сприяють розвитку запальних процесів, останні 

дослідження називають оксидативний стрес – дисбаланс між утвореними в 

А Б 

В Г 
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тканині вільними радикалами і антиоксидантами, з переважанням перших. У 

кишечнику оксидативний стрес може бути одним із факторів, що сприяють 

розвитку запальних процесів, збільшуючи рівень прозапальних цитокінів [34]. З 

початком розвитку оксидативного стресу збільшується активація редокс-чутливих 

транскрипційних факторів, одним з яких є EGR-1 (early growth response 1, білок 

ранньої відповіді 1).  EGR-1 може швидко активуватися при запальних реакціях, 

його рівень збільшується, внаслідок чого він може впливати на генетичну 

експресію, сприяючи виробленню прозапальних молекул та підсилюючи запальний 

процес [213]. 

Визначення рівня експресії редокс-чутливого транскрипційного фактора 

EGR-1 у слизовій оболонці товстої кишки щурів після 7-добового перорального 

введення ТНЧ показало тенденцію до його суттєвого підвищення порівняно з 

контролем (рис. 4.12.). У слизовій оболонці щурів, яким вводили ММ, рівень 

EGR-1 був у 1,5 раза вищим за контрольні значення, а у щурів, яким вводили ДТ, 

– у 1,9 раза. Проте отримані значення не були статистично вірогідними. 

 

 

Рис. 4.12. Рівень транскрипційного фактору Еgr-1 у слизовій оболонці 

товстої кишки щурів після 7-добового перорального введення твердих 

наночастинок, отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, n = 2) та медичних 

масок (ММ, n = 3), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла тварини. Контроль (n = 3). 

Вестерн-блот аналіз. M±SEM.  
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Отже, пероральне введення ТНЧ протягом 7 діб викликало виражену імунну 

відповідь у товстій кишці щурів, збільшуючи рівні активності МПО та експресії 

EGR-1, а також масу селезінки і товстої кишки. Більш виражені зміни 

спостерігалися після введення ДТ. 

 

 

4.3. Вплив твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на перебіг запальних процесів у кишечнику щурів за 

йодоацетамід-індукованого коліту 

 

Отримані нами результати досліджень продемонстрували, що довготривала 

експозиція ТНЧ у кишечнику здорових щурів спричиняє пошкодження 

кишкового бар'єра та індукує прозапальні процеси. За даними досліджень, 

подібні зміни асоційовані із розвитком ЗЗК. На основі цих висновків ми висунули 

гіпотезу, що ТНЧ здатні посилювати схильність до розвитку коліту. 

 

 

4.3.1. Вплив твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на зміни проникності слизової оболонки товстої кишки за 

йодоацетамід-індукованого коліту 

 

Ми підтвердили, що за ЙА-індукованого коліту зміст поверхневого слизу 

товстої кишки, мікробна транслокація та цілісність ендотелію судин товстої 

кишки щурів були порушені (рис. 4.13. А). Кількість глікопротеїнів слизу у 

контрольної групи з модельованим колітом достовірно (p  < 0,0001) 

зменшилася відносно контрольної групи здорових щурів.  

Також, достовірне (p < 0,05) зниження кількості гліканів спостерігалося у 

щурів контрольної групи з модельованим колітом (контроль+коліт) та групи з 

колітом, якій вводили ММ (ММ+коліт): різниця між цими групами становила 
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30,86 у.о. (49,79±5,25 у.о. для ММ+коліт і 80,67±6,20 у.о. для контролю+коліт). 

Щури з групи, якій вводили ДТ з модельованим колітом (ДТ+коліт) не мали 

статистично значущих відмінностей порівняно із контролем+коліт. 

Цікаво, що рівні транслокації бактерій у кров ворітної вени щурів з 

модельованим колітом під впливом ДТ і ММ не відрізнялися від групи 

контролю+коліт, чий показник зріс у 5,7 разів відносно контролю (рис. 4.13. Б). 

 

 

  

Рис. 4.13. Зміни бар’єрної функції кишечника щурів з йодоацетамід-

індукованим колітом після 7-добового перорального введення твердих 

наночастинок, отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, n = 10) та 

медичних масок (ММ, n = 10), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла тварини: 

А – глікопротеїнів поверхневого слизу, у.о.; Б – кількість мікроорганізмів у 

крові ворітної вени, lg КУО/мл; В – кількість барвника Еванса блакитного у 

слизовій оболонці товстої кишки, мкг/г кишки; Г – репрезентативні знімки 

товстої кишки. Контроль (n = 10), контроль+коліт (n = 10). M±SEM. ** - p < 

0,01; *** - p < 0,001; **** - p < 0,0001. 

А Б 

В Г 
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Відомо, що пошкодження ендотелію та підвищення ендотеліальної 

проникності товстої кишки передують дисфункції епітеліального бар’єра за 

розвитку ВК [214]. Цей факт було підтверджено і в ході нашого дослідження 

десятикратною відмінністю кількості барвника ЕБ між контрольними групами 

(p < 0,0001). На додаток, введення як ДТ, так і ММ ще більше посилювало 

проникність судин, порівняно з групою контролю+коліт (рис. 4.13. В). Для 

обох типів ТНЧ результат був статистично вірогідним (p < 0,01 для ДТ і p < 

0,001 для ММ), проте для ММ+коліт значення було вищим. 

 

 

4.3.2. Вплив твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на іонний транспорт та трансепітеліальну проникність товстої 

кишки щурів за йодоацетамід-індукованого коліту 

 

Існує велика кількість доказів порушення нормального функціонування 

іонного транспорту у хворих на ЗЗК. Зокрема, відомо про зниження активності 

Na+-K+-ATФази [215] та Na+/H+-обмінника [216] і порушення регуляції 

епітеліальних Na+ та К+ каналів [217–219]. При чому низьке всмоктування натрію 

разом із підвищеною екскрецією калію сприяють виникненню діареї, пов’язаної 

із ЗЗК [220]. 

У нашому експерименті у щурів з модельованим колітом усіх груп стартове 

значення Isc було достовірно (p < 0,01) нижче контролю (рис. 4.14. А). Для 

контрольної групи впродовж 45 хвилин це значення знижувалося на 9,25 µА/см2 

(до 62,57±1,40 µА/см2). У тварин контрольної групи з модельованим колітом 

зниження на 11,05 µА/см2 було поступовим як і в контролю. Такий самий ефект 

спостерігався у групи ДТ+коліт. Проте у тварин з модельованим колітом, яким 

вводили ММ, зниження було стрімким: за 45 хвилин Isc знизився на 17,7 µА/см2, 

що свідчить про більший вплив ММ на транспорт іонів. 

За умов ЙА-викликаного коліту не виникало різкого карбахолін-

викликаного стрибка Isc (рис. 4.14. Б). Для групи контролю+коліт максимальне 

значення досягало 79,18±3,95 µА/см2, що у 2,5 раза нижче за пікове значення у 
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групі контролю (p < 0,05). Крім того, відповідь на дію карбахоліну у груп із 

модельованим колітом починалася раніше (на 48 секунді проти 72 секунд для 

контролю). 

Пікові значення у груп ДТ+коліт і ММ+коліт були ще більш інгібовані і 

становили 52,47±29,68 і 51,52±9,20 µА/см2 відповідно. Проте, якщо за дії ДТ 

значення Isc поверталося до початкового за 36 секунд, то за дії ММ повернення до 

початкових значень не відбувалося до кінця запису.  

 

 

Рис. 4.14. Зміна електрофізіологічних показників епітелію товстої кишки 

щурів з йодоацетамід-індукованим колітом після 7-добового перорального 

введення твердих наночастинок, отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, 

n = 5) та медичних масок (ММ, n = 6), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла тварини: 

А – зміна струму короткого замикання препаратів епітелію товстої кишки, 

µА/см2; Б – дія карбахоліну (50 мкМ) на показники струму короткого замикання, 

А 
Б 

В 
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µА/см2; В – зміна трансепітеліальної проникності FITC-декстрану (4 кДа), см/с. 

Контроль (n = 6), контроль+коліт (n = 6). M±SEM. * - p < 0,05; *** - p < 0,001. 

 

Модельований коліт також зумовлював збільшення швидкості проникнення 

FITC-декстрану (рис. 4.14. В). Вже через 30 хвилин цей показник групи 

контроль+коліт був вдвічі вищим за показник контролю (p < 0,001), і така 

пропорція залишалася до кінця запису. У груп з ЙА-інукованим колітом, яким 

вводили ТНЧ, відмічали прискорення проникності відносно групи 

контроль+коліт. Особливо вираженим цей ефект був для групи ДТ+коліт. Через 

45 хвилин показник парацелюлярної проникності у цієї групи був на 30 % вищим 

за відповідне значення групи контролю з модельованим колітом. Проте ці зміни 

не набули статистичної вірогідності. 

 

 

4.3.3. Ефект твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на прозапальні зміни за умови йодоацетамід-індукованого 

коліту 

 

Імунна відповідь відіграє ключову роль у патогенезі запальних захворювань 

кишечника. ЗЗК характеризуються імунологічним дисбалансом слизової 

оболонки кишечника, головним чином пов'язаним з клітинами адаптивної 

імунної системи, які реагують на власні антигени, що призводить до 

неконтрольованого виходу прозапальних цитокінів. Це сприяє активації 

запальних шляхів та виникненню хронічних запальних станів.  

ЙА-викликаний коліт спричиняв достовірні збільшення рівня активації 

МПО (p < 0,0001), маси кишки (p < 0,0001) та селезінки (p < 0,05) у порівнянні із 

контрольною групою щурів. 7-добове введення ТНЧ поглиблювало негативні дії 

коліту. Рівень МПО однаково збільшувався як у тварин, що отримували ДТ, так і 
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тварин, що отримували ММ (до 22,11±0,31 і 22,32±0,25 од/г кишки відповідно; 

рис. 4.15. А). 

 
 

 

 

 

 

Рис. 4.15. Маркери розвитку запального процесу у товстій кишці щурів з 

йодоацетамід-індукованим колітом після 7-добового перорального введення 

твердих наночастинок, отриманих від згоряння деревини тополі (ДТ, n = 15) та 

медичних масок (ММ, n = 16), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла тварини: А – зміна 

активності мієлопероксидази (МПО), од/г кишки; Б – зміна маси товстої кишки, 

г/100 г маси тіла; В – зміна маси селезінки, г/100 г маси тіла; Г – зміна маси 

цекуму, г/100 г маси тіла. Контроль (n = 16), контроль+коліт (n = 16). M±SEM. 

* -  p < 0,05; ** - p < 0,01; **** - p < 0,0001. 

 

Крім того, дія ТНЧ на фоні модельованого коліту посилювала набряк у 

товстій кишці, збільшуючи її масу (рис. 4.15. Б). І знову сила впливу обох типів 

ТНЧ була подібна: маса товстої кишки збільшувалася до 1,56±0,05 г/100 г маси 

А Б 

В Г 



116 

тіла для ДТ і до 1,60±0,03 для ММ. Збільшення було статистично значущим для 

обох типів ТНЧ (p < 0,01 відносно групи контроль+коліт). 

Але у щурів із модельованим колітом на фоні 7-добового введення ТНЧ не 

змінювалася маса імунних органів: селезінки та цекуму. Хоча варто зазначити 

наявність тенденції до зниження маси селезінки у цих двох груп.  

Активація редокс-чутливих транскрипційних факторів відіграє важливу 

роль у патогенезі ЗЗК. Раніше, проведені дослідження продемонстрували 

підвищення рівня протеїну EGR-1 та його переміщення в ядро клітин слизової 

оболонки товстої кишки під час розвитку ЙА-індукованого виразкового коліту у 

щурів [221]. У нашому дослідженні також спостерігалося збільшення рівня 

експресії EGR-1 у слизовій оболонці щурів з ЙА-індукованим колітом, яке 

посилювалося 7-добовим введенням ТНЧ (рис. 4.16.). Найбільш вираженим це 

збільшення було в слизовій оболонці щурів з модельованим колітом, яким 

вводили ДТ. Рівень експресії  EGR-1 у цій групі становив 3,34±0,76 у.о., що у 1,2 

раза більше за значення для групи контроль+коліт. 

  

 

Рис. 4.16. Рівень транскрипційного фактора Еgr-1 у слизовій оболонці 

товстої кишки щурів з йодоацетамід-індукованим колітом після 7-добового 

перорального введення твердих наночастинок, отриманих від згоряння деревини 

тополі (ДТ, n = 2) та медичних масок (ММ, n = 3), у дозі 180 мкг/100 г маси тіла 

тварини. Контроль (n = 1), контроль+коліт (n = 2). Вестерн-блот аналіз. M±SEM. 
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Таким чином, отримані нами результати підтвердили нашу гіпотезу, що 7-

добове введення ТНЧ здатне поглиблювати негативні наслідки та перебіг 

захворювання, сприяючи збільшенню чутливості щурів до розвитку коліту,. 

 

Висновки до розділу 

 

1. Тверді наночастинки природного та антропогенного походження 

проявляють негативний вплив на бар'єрну функцію товстої кишки щурів вже 

через 3 години після їх введення, і цей ефект посилюється в залежності від 

тривалості їх експозиції. Механізм дії та сила впливу твердих наночастинок на 

кишковий бар’єр значною мірою залежать від шляху їх потрапляння до органу та 

їх складу. 

2. Внутрішньовенне введення твердих наночастинок вже за 3 години 

викликає серйозне ушкодження судинної системи та активує запалення через 

пошкодження судинних стінок. Проте, збереження стабільності слизового шару 

та відсутність змін у масі кишки свідчать про те, що при даному способі введення 

тверді наночастинки не мають прямого впливу на бар'єрну функцію кишечника. 

3. Пероральне введення твердих наночастинок через 3 години призводить до 

зміни складу слизу та значного збільшення мікробної транслокації у кров, що 

свідчить про порушення мукозального шару кишечника та порушення цілісності 

кишкового бар'єра. Також встановлено, що рівень активності мієлопероксидази 

виявилися вищими у тварин, яким вводили тверді наночастинки, отримані від 

згорання медичних масок.  

4. Довготривале пероральне введення твердих наночастинок протягом 7 діб 

погіршувало загальний фізіологічний стан щурів, призводячи до втрати ваги, 

збільшення вмісту води у фекаліях і розвитку діареї. Тривале введення твердих 

наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі, призводило до 

збільшення випадків загибелі тварин. 
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5. Довготривала експозиція твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини тополі та медичних масок, у кишечнику щурів спричинює деградацію 

слизової оболонки, зміни складу мікробіоти зі збільшенням кількості патогенних 

мікроорганізмів, сприяє порушенню цілісності ендотелію судин та інвазії 

бактерій крізь мукозу у кровотік. В результаті 7-добового перорального введення 

твердих наночастинок у щурів спостерігали збільшену іонну секрецію і 

порушення міжклітинних контактів, що викликало виражену імунну відповідь у 

товстій кишці щурів, збільшуючи рівні активності МПО та експресії EGR-1, а 

також збільшивши масу імунних органів. Більш виражені зміни спостерігалися 

після введення твердих наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі. 

6. Введення твердих наночастинок протягом 7 діб посилювало негативні 

наслідки йодоацетамід-індукованого коліту у щурів, збільшуючи проникність 

мукозального, ендотеліального та епітеліального бар’єра, порушуючи 

електрогенний транспорт іонів та посилюючи імунну відповідь організму.  
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РОЗДІЛ 5 

ХАРАКТЕРИСТИКА КІЛЬКІСНИХ ТА ЯКІСНИХ ЗМІН 

ПРЕДСТАВНИКІВ МІКРОБІОТИ КИШЕЧНИКА ПІСЛЯ 

КУЛЬТИВУВАННЯ У СЕРЕДОВИЩІ ІЗ ТВЕРДИМИ 

НАНОЧАСТИНКАМИ 

 

При дослідженні in vivo ми показали, що, потрапивши у кишечник, PM 

можуть уражати не тільки безпосередньо кишкові клітини, але й мікробіоту. 

Додатково, низка досліджень показала, що ТНЧ здатні змінювати кількісне 

співвідношення і видову різноманітність кишкової мікробіоти, що, своєю 

чергою, може призвести до дисбіотичних порушень [24, 158, 222] та запальних 

захворювань кишечника [11]. Крім того, РМ можуть впливати на метаболічні 

процеси, що відбуваються в кишечнику. Наприклад, змінювати активність 

ферментів, коротколанцюгових жирних кислот та інших мікробних метаболітів 

[24, 222]. Тому наступним завданням нашої роботи було порівняти дію ДТ і ММ 

на ростові показники і метаболічну активність представників транзиторної 

(Escherichia coli та Staphylococcus aureus) та облігатної (Lactobacillus plantarum) 

мікробіоти кишечника. 

 

 

5.1. Вплив твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на ростові показники, здатність до утворення біоплівки та 

продукування молочної кислоти Lactobacillus plantarum 691 

 

Рід Lactobacillus відноситься до облігатних представників організму 

людини. І хоча мікроорганізми цього роду не є панівною групою серед 

нормобіоти, проте завдяки своїм важливим фізіологічним функціям відносяться 

до показових при діагностуванні дисбіотичних порушень [223]. Лактобацили 

виявляються у ротовій порожнині, шлунку, кишечнику, а також на шкірі та у 
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вагінальному біотопі, забезпечуючи колонізаційну резистентність 

макроорганізму [224–226], тому зміна їх кількості та метаболічної активності має 

велике значення.  

У наших дослідженнях показано, що ДТ здійснював помірний 

пригнічувальний вплив на динаміку росту Lactobacillus plantarum 691 зі 

зростанням його концентрації у середовищі (рис. 5.1. А). Концентрації 20 мкг/мл 

та 40 мкг/мл не впливали на тривалість lag-фази і протягом перших 24 годин 

культивування зменшення приросту біомаси не було статистично значущим. 

Починаючи з 24-ї години реєстрували достовірне (p < 0,01) зниження активності 

росту при 40 мкг/мл ДТ в середовищі, яке зберігалося до кінця експерименту. 

Концентрація 80 мкг/мл здійснювала виражений вплив на розвиток популяції вже 

за перші 8 годин культивування: ми відмічали подовження тривалості lag-фази 

до 9 годин і пригнічення росту порівняно із контролем (0,83±0,04 у.о. і 

1,55±0,04 у.о., відповідно; p < 0,01). 

Життєздатність клітин після культивування з різними концентраціями ДТ 

також знижувалась зі зростанням концентрації ТНЧ в середовищі, проте мала 

бактеріостатичний вплив (рис. 5.1. Б). Крім того, достовірний бактеріостатичний 

ефект спостерігали лише за концентрації 80 мкг/мл: впродовж 24 годин кількість 

клітин практично залишалась на рівні посівної концентрації. На 48 годину за цієї 

концентрації відмічали зростання кількості клітин L. plantarum 691, а на 72 

годину спостерігали різке відмирання клітин. За тривалого впливу (72 години) 

нижчих концентрацій ДТ також зменшувалася КЖК L. plantarum 691: до 

5,10±0,17 lg КУО/мл для концентрації 20 мкг/мл (p < 0.05) та 4,33±0,35 lg КУО/мл 

для концентрації 40 мкг/мл (p < 0.01), контроль становив 6,35±0,31 lg КУО/мл. 
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Рис. 5.1. Ростові показники Lactobacillus plantarum 691 під впливом різних 

концентрацій твердих наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі 

(ДТ): А – Інтенсивність росту, у.о.; Б – кількість життєздатних клітин lg КУО/мл; 

та твердих наночастинок, отриманих від згорання медичних масок (ММ): В – 

інтенсивність росту, у.о.; Г – кількість життєздатних клітин, lg КУО/мл. M±SEM. 

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 

 

Подібний ефект спостерігали і при сумісному культивуванні 

L. plantarum 691 у середовищі з різними концентраціями ММ (рис. 5.1. В). Проте 

слід зазначити, що концентрація 20 мкг/мл ММ не здійснювала достовірного 

пригнічення інтенсивності росту впродовж всього періоду дослідження (72 

години). Концентрації 40 мкг/мл сприяла як подовженню lag-фази, так і 

зменшенню інтенсивності росту. За концентрації ММ 80 мкг/мл інтенсивність 

А Б 

В Г 

* ** ** 

** 

** *** 

* 

** *** *** 

* 

* * 
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росту на 24 годину культивування була вдвічі меншою (p < 0,01) за контрольні 

значення і не змінювалася до кінця періоду дослідження.  

Достовірний вплив на КЖК, що розмножуються, мали дві концентрації 

ММ: 40 мкг/мл та 80 мкг/мл (рис. 5.1. Г). Проте і за цих концентрацій більша 

частина клітин посівної дози залишалась життєздатною. На 72 годину різниця 

в інтенсивності розмноження між контролем та дослідними концентраціями 

ММ складали 1,5-2 порядки для 40 мкг/мл і 2-3 порядки – для 80 мкг/мл. 

Основним продуктом метаболізму представників роду Lactobacillus є 

молочна кислота, яка виконує ряд важливих функцій у макроорганізмі: знижує 

рН, пригнічує патогенну мікробіоту, бере участь у процесах окисного 

фосфорилювання тощо [227].  

У наших дослідженнях продемонстровано, що обидва типи ТНЧ вкрай 

негативно впливають на здатність штаму L. plantarum 691 продукувати молочну 

кислоту (рис. 5.2.). З підвищенням концентрації ТНЧ у середовищі 

досліджуваний штам після 24 годин культивування поступово знижував свою 

здатність продукувати молочну кислоту. При цьому ДТ навіть за найнижчої 

концентрації, 20 мкг/мл, достовірно (p < 0,01) знижував кислотність молока, за 

найвищої концентрації 80 мкг/мл кислотність знижувалася більше ніж вдвічі (з 

27,80±0,47 ºТ до 11,67±0,35 ºТ; p < 0,0001). Ефект дії ММ був значно меншим, 

достовірне зниження відмічали лише за концентрації 80 мкг/мл (p < 0,001). Після 

48 годин культивування з ДТ і ММ за концентрації 80 мкг/мл штам L. plantarum 

691 практично повністю втрачав здатність продукувати молочну кислоту. 
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Рис. 5.2. Здатність Lactobacillus plantarum 691 синтезувати молочну кислоту 

(ºТ) під впливом різних концентрацій твердих наночастинок, отриманих від 

згорання: А – деревини тополі (ДТ); Б – медичних масок (ММ). M±SEM. 

**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

 

Переважна більшість популяції Lactobacillus в організмі людини 

знаходиться у стані біоплівки, забезпечуючи колонізаційну резистентність 

макроорганізму [228]. Як відомо, у біоплівковій формі клітини мікроорганізмів 

є менш чутливими до впливу факторів довкілля [229], тому для нас було 

важливим встановити, чи здатні ДТ і ММ впливати на утворення біоплівки 

штамом L. plantarum 691. 

Штам L. plantarum 691 має високі адгезивні властивості, які проявлялися 

вже через 24 години культивування. ДТ у концентрації 20 мкг/мл не здійснював 

впливу на здатність  L. plantarum 691 формувати біоплівку (рис. 5.3. А), а от при 

культивуванні впродовж 72 годин з ММ у цій же концентрації здійснювався 

помірний інгібуючий вплив на формуванні біоплівки даним штамом 

(рис. 5.3. Б). З підвищенням концентрації ММ у середовищі до 40 мкг/мл 

пригнічувальний вплив на формування біоплівки L. plantarum 691 посилювався. 

За концентрації 80 мкг/мл обидва типи ТНЧ достовірно (p < 0,05) знижували 

щільність біоплівки до низької. Такий інгібувальний вплив ТНЧ на формування 

А Б 
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біоплівки може мати негативні наслідки порушення гомеостазу всього 

організму людини.  

 

 

Рис. 5.3. Здатність Lactobacillus plantarum 691 формувати біоплівку під 

впливом різних концентрацій твердих наночастинок, отриманих від згорання: А 

– деревини тополі (ДТ); Б – медичних масок (ММ). M±SEM. * - p < 0,05; 

** - p < 0,01 порівняно з контролем. 

 

Таким чином, ДТ і ММ мають негативний вплив на представника облігатно-

цукролітичної мікробіоти Lactobacillus plantarum 619, що відображається у 

зниженні його ростових параметрів, погіршенні здатності до утворення 

біоплівки та інгібуванні продукції молочної кислоти.  

 

 

5.2. Вплив твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на ростові показники та чутливість до антибіотиків 

Escherichia coli B-906 

 

Серед усіх представників мікробіоти вважається, що Escherichia coli є одним 

з перших мікроорганізмів, який реагує на зовнішні фактори, що відбивається як 

у зміні його кількості, так і метаболічній активності. За фізіологічної норми 

E. coli ферментують лактозу та виділяють коротколанцюгові жирні кислоти. 

А Б 
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Однак, під впливом зовнішніх факторів E. coli можуть переходити на 

протеолітичний шлях метаболізму (лактозонегативна форма), які часто 

виступають причиною розвитку кишкових захворювань [230, 231] і зазначають, 

що вони мають більшу резистентність до лікарських засобів [232]. Більше того, 

тривалий вплив атмосферного забруднення може спровокувати генетичні 

мутації, зміни властивостей мембрани та концентрацій екзополісахаридів та 

амінокислот [233]. Такі зміни здатні перетворити E. coli на небезпечну патогенну 

бактерію. 

Ми встановили, що як ДТ, так і ММ впливають на ріст E. coli B-906, 

пригнічуючи його з підвищенням концентрації. При концентрації 80 мкг/мл 

обидва препарати майже повністю запобігали приросту біомаси. Крім того, було 

виявлено, що найбільше пригнічування росту культури ДТ виявляв за 

концентрації 40 мкг/мл (рис. 5.4. А). При цій самій концентрації ММ проявила 

помірний ефект пригнічення (рис. 5.4. В). Однак ММ продемонструвала більш 

виразний інгібувальний вплив при концентраціях 20 мкг/мл та 80 мкг/мл, 

спричиняючи суттєве зменшення росту біомаси E. coli B-906. 

Визначення кількості життєздатних клітин (КЖК) E. coli B-906 показало, що 

ДТ за концентрації 20 мкг/мл не спричинило достовірних змін протягом усього 

експерименту (рис. 5.4. Б). Проте, при концентрації 40 мкг/мл ДТ вже через 24 

години спостерігалося пригнічення росту, а через 72 години КЖК зменшилася на 

2 порядки порівняно з контролем (з 6,22±0,94 lg КУО/мл до 4.22 lg КУО/мл 

відповідно). Найбільш значний ефект для ДТ спостерігався при концентрації 80 

мкг/мл: на 24 годину культивування КЖК зменшилася на 6 порядків у порівнянні 

з контролем (з 8.36±0.62 lg КУО/мл до 2.00±0.21 lg КУО/мл), а на 48 та 72 години 

за даної концентрації культура не висівались взагалі. 

У той же час ММ достовірно знижували КЖК за всіх концентрацій 

(рис.  5.4. Г). При висіванні на середовище на 24-72 годину за концентрації 20 та 

40 мкг/мл значення знижувались на 1-2 порядки. При концентрації 80 мкг/мл 

спостерігався навіть більший ефект, і КЖК зменшилася на 3-4 порядки за той 
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самий період часу. Отримані результати вказують на те, що ММ проявляє більш 

виражений бактеріостатичний вплив на розвиток E. coli B-906.  

 

 

Рис. 5.4. Ростові показники Escherichia coli B-906 під впливом різних 

концентрацій твердих наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі 

(ДТ): А – Інтенсивність росту, у.о.; Б – кількість життєздатних клітин lg КУО/мл; 

та твердих наночастинок, отриманих від згорання медичних масок (ММ): В – 

інтенсивність росту, у.о.; Г – кількість життєздатних клітин, lg КУО/мл. M±SEM. 

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

 

Зміни метаболічної активності E. coli B-906 під впливом різних 

концентрацій ТНЧ визначали за здатністю ферментувати лактозу у середовищі 

Ендо. Показали, що за концентрації 20 мкг/мл як ДТ, так і ММ ферментативна 

активність E. coli B-906 залишалась незмінною впродовж 72 годин культивування 

(рис. 5.5.). За концентрації 40 мкг/мл обох типів ТНЧ на 48 годину експерименту 

А 
Б 

В Г 

* * * * 

* 

* * * * 

* 

* 
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з'явилися лактозонегативні колонії, їх відсоток становив 8,24±0,51 % для ДТ та 

12,15±0,37 % для ММ. При збільшенні концентрації до 80 мкг/мл відсоток 

колоній E. coli B-906, не здатних до ферментації лактози, для ММ збільшився до 

22,20±0,85 %. Для ДТ за цієї концентрації ріст був відсутній. На 72 годину 

експерименту відсоток лактозонегативних штамів продовжував зростати при 

концентрації ММ 40 мкг/мл до 19,33±0,55 % та 80 мкг/мл до 27,00±0,38 %. 

 

Рис. 5.5. Частка Escherichia coli B-906, не здатних до ферментації лактози, 

культивована у присутності різних концентрацій твердих наночастинок, 

отриманих від згорання: А - деревини тополі (ДТ); Б – медичних масок (ММ) 

M±SEM. **** - p < 0,0001 порівняно з контролем. 

 

Одним із факторів агресивності умовно-патогенних бактерій є їх адгезивні 

властивості та здатність до утворення біоплівки. Біоплівки відіграють важливу 

роль у виживанні, адаптації та поширенні бактерій. Вони формуються шляхом 

вироблення екстраполімерних речовин та факторів адгезії, а цей процес вимагає 

значних енергетичних затрат від бактеріальних клітин. Однак, утворення 

біоплівок забезпечує стійкість до стресових умов навколишнього середовища, 

імунної системи господаря та антибіотиків [234].  

Музейний штам E. coli B-906 має виражені адгезивні властивості та 

здатність формувати біоплівку. Але дія ДТ за концентрації 20 мкг/мл та 40 мкг/мл 

на 24 годину достовірно (p < 0,05) знижувала здатність E. coli B-906 до адгезії з 

А Б 
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0,13±0,02 до 0,10±0,01 і 0,09±0,03 у.о. відповідно (рис. 5.6. А). Проте вже на 48 

годину спостерігався стимулюючий ефект, який зміцнив біоплівку. Концентрація 

80 мкг/мл навпаки мала сильний інгібуючий вплив на утворення біоплівки і 

знижував показник оптичної густини вдвічі відносно контролю (p < 0,01). За дії 

ММ, щільність біоплівки на 24 годину була подібна до контролю на всіх 

концентраціях, проте на 48 і 72 годину щільність біоплівки слабшала (рис. 5.6. Б). 

 

 

Рис. 5.6. Здатність Escherichia coli B-906 формувати біоплівку під впливом 

різних концентрацій твердих наночастинок, отриманих від згорання: А – 

деревини тополі (ДТ); Б – медичних масок (ММ). M±SEM. M±SEM. * - p < 0,05; 

** - p < 0,01 порівняно з контролем. 

 

Набуття мікроорганізмами резистентності до антибіотиків – глобальна 

проблема в медицині, оскільки резистентні бактерії ускладнюють лікування 

інфекційних захворювань, збільшують тривалість лікування та підвищують 

ризик поширення інфекцій. E. coli – це типовий представник бактерій, що можуть 

стати резистентними до антибіотиків, і така резистентність може передаватись 

між бактеріями шляхом генетичного обміну, що призводить до поширення 

резистентності в різних регіонах світу [235].  

У ході наших досліджень ми вивчали ріст E. coli В-906 у рідкому середовищі, 

додавши різні концентрації ТНЧ. Під час цих експериментів спостерігався розвиток 

резистентності цього штаму до деяких антибіотиків (рис. 5.7.). 

А Б 
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Рис. 5.7. Репрезентативні фотографії визначення чутливості Escherichia coli 

B-906 до антибіотиків (ампіциліну (АМП), левоміцетину (ЛЕВ), меропенему 

(МЕР), норфлоксацину (НОР) і цефтріаксону (ЦФА)) після 48 годин 

культивування. 

 

Після культивування E. coli B-906 на середовищах з різними концентраціями 

ДТ (табл. 5.1) штам набував помірної резистентності до ампіциліну після 48 

годин культивування у середовищі з 20 мкг/мл та 40 мкг/мл. При цьому 

чутливість бактерій до цефтріаксону знижувалася лише за концентрації 80 

мкг/мл. Чутливість до інших антибіотиків залишалась незмінною.  

  

Таблиця 5.1. 

Чутливість Escherichia coli B-906 до антибіотичних препаратів після 

культивування у середовищі з різними концентраціями твердих 

наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі (ДТ) 
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Ампіцилін (10 мкг) 

24 19.33±1.53 Ч 18.33±1.15 Ч 16.75±2.62* П 17.50±0.50 Ч 



130 

48 19.13±0.85 Ч 17.88±1.93 Ч 16.33±0.58* П 19.00±1.87 Ч 

72 19.67±1.53 Ч 16.33±0.58* П 16.25±2.52* П 19.00±1.00 Ч 

Левоміцетин (30 мкг) 

24 23.00±2.00 Ч 24.25±0.90 Ч 25.83±4.25 Ч 27.00±1.00 Ч 

48 22.13±6.20 Ч 24.50±4.93 Ч 24.50±6.35 Ч 24.50±3.70 Ч 

72 21.33±0.58 Ч 24.67±0.58 Ч 23.00±1.00 Ч 22.67±0.58 Ч 

Меропенем (10 мкг) 

24 32.00±1.00 Ч 30.83±0.29 Ч 33.33±2.52 Ч 30.00±1.00 Ч 

48 29.00±2.16 Ч 28.13±0.63 Ч 28.75±1.71 Ч 28.63±0.95 Ч 

72 32.33±1.53 Ч 30.00±1.00 Ч 27.67±0.58 П 30.00±1.00 Ч 

Норфлоксацин (10 мкг) 

24 31.00±1.00 Ч 31.83±1.76 Ч 34.33±2.52 Ч 28.83±2.75 Ч 

48 29.75±2.63 Ч 28.25±1.50 Ч 31.75±4.50 Ч 28.75±1.26 Ч 

72 32.33±2.08 Ч 31.33±3.21 Ч 30.00±2.00 Ч 30.33±1.15 Ч 

Цефтріаксон (30 мкг) 

24 29.83±1.89 Ч 29.00±1.00 Ч 29.83±3.88 Ч 27.00±1.00 П 

48 31.00±1.06 Ч 30.50±0.58 Ч 30.75±0.50 Ч 26.75±2.22* П 

72 31.50±1.80 Ч 31.67±0.58 Ч 31.67±2.52 Ч 25.00±1.00* П 

П – помірностійкий, Ч – чутливий. M±SEM. * - p < 0,05 

 

ММ мав значний влив на антибіотикочутливість культури E. coli B-906 

(табл. 5.2.). При концентраціях 20 мкг/мл та 40 мкг/мл цей штам мав тенденцію 

до втрати чутливості до більшості антибіотиків, за винятком левоміцетину. 

Особливо сильний ефект спостерігався для ампіциліну і норфлоксацину, до яких 

культура на 48 годину культивування набувала стійкої резистентності, а зони 

інгібування росту достовірно зменшувалися. Цікавою особливістю є те, що при 

високій концентрації (80 мкг/мл) ТНЧ чутливість даного штаму була вищою, ніж 

за менших концентрацій (20 мкг/мл і 40 мкг/мл), і резистентність спостерігалася 

тільки до ампіциліну. Ми припускаємо, що ТНЧ при високій концентрації 
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проявляв сильну цидну дію, що унеможливлювало адаптацію E. coli B-906 до 

антибіотиків. 

Таким чином, ТНЧ мають безпосередній вплив на Escherichia coli B-906, 

підсилюючи його агресивність, що відображається у появі варіантів, що не 

ферментують лактозу, підвищенні, в окремих випадках, здатності до 

біоплівкоутворення та появі резистентних до антибіотиків штамів. 

 

Таблиця 5.2. 

Чутливість Escherichia coli B-906 до антибіотичних препаратів після 

культивування у середовищі з різними концентраціями твердих 

наночастинок, отриманих від згорання медичних масок (ММ) 
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Ампіцилін (10 мкг) 

24 19.33±1.53 Ч 14.67±2.08 П 14.33±2.08 П 10.00±3.61 С 

48 19.13±0.85 Ч 12.25±0.20** П 11.25±1.71** С 9.00±3.56* С 

72 19.67±1.53 Ч 8.00±2.00** С 7.33±1.53** С 6.67±1.15** С 

Левоміцетин (30 мкг) 

24 23.00±2.00 Ч 22.67±1.53 Ч 22.33±2.52 Ч 24.33±3.21 Ч 

48 22.13±6.20 Ч 23.50±1.73 Ч 22.00±8.60 Ч 23.25±2.75 Ч 

72 21.33±0.58 Ч 21.33±0.58 Ч 21.00±1.00 Ч 22.00±1.00 Ч 

Меропенем (10 мкг) 

24 32.00±1.00 Ч 27.67±0.58* П 27.17±0.76* П 30.33±3.06 Ч 

48 29.00±2.16 Ч 27.50±2.38 П 26.75±3.77 П 29.00±2.00 Ч 

72 32.33±1.53 Ч 26.67±1.53* П 26.67±0.58* П 29.33±1.15 Ч 

Норфлоксацин (10 мкг) 

24 31.00±1.00 Ч 21.50±0.50** С 24.33±3.06 П 24.17±3.88 П 

48 29.75±2.63 Ч 23.25±2.22* С 22.00±1.41* С 26.00±4.55 П 

72 32.33±2.08 Ч 23.67±1.53* С 22.33±3.21* С 24.33±2.08* П 
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Цефтріаксон (30 мкг) 

24 29.83±1.89 Ч 30.17±1.76 Ч 28.67±2.08 П 27.50±3.79 П 

48 31.00±3.06 Ч 28.50±1.73 П 28.75±4.27 П 26.50±1.50* П 

72 31.50±1.80 Ч 28.33±1.15 П 27.67±2.08 П 25.67±4.73* П 

С – стійкий, П – помірностійкий, Ч – чутливий. M±SEM. * - p < 0,05; ** р < 0,01 

порівняно з контролем 

 

 

5.3. Вплив твердих наночастинок природного та антропогенного 

походження на ростові показники та чутливість до антибіотиків 

Staphylococcus aureus B-918 

 

Staphylococcus aureus є одним з найбільш розповсюджених (поряд з E.coli) 

мікроорганізмів на планеті, який мешкає як у природному середовищі, так і в 

організмі людини. Серед умовно-патогенної мікробіоти займає провідну позицію 

за здатністю уражувати практично всі органи та тканини організму людини. 

Науково доведено, що сприйнятливість до ураження стафілококами, в першу 

чергу, залежить від стану імунної системи [236]. Існують також повідомлення, 

що стафілокок належить до мікроорганізмів з вираженою метаболічною 

мінливістю, яка може відображатись на його вірулентності [237]. Припускаємо, 

що потенційним фактором мінливості S. aureus можуть бути фактори 

антропогенного навантаження, зокрема ТНЧ.  

Аналізуючи динаміку росту впродовж 72 годин S. aureus B-918 у рідкому 

середовищі з різними концентраціями (20 мкг/мл, 40 мкг/мл та 80 мкг/мл) ДТ, що 

концентрації 20 мкг/мл та 40 мкг/мл не впливали на тривалість lag-фази розвитку 

культури і до 8 години приріст біомаси відбувався однаково (рис. 5.8. А). 

Починаючи з 24 години реєстрували достовірне (p < 0,05) зниження активності 

росту при 40 мкг/мл ТНЧ в середовищі. Концентрація 80 мкг/мл здійснювала 

більш виражений вплив на розвиток популяції. Відмічали як подовження 
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тривалості lag-фази (з 2 до 8 годин), так і пригнічення росту вдвічі (p < 0,01), 

починаючи з 8 годин культивування. 

При визначенні впливу ДТ на життєздатність клітин штаму S. aureus B-918, 

виявлено, що всі досліджувані концентрації здійснювали лише 

бактеріостатичний вплив (рис. 5.8. Б). Так, для концентрацій 20 мкг/мл та 

40 мкг/мл впродовж 48 годин культивування кількість клітин стафілококу мала 

лише тенденцію до зниження життєздатності без достовірної різниці. Після 72 

годин культивування з концентрацією ДТ 40 мкг/мл у середовищі із наступним 

висівом на щільне середовище показали, що кількість висіяних клітин була 

нижчою на 1 порядок у порівнянні з контролем. При концентрації 80 мкг/мл 

відмічали достовірне зниження кількості життєздатних клітин на 1-1,5 порядку 

вже після 24 годин культивування, і ця тенденція зберігалась впродовж 72 годин. 

Проте, слід зазначити, що КЖК у дослідних групах не знижувалась нижче 

вихідної посівної концентрації S. aureus B-918.  

 

А Б 

В Г 
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Рис. 5.8. Ростові показники Staphylococcus aureus B-918 під впливом різних 

концентрацій твердих наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі 

(ДТ): А – Інтенсивність росту, у.о.; Б – кількість життєздатних клітин lg КУО/мл; 

та твердих наночастинок, отриманих від згорання медичних масок (ММ): В – 

інтенсивність росту, у.о.; Г – кількість життєздатних клітин, lg КУО/мл. M±SEM. 

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

 

Подібну тенденцію впливу на ростові показники S. aureus В-918 

спостерігали і для ММ (рис. 5.8. В). Зокрема, при дослідженні динаміки росту 

відмічали, що збільшення концентрації ММ у середовищі збільшує тривалість 

lag-фази росту культури та знижує інтенсивність самого росту. Також слід 

зазначити, що для концентрації 20 мкг/мл не відмічали достовірної різниці 

впливу у порівнянні з контролем.  

КЖК S. aureus В-918 була більш залежною від ММ ніж від ДТ (рис. 5.8. Г). 

Так, достовірне зниження кількості КУО відмічали вже на 24 годину за 

концентрації 40 мкг/мл та 80 мкг/мл. А на 48 та 72 години всі концентрації 

призводили до достовірного зменшення висівання S. aureus В-918. Проте, так 

само як і для ДТ, у даному випадку відмічали бактеріостатичний ефект, за якого 

КЖК не знижувалась за межі вихідної посівної дози. 

Таким чином, обидва типи ТНЧ здійснювали бактеріостатичний вплив на 

S. aureus В-918, і з підвищенням концентрації даний ефект збільшувався.  

Здатність до утворення біоплівки представниками роду Staphylococcus 

багатьма науковцями розглядається як провідний фактор їх патогенності. Деякі 

дослідники виділяють окремі нозологічні форми інфекційного процесу, 

патогенез якого пов'язаний з формуванням біоплівки [234]. Схильність до 

біоплівкоутворення стафілококами пов’язана з генетично детермінованою 

можливістю синтезу полісахаридного міжклітинного адгезину, що сприяє 

формуванню багатошарових клітинних структур, які пригнічують гуморальні та 

клітинні фактори імунітету при розвитку інфекційно-запального процесу [238]. 
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Тому, на наступному етапі ми досліджували, як впливають різні концентрації ДТ 

та ММ на динаміку формування біоплівки штамом S. aureus В-918. 

Слід зазначити, що досліджуваний штам S. aureus В-918 на 24 годину 

культивування проявляв помірну здатність до утворення біоплівки, на 48-72 

годину щільність біоплівки зростала до високої.  

За концентрацій ДТ 20 мкг/мл та 40 мкг/мл здатність до біоплівкоутворення 

зростала впродовж всього періоду дослідження. Концентрація ДТ 80 мкг/мл мала 

помірний інгібувальний вплив на утворення біоплівки штамом S. aureus B-918 

(рис. 5.9. А). 

ММ мав стимулюючий вплив на утворення біоплівки штамом S. aureus B-

918 за концентрацій у середовищі 20 мкг/мл та 40 мкг/мл на 48 годину 

культивування. За концентрації 80 мкг/мл проявлявся виражений інгібуючий 

вплив біоплівкоутворення впродовж всього періоду дослідження (рис. 5.9. Б). 

 

 

Рис. 5.9. Здатність Staphylococcus aureus B-918 формувати біоплівку під 

впливом різних концентрацій твердих наночастинок, отриманих від згорання: А 

– деревини тополі (ДТ); Б – медичних масок (ММ). M±SEM. * - p < 0,05; 

** - p < 0,01; **** - p < 0,0001 порівняно з контролем. 

 

Відомо, що стимулюючий вплив на процес утворення біоплівки умовно-

патогенними культурами може розглядатись як підвищення їх вірулентності. 

А Б 
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В останні роки у багатьох країнах світу все більшої глобалізації набуває 

проблема зростання резистентності S. aureus до широкого кола  антибіотиків, які 

використовують у клінічній практиці [239]. Ця проблема стосується й України 

[240, 241]. При цьому основну проблему представляють метицилін-резистентні 

штами S. aureus (МRSА), стійкі до багатьох антибіотиків, що є причиною високої 

захворюваності та смертності, а також додаткових фінансових витрат, пов'язаних 

з лікуванням хворих [239]. Крім того, змушує розширити концепцію глобальності 

розвитку формування резистентності до антибіотиків той факт, що механізми 

стійкості бактерій до хімічних речовин та антибіотиків є подібними [242, 243]. 

У наших дослідженнях при сумісному культивуванні S. aureus B-918 в 

рідкому середовищі з різними концентраціями ТНЧ було продемонстровано факт 

розвитку резистентності до деяких антибіотиків (рис. 5.10.).  

 

Рис. 5.10. Репрезентативні фотографії визначення чутливості Staphylococcus 

aureus B-918 до антибіотиків (ампіциліну (АМП), левоміцетину (ЛЕВ), 

меропенему (МЕР), норфлоксацину (НОР) і цефтріаксону (ЦФА)) після 48 годин 

культивування. 

Зокрема, уже через 24 години культивування з ДТ за концентрацій 20 мкг/мл 

антибіотикочутливість знизилась до ампіциліну та меропенему, а за концентрації 

ДТ 40 мкг/мл та 80 мкг/мл реєстрували стійкість до даних антибіотиків (табл.5.3.). 

Через 72 години культивування за всіх досліджуваних концентрацій відмічено 

формування резистентності до ампіциліну та меропенему. До левоміцетину, 
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норфлоксацину та цефтріаксону відмічали помірне зниження чутливості після 

культивування S. aureus B-918 з ДТ у концентрації 80 мкг/мл.  

 

Таблиця 5.3.  

Чутливість Staphylococcus aureus B-918 до антибіотичних препаратів після 

культивування у середовищі з різними концентраціями твердих 

наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі (ДТ) 
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Ампіцилін (10 мкг) 

24 27,75±3,77 Ч 25,17±3,38 П 18,00±0,82*** С 10,00±0,82**** С 

48 31,00±1,00 Ч 23,33±2,89 П 13,67±2,89* С 10,67±3,06* С 

72 29,67±2,08 Ч 20,00±1,73* С 16,33±4,04* С 8,67±3,79** С 

Левоміцетин (30 мкг) 

24 24,25±1,71 Ч 26,00±1,41 Ч 2,003±1,41 Ч 16,50±5,51** П 

48 26,00±1,00 Ч 27,00±3,61 Ч 27,33±2,52 Ч 16,67±1,53** П 

72 27,33±3,51 Ч 28,67±3,21 Ч 24,67±2,08 Ч 17,67±0,58** П 

Меропенем (10 мкг) 

24 29,75±1,26 Ч 27,33±0,47 П 18,67±1,70*** С 9,25±1,71**** С 

48 31,67±2,08 Ч 23,67±3,51 П 20,67±0,58* С 14,00±3,00** С 

72 34,33±2,52 Ч 21,67±4,04* С 20,00±1,73** С 15,33±3,06** С 

Норфлоксацин (10 мкг) 

24 22,75±3,20 Ч 20,00±2,45 Ч 21,67±2,87 Ч 16,17±5,24** П 

48 24,00±2,00 Ч 24,67±5,13 Ч 21,00±1,00 Ч 16,67±1,15* П 

72 26,00±3,00 Ч 25,67±1,53 Ч 24,67±2,08 Ч 16,33±2,52* П 

Цефтріаксон (30 мкг) 
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24 27,75±2,63 Ч 22,67±1,89 Ч 24,00±2,16 Ч 18,50±6,81**** П 

48 26,67±1,53 Ч 26,67±5,77 Ч 27,00±4,58 Ч 21,67±2,52 П 

72 27,67±1,53 Ч 29,33±3,51 Ч 28,00±3,00 Ч 21,33±2,08 П 

С – стійкий, П – помірностійкий, Ч – чутливий. M±SEM. * - p < 0,05; ** р < 0,01; 

*** - p < 0,001; **** - p < 0,0001 порівняно з контролем 

 

Формування резистентності також реєстрували для S. aureus B-918 після 

культивування на середовищі з ММ. Резистентність формувалась до ампіциліну 

(за концентрацій 20 мкг/мл, 40 мкг/мл, 80 мкг/мл) та меропенему (за концентрації 

80 мкг/мл). Зниження чутливості відмічали до меропенему за концентрацій 20 

мкг/мл та 40 мкг/мл. До всіх інших досліджуваних антибіотиків чутливість 

стафілококу зберігалась (табл 5.4.). 

 

Таблиця 5.4.  

Чутливість Staphylococcus aureus B-918 до антибіотичних препаратів після 

культивування у середовищі з різними концентраціями твердих 

наночастинок, отриманих від згорання медичних масок (ММ) 
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Ампіцилін (10 мкг) 

24 27,75±3,77 Ч 
15,67±4,03 

**** 
С 

15,00±3,56 

**** 
С 16,33±5,01**** С 

48 31,00±1,00 Ч 17,33±2,31* С 15,00±3,00* С 13,67±4,73 С 

72 29,67±2,08 Ч 20,00±2,00* С 11,67±4,93* С 18,00±1,00* С 

Левоміцетин (30 мкг) 

24 24,25±1,71 Ч 26,33±0,47 Ч 25,00±0,05 Ч 25,67±4,5 Ч 

48 26,00±1,00 Ч 28,33±2,08 Ч 28,33±2,89 Ч 27,00±3,00 Ч 

72 27,33±3,51 Ч 29,00±1,00 Ч 27,00±3,00 Ч 25,67±0,58 Ч 
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Меропенем (10 мкг) 

24 29,75±1,26 Ч 22,25±2,94* П 23,00±0,05** П 19,67±3,30** С 

48 31,67±2,08 Ч 23,00±1,73* П 22,33±2,08* П 21,00±1,73** С 

72 34,33±2,52 Ч 22,33±1,53* П 23,00±3,00* П 21,33±4,93 С 

Норфлоксацин (10 мкг) 

24 22,75±3,20 Ч 21,33±0,94 Ч 22,67±2,05 Ч 23,33±1,89 Ч 

48 24,00±2,00 Ч 24,67±2,52 Ч 24,33±3,06 Ч 25,33±5,03 Ч 

72 26,00±3,00 Ч 27,00±2,65 Ч 27,00±1,00 Ч 25,67±3,06 Ч 

Цефтріаксон (30 мкг) 

24 27,75±2,63 Ч 24,67±0,47 Ч 25,67±1,25 Ч 24,67±1,70 Ч 

48 26,67±1,53 Ч 27,67±2,52 Ч 28,33±2,87 Ч 25,67±1,53 Ч 

72 27,67±1,53 Ч 25,33±2,52 Ч 26,00±1,00 Ч 27,33±3,06 Ч 

С – стійкий, П – помірностійкий, Ч – чутливий. 

M±SEM. * - p < 0,05; ** р < 0,01; **** - p < 0,0001 порівняно з контролем 

 

Таким чином, у наших дослідженням продемонстровано, що дія ТНЧ може 

бути причиною підвищення  агресивних властивостей Staphylococcus aureus, у 

тому числі сприяти появі резистентних до антибіотиків штамів. 

 

 

Висновки до розділу 

 

1. Під час досліджень було встановлено, що як ДТ, так і ММ впливають на 

ріст E. coli B-906, пригнічуючи його з підвищенням концентрації. Обидва типи 

ТНЧ проявили бактеріостатичний ефект, бактерицидний ефект виявився тільки 

за дії ДТ за концентрації 80 мкг/мл. При цьому під впливом ДТ і ММ за 

концентрації 40 мкг/мл з’являлися колонії E. coli, які втрачали здатність до 

ферментації лактози. ММ проявляли більший вплив на метаболічну активність 

бактерії. 

2. Продемонстрували, що ММ та ДТ впливають на динаміку росту та 

життєздатність S. aureus B-918. І ДТ, і ММ проявляли бактеріостатичний ефект, 

знижуючи активність росту та кількість життєздатних клітин зі збільшенням 
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концентрації. При цьому ММ мали більший вплив на зниження життєздатності 

клітин та тривалість lag-фази порівняно з ДТ.  

3. У наших дослідженнях ДТ і ММ впливали на динаміку росту та 

життєздатність штаму L. plantarum 691. ДТ здійснював помірний пригнічувальний 

вплив на ріст, зменшуючи інтенсивність росту зі зростанням його концентрації. 

Вплив ММ був меншим, проте також спричиняв зниження інтенсивності росту 

при високих концентраціях. Обидва типи також здійснювали помірний 

бактеріостатичний вплив, знижуючи життєздатність бактерій L. plantarum 691.  

4. ДТ і ММ впливали на здатність мікроорганізмів утворювати біоплівку. ДТ 

за концентрацій 20 мкг/мл та 40 мкг/мл можуть збільшувати агресивність 

умовно-патогенних E. coli В-906 та S. aureus В-918, що проявляється в 

ущільненні утворюваної ними біоплівки. Натомість ММ при концентраціях 

20 мкг/мл та 40 мкг/мл підсилювали утворення біоплівки лише S. aureus. 

Водночас здатність до формування біоплівки представника облігатної мікробіоти 

L. plantarum 691 у присутності ТНЧ пригнічувалася. ММ знижували щільність 

біоплівки навіть за найменшої концентрації (20 мкг/мл), тоді як ДТ за цієї 

концентрації не проявили інгібувальних властивостей.  

5. Обидва типи ТНЧ впливали на чутливість бактерій E. coli В-906 та S. aureus 

В-918 до антибіотиків. За дії ДТ більшого впливу зазнав      S. aureus В-918, у якого 

знижувалась чутливість до левоміцетину, норфлоксацину та цефтріаксону і 

виникала резистентність до ампіциліну та меропенему. У E. coli В-906 за дії ДТ 

знижувалась чутливість до ампіциліну та цефтріаксону. За впливу ММ у штаму E. 

coli В-906 знижувалась чутливість до меропенему та цефтріаксону, з’являлася 

резистентність до ампіциліну та норфлоксацину. Також дія ММ сприяла 

виникненню резистентності  S. Aureus В-918 до ампіциліну та меропенему. 

6. І ДТ, і ММ негативно впливали на здатність L. plantarum 691 продукувати 

молочну кислоту. При збільшенні концентрації ТНЧ у середовищі зменшувалася 

здатність до продукції молочної кислоти, і цей ефект був більш вираженим за 

впливу ДТ.  
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УЗАГАЛЬНЕННЯ 

 

Одним із ключових компонентів забруднення повітря є тверді частинки, що 

різняться в залежності від їхнього розміру, походження та складу. Джерела 

твердих наночастинок різноманітні: це можуть бути природні події, такі як лісові 

пожежі та виверження вулканів, чи викиди з промислових підприємств, 

автотранспорту, сільського господарства та інших сфер діяльності людини [124, 

127, 128].  

Іншою важливою характеристикою твердих частинок є їх розмір. До ТЧ10 

належать частинки з діаметром менше 10 мікрометрів, тоді як до ТЧ2.5 входять 

частинки з діаметром менше 2,5 мікрометра [127, 128]. Тверді наночастинки 

мають розмір від 1 до 100 нанометрів, що робить їх надзвичайно небезпечними 

для організму. Завдяки своїй дуже маленькій величині, ТНЧ мають здатність 

легко проникати у глибокі шари легень, уникаючи захисної дії мукоциліарного 

кліренсу, де вони можуть спричинити пошкодження клітин та потрапити до 

кровоносної системи [133]. Останні дослідження дедалі більше зосереджуються 

на можливому впливі ТЧ на функціональний стан та мікробіоту кишечника. 

Підтверджено, що ТЧ можуть впливати на розвиток запальних процесів через 

порушення продукування слизу кишечника [11], пошкодження епітеліального 

бар'єра [153] та підвищення рівня прозапальних цитокінів [156, 159], та 

змінювати склад мікробіоти шляхом зміни співвідношення кількості 

представників Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroides та інших [153, 161–163]. 

Проте більшість досліджень стосувалися вивчення дії ТЧ10 та ТЧ2.5, залишаючи 

дію ТНЧ малодослідженою. 

У нашій роботі ми досліджували вплив ТНЧ розміром ~30 нм, синтезованих 

та підготовлених за методикою для біологічних експериментів в умовах in vitro, 

ex vivo та in vitro.  

Оскільки в залежності від джерела походження частинок можуть 

варіюватися їхні склад, токсичність та механізм дії, першим завданням нашого 
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дослідження вважали за необхідне встановити та порівняти ступінь токсичності 

твердих наночастинок природного походження, отриманих від згорання 3-х 

різних порід деревини (берези, тополі та сосни), а також 2-х деревних 

компонентів: кори берези та гілля сосни. Для виконання цього завдання у нашій 

роботі використовувався комплексний підхід, який враховував різні моделі 

досліджень та їхню взаємодію з біологічними системами. Спершу було 

проведено дослідження з культурою клітин лінії COLO 205, що дозволяло 

встановити вплив наночастинок на життєздатність та реплікацію клітин. 

Результати дослідження підтвердили токсичну дію всіх досліджуваних ТНЧ на 

клітини, причому цей ефект був дозозалежним і посилювався зі збільшенням 

часу культивування. Це свідчить про те, що взаємодія наночастинок з клітинами 

може викликати каскадні реакції, які призводять до послідовного зниження 

життєздатності клітин. ДТ проявили найбільшу токсичну дію і на здатність 

клітин до поділу, і на їх виживаність. Найнижча концентрація ДТ (20 мкг/мл) 

вже через 24 години культивування спричинила зниження кількості клітин 

COLO 205 у 1,5 раза порівняно з контролем (p < 0,0001) та загибель 69 % з них.  

Далі ми дослідили ефект дії ТНЧ на епітеліальний препарат товстої кишки і 

виявили зміни в параметрах струму короткого замикання та парацелюлярної 

проникності. Ці показники можуть вказувати на можливу деградацію кишкового 

бар'єра та порушення його функцій при взаємодії з ТНЧ. Зростання 

парацелюлярної проникності може вплинути на адекватність адсорбції та 

транспорту поживних речовин та іонів через епітеліальний бар'єр кишечника 

[183].  

У ході нашого дослідження було встановлено, що ДТ має найбільш 

виражений вплив на силу струму короткого замикання, знижуючи його у 2 рази 

порівняно з контролем (p < 0,001). Показник парацелюлярної проникності 

кишкового бар’єра через 60 хвилин запису також був найвищим для ДТ серед 

усіх ТНЧ та у 3 рази вищим за контроль (p < 0,0001). ДБ, ДС та ГС також 
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продемонстрували значні, проте менш виражені ефекти, а КБ виявив найменший 

вплив на досліджувані електрофізіологічні параметри порівняно з іншими ТНЧ. 

Дослідження на культурі клітин лінії COLO 205 та епітеліальному препараті 

товстої кишки підтвердили наші початкові припущення щодо можливої 

токсичності твердих наночастинок в умовах поза організмом. Для того, щоб 

отримати глибше та більш повне розуміння впливу та механізму дії цих 

наночастинок на бар'єрну функцію слизової оболонки кишечника в контексті 

живого організму, ми вважали доцільним продовжити дослідження на тваринній 

моделі. 

Оскільки у попередніх дослідженнях ДТ мали найвищу токсичність, 

впливаючи на клітини і збільшуючи проникність мукоза-субмукозального 

препарату товстої кишки, для подальших досліджень ТНЧ природного 

походження на тваринній моделі ми використовували ДТ. 

Крім природних джерел, ТНЧ можуть утворюватися під впливом людської 

діяльності. Особливо актуальною за останні роки стала проблема утилізації 

медичних масок [193, 194]. Головний метод утилізації масок – 

високотемпературне спалювання, що призводить до викидів ТНЧ у повітря [196–

198]. Ми припустили, що склад масок, що включає поліпропілен, поліестер, 

метали (особливо алюміній), латекс і спандекс, та їхня властивість поглинати 

навколишнє забруднення ТЧ [199, 200] може проявитися у їхній взаємодії з 

організмом. Тому в якості ТНЧ антропогенного походження у подальших 

дослідженнях ми використовували ММ. 

Одним із ключових аспектів другого етапу нашої роботи стало порівняння 

двох моделей введення: внутрішньовенного та перорального. Таке рішення було 

прийнято, оскільки існує кілька варіантів потрапляння ТНЧ до кишечника. По-

перше, ТНЧ, вивільнившись з альвеол, можуть транспортуватися із кров’ю, 

досягаючи капілярів кишечника [140]. Альтернативно, вони можуть бути 

видалені з бронхіол і альвеолярних просторів шляхом мукоциліарного кліренсу, 
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після чого транспортовані до ротоглотки та проковтнуті зі слиною, або спожиті 

безпосередньо з їжею та водою, забрудненими ТНЧ [143]. 

Потрапивши через кров у товстий кишечник після внутрішньовенного 

введення у дозі 500 мкг/100 г маси тіла тварини, ДТ та ММ вже через 3 години 

виявляли свою агресивну дію насамперед внаслідок порушення цілісності 

ендотелію судин товстого кишечника, що було підтверджено підвищенням 

концентрації барвника Еванса в слизовій оболонці товстої кишки вдвічі (p < 0,01 

для ДТ, p < 0,05 для ММ). Цей процес супроводжувався активізацією імунної 

відповіді та розвитком запального процесу, маркером якого було підвищення 

рівня МПО. МПО – рясний гранулярний фермент, який є унікальним для 

нейтрофілів та моноцитів, і відповідає за каталізацію вироблення активних форм 

кисню (АФК) [201]. Зміни в регуляції виробництва АФК пов'язані з окислювальним 

пошкодженням та запаленням і можуть зумовлювати додаткові пошкодження 

слизової оболонки. Зазвичай, це запалення супроводжується тканинним набряком, 

інфільтрацію імунних клітин та накопиченням ексудату, що спричиняє збільшення 

маси кишки [201, 244]. Відзначено, що в нашому дослідженні після 

внутрішньовенного введення ТНЧ спостерігалася тенденція до зростання маси 

кишки. 

Крім того, вже через годину після внутрішньовенного введення ДТ або ММ у 

сечі щурів спостерігали появу кров’яних домішок, що, як ми припускаємо, також 

може свідчити про здатність ТНЧ порушувати цілісність ендотелію фенестрованих 

капілярів клубочка нефронів. 

Однак, аналіз впливу ТНЧ на склад поверхневого слизу товстої кишки після 

3 годин дії показав, що жоден з типів ТНЧ не призводив до змін кількості 

глікопротеїнів. Враховуючи ці результати, можна припустити, що бар'єрна 

функція слизової оболонки кишечника за цього способу введення ТНЧ не 

піддавалася прямому впливу.  

Навпроти, зниження кількості глікопротеїнів майже вдвічі спостерігали 

через 3 години після введення ТНЧ обох типів перорально (p < 0,05 для ДТ і 
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p < 0,05 для ММ). Глікопротеїни у слизовому шарі кишечника відіграють 

ключову роль у підтримці бар'єрної функції органу, оскільки вони формують 

захисну гліканову матрицю, яка забезпечує захист від зовнішніх агентів та 

підтримує гомеостаз [33]. Зменшення вмісту глікопротеїнів може вказувати на 

можливу деградацію цієї захисної матриці та порушення бар'єрної функції. Це 

припущення підтверджується також достовірним (p < 0,05) збільшенням 

транслокації бактерій з просвіту кишечника у кров ворітної вени щурів після 

перорального ведення ДТ і ММ.  

При цьому після перорального введення ММ відбулося збільшення рівня 

активності МПО у 1,4 раза (p < 0,05), що свідчить про розвиток запального 

процесу, викликане даним типом ТНЧ. У той же час, введення ДТ вказувало лише 

на тенденцію до зростання активності МПО, яке не досягло статистичної 

значущості. Збільшення маса кишки, відповідно, також було більшим для ММ 

порівняно із ДТ.  

На відміну від внутрішньовенного, пероральне введення ДТ і ММ не 

спостерігалося достовірних ознак ушкоджень ендотеліального бар'єра. Але в 

групі щурів, яким вводили ММ, кількість барвника ЕБ була вищою порівняно з 

групою, якій вводили ДТ, що говорить про більшу схильність до пошкодження 

ендотелію після введення цього типу ТНЧ. 

Отже, у даному дослідженні ми вперше продемонстрували, що, залежно від 

шляху потрапляння ТНЧ до органу, вони проявляють різні механізми впливу на 

бар’єрну функцію кишечника, спричиняючи пошкодження різних структур. При 

внутрішньовенному введенні мішенню дії ТНЧ виступає судинна система, у той 

час, як при пероральному введенні вони взаємодіють безпосередньо зі слизовою 

оболонкою товстої кишки. І хоча запальний процес був більш вираженим за 

внутрішньовенного шляху введення, проте пероральне введення дозволяє 

точніше контролювати дозу ТНЧ, спрямовану на кишечник, та уникнути 

широкого розповсюдження ТНЧ по всьому організму, що може викликати 

системні ефекти.  
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Крім шляху впливу, інтервал часу, протягом якого організм підданий впливу 

ТНЧ, також може відігравати роль у виникненні та розвитку патологічних змін у 

біологічних системах [156, 162, 222]. Довгострокова експозиція може 

спричинити запальні реакції, зміни в мікробіомі та гістопатологічні 

пошкодження, тоді як короткострокова експозиція може не мати такого ефекту. 

Тому метою наступного завдання було визначити зміни бар’єрної функції товстої 

кишки щурів за 7-добової експозиції ДТ і ММ.  

Спершу, нами було проведено моніторинг впливу ТНЧ на клінічні показники 

стану щурів після 7-добового перорального введення. Після 7 днів експерименту 

тварини, що отримували ММ, мали менший приріст порівняно з контролем У 

групі, що отримувала ДТ, тварини відзначалися втратою маси тіла (p < 0,001). 

Також вміст води у фекаліях і випадки виникнення діареї у тварин, що 

отримували ТНЧ протягом 7 діб, був вищим порівняно з контролем, вказуючи на 

можливі зміни у водно-електролітному балансі та процесах всмоктування води у 

травній системі. Важливо підкреслити, що дослідження також підтвердило 

летальність виключно серед тварин, які отримували ДТ. 

Слизовий шар та мікробіота кишечника відіграють ключову роль у 

забезпеченні бар'єрної функції. Слизовий шар, що вкриває кишечник, забезпечує 

захист від потенційно шкідливих зовнішніх агентів [33]. Нами було встановлено, 

що введення ДТ протягом 7 днів посилює зменшення відносного вмісту 

глікопротеїнів у слизі товстої кишки, яке спостерігалося вже після 3-х годин дії 

ТНЧ. Проте збільшення терміну дії ММ на кількість глікопротеїнів слизу товстої 

кишки не мало ефекту і показник залишався на тому самому рівні, що і після 3 

годин дії даного типу ТНЧ. 

Кишкова мікробіота підтримує баланс, допомагає у розщепленні поживних 

речовин, виробляє корисні речовини та впливає на імунну систему. Наше 

дослідження показало, що якісний і кількісний склад кишкової мікробіоти 

суттєво змінюється після 7 днів введення ДТ і ММ. Ми спостерігали тенденцію 

до збільшення кількості умовно-патогенних бактерій, таких як Escherichia coli, 
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Staphylococcus aureus, та появу представників роду Clostridium, які часто 

пов’язують із розвитком кишкового інфекційного процесу у хворих на ЗЗК 

[204]. Крім того, ми детектували появу лактозопозитивних бактерій Escherichia 

coli. Варто зазначити, що кількість облігатних представників мікробіоти, 

Bifidobacterium та Lactobacillus, достовірно не змінювалась. 

Виявлені порушення рівноваги мікробіоти можуть серйозно підірвати 

процес обміну метаболітів та захисні властивості кишечника, порушуючи 

цілісність слизового бар'єра. Таким чином, наші дослідження переконливо 

підтверджують, що ТНЧ мають потенціал впливати не лише на структуру слизу, 

але й сприяти дестабілізації екосистеми мікроорганізмів у кишечнику. 

Дисбаланс мікробіоти може викликати активацію нейтрофілів та 

вивільнення вільних радикалів кисню, що призводить до пошкодження 

цитоскелета слизової оболонки та прилеглих тканин [201, 245]. Структурне 

ослаблення слизового бар'єра створює сприятливі умови для транспорту токсинів 

та запальних медіаторів із кишечника до кровообігу. Ці процеси взаємодіють між 

собою, зміцнюючи один одного, і ведуть до значного підвищення проникності 

судин кишечника. Це припущення ми підтвердили, дослідивши проникність 

ендотелію судин товстої кишки щурів після 7-добового перорального введення 

ТНЧ. Зі збільшенням тривалості дії, проникність судин підвищувалася для обох 

типів твердих часток. Кількість барвника ЕБ у кишці порівняно з контрольною 

групою збільшилася на 44 % (p < 0,01) для тварин, які отримували ДТ, і на 49 % 

(p < 0,01) для тварин, які отримували ММ.  

Особливу увагу слід звернути на виявлене збільшення кількості 

мікроорганізмів у крові ворітної вени після експозиції ТНЧ у 4,3 раза (p < 0,001) 

у групи щурів, яким вводили ММ, і 4,7 раза (p < 0,001) у групи, що отримувала 

ДТ. Отримані результати підкреслюють критичне значення інтегрованої 

взаємодії різних захисних компонентів, таких як слизовий шар, кишкова 

мікробіота, епітелій та імунна система у нормальному функціонуванні 

кишкового бар'єра. Відхилення від цієї рівноваги може створити умови 
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патогенним мікроорганізмам для проникнення та подолання кишкового бар'єра 

[202], що було підтверджено нами у ході нашого дослідження.  

Транспорт іонів у товстій кишці є ключовим процесом, що забезпечує 

функціонування цього органу та підтримує гомеостаз в організмі. Одним з 

основних аспектів є активний транспорт іонів, таких як Na+, K+ та Cl-, через 

епітеліальний бар'єр [207]. Цей процес забезпечує належні рівні іонів та 

підтримання осмотичного балансу. Натрій виводиться з клітин на зовнішню 

сторону завдяки роботі Na+/K+ АТФ-насосів, створюючи градієнт, який сприяє 

притяганню Cl- та води до клітин, підтримуючи оптимальну гідратацію епітелію 

[215].  

Набагато складніший механізм включає парацелюлярний транспорт, який 

відбувається через з’єднання між клітинами епітелію. Білки TJ, такі як клаудини 

та оклюдини, регулюють проникність та забезпечують селективність для 

транспорту речовин [44]. Цей механізм грає важливу роль у підтримці цілісності 

епітеліального бар'єра та запобігання неконтрольованому потоку рідини та 

розчинених речовин через нього.  

У нашій роботі для дослідження транспорту іонів через епітеліальний бар'єр 

використовувалася система камер Уссінга. За допомогою цієї системи 

створюється градієнт іонів між двома камерами, а електроди реєструють 

потенціал, що дозволяє виміряти Isc – суму всіх іонних струмів, які протікають 

через епітелій для усунення різниці потенціалів між його сторонами [183]. 

Паралельно, ми використовували флуоресцентний маркер FITC-декстран 

молекулярної маси ~4 кДа для вимірювання парацелюлярного потоку через 

епітелій.  

Отримані результати дослідження свідчать про значний вплив 

довготривалої експозиції ТНЧ показниках базального струму короткого 

замикання та підвищення парацелюлярної проникності в обох досліджуваних 

групах. Проте дія ДТ і ММ мала суттєві відмінності. У щурів, які отримували 

ММ, спостерігалося посилене зниження Isc і нижчий рівень секреції іонів Cl- у 
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відповідь на стимулюючий ефект карбахоліну (50 мкМ) у порівнянні з групою, 

яка отримувала ДТ. При цьому зміни швидкості трансепітеліальної проникності 

FITC-декстрану (4,0 кДа) у щурів, що отримували ММ, не набуло статистичної 

значущості, у той час як ДТ стимулював збільшення цього показника у 1,5 раза 

порівняно із контролем (p < 0,01). 

Наступним кроком стало дослідження ефекту 7-добового введення ТНЧ, 

спричиненого на імунну відповідь та розвиток прозапальних процесів у товстій 

кишці щурів. Наші результати підтвердили, що 7-добове введення ТНЧ 

спричинило негативний вплив на активність МПО у товстій кишці щурів. Обидва 

типи ТНЧ призвели до статистично значущого (p < 0,01) підвищення рівня 

активності МПО на 20%, що може вказувати на збільшену запальну реакцію в 

органі. 

Дослідження також показало, що ДТ викликали зміни розмірів селезінки, 

великого периферичного лімфоїдного органу, який грає важливу роль в імунній 

системі. Це може свідчити про активну імунну відповідь та певний ступінь 

запалення, викликаного дією цього типу ТНЧ. Тенденцію до зменшення розмірів 

цекума, який має імунну функцію та може бути пов'язаний з розвитком запальних 

процесів у товстій кишці, також спостерігалось в наших дослідженнях. 

Додатково, ми вивчили вплив ТНЧ на рівень редокс-чутливого 

транскрипційного фактора ранньої відповіді EGR-1 у слизовій оболонці товстої 

кишки. Спостережена тенденція до підвищення рівня EGR-1 може вказувати на 

зростання оксидативного стресу та активну реакцію на запалення внаслідок дії 

ТНЧ. 

Узагальнюючи, наші дослідження демонструють, що довготривала 

експозиція ТНЧ викликає не тільки порушення фізіологічного бар'єрного 

функціонування кишечника, але й активує посилену імунну відповідь та сприяє 

розвитку запальних процесів у товстій кишці щурів. 

Оскільки порушення цілісності та функціонування кишкового бар'єра 

розглядається як один з основних факторів патогенезу ЗЗК [54, 55, 58, 60], ми 
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припустили, що вищенаведені зміни, спричинені довготривалим введенням ТНЧ, 

підвищуватимуть схильність до розвитку коліту. Для підтвердження даного 

припущення, у щурів, яким вводили ТНЧ протягом 7 діб, на 8-му добу 

експерименту викликали експериментальний ЙА-індукований коліт. 

Встановлено, що 7-добове введення ТНЧ посилює набряк товстої кишки, що 

проявлялось у збільшенні її маси у порівнянні з контрольною групою з 

модельованим колітом. Додатково, посилювалася прозапальна реакція, що 

відображалося у підвищенні рівня активності МПО та тенденції до зростання 

рівня EGR-1. Ці зміни супроводжувалися зниженням кількості гліканової 

частини глікопротеїнів слизової оболонки товстої кишки та інтенсифікацією 

проникності ендотелію судин органу. Ми також встановили, що у щурів із ЙА-

індукованим колітом, яким вводили ТНЧ протягом 7 діб, електрогенний 

транспорт іонів та карбахолін-стимульована секреція Cl- були сильніше 

інгібовані, ніж у контрольної групи з колітом.  Таким чином, отримані результати 

підтверджують, що 7-добове введення ТНЧ призводить до підвищення 

чутливості до розвитку експериментального коліту. 

Відомо, що провідну роль у забезпеченні колонізаційної резистентності 

відіграють представники нормобіоти ШКТ і той вплив, що можуть здійснювати 

ТНЧ безпосередньо на окремих представників нормобіоти, змінюючи їх 

метаболічні особливості, може стати основним тригером розвитку багатьох 

захворювань, у тому числі ЗЗК [88]. У ході дослідження нами вперше була 

продемонстрована різниця у впливі ТНЧ природного та антропогенного 

походження на ріст та розвиток штамів трьох представників кишкової 

мікробіоти: Escherichia coli B906, Staphylococcus aureus B-918 та Lactobacillus 

plantarum 691.  

Так, обидва типи ТНЧ мають інгібуючий вплив на ріст умовно-патогенних 

бактерій E. coli B-906 та S. aureus B-918. Однак, ДТ зі зростанням концентрації 

виявив бактерицидний ефект проти E. coli B-906, а ММ мали бактеріостатичний 

вплив на життєздатність обох штамів мікроорганізмів незалежно від 
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концентрації. Також нами було підтверджено можливість впливу ТНЧ на зміну 

ферментативної спрямованості E.coli, яка проявлялась у появі колоній, не 

здатних зброджувати лактозу, тобто таких, що мають не цукролітичний, а 

протеолітичний тип метаболізму. Такі кількісні та якісні наслідки зміни кишкової 

палички, як представника нормобіоти може мати досить суттєві наслідки, що 

появляються у зниженні вмісту КЛЖК, коліцинів, вітамінів (у тому числі групи 

К), зниженні активності перехресних імунних реакції, що запобігають 

надмірному заселенню патогенними ентеробактеріями [232, 246, 247]. 

ТНЧ збільшували агресивний потенціал E. coli B-906 та S. aureus B-918, 

підсилюючи утворення біоплівки. ДТ при цьому сприяли утворенню біоплівки 

обох штамів, а ММ – лише у S. aureus B-918. Подібний вплив ТНЧ на підвищену 

активність біоплівкоутворення також може бути серйозною проблемою. Відомо, 

що утворення біоплівок умовно-патогенними представниками мікробіоти є 

найактуальнішою проблемою терапевтичних закладів, яка проявляється у 

зниженні чутливості біоплівкових угрупувань в організмі до антибіотичних 

препаратів [234, 238].  

Крім того, змушує розширити концепцію глобальності розвитку 

формування резистентності до антибіотиків і той факт, що механізми стійкості 

бактерій до хімічних речовин та антибіотиків є подібними [242, 248]. І у наших 

дослідженнях ми демонструємо здатність ТНЧ вже через 48 годин впливати на 

чутливість E. coli B906 та S. aureus B-918 до ампіциліну, меропенему та 

цефтріаксону – найпоширеніших антибіотиків, які використовуються в клінічних 

дослідженнях та при лікуванні кишкових захворювань. Ці антибіотики належать 

до класу бета-лактамів. Механізм дії таких антибіотиків полягає у блокуванні 

синтезу клітинної стінки бактерій шляхом інгібування пеніцилінзв’язуючих 

білків [249]. Ми припускаємо, що тривала дія РМ призводило до збільшення 

синтезу бета-лактамаз, що своєю чергою спричиняло інактивацію цих 

антибіотиків.  
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Дослідження також показало розвиток резистентності E. coli B906 до 

норфлоксацину, який належить до класу фторхінолонів. Це свідчить про 

потенцію ТНЧ модифікувати ДНК-гіразу та топоізомеразу, які запобігають 

порушення синтезу ДНК в бактеріальних клітинах [250].  

Також ми виявили небезпечний потенціал ТНЧ у пригніченні ростових 

параметрів представника облігатно-цукролітичної нормобіоти кишечника 

L. plantarum 691. Крім того, у присутності високих концентрацій ТНЧ, особливо 

ММ, штам L. plantarum 691 втрачав здатність до формування біоплівки. 

Порушення формування біоплівки представниками роду Lactobacillus може мати 

негативні наслідки порушення гомеостазу всього організму людини і сприяти 

колонізації патогенними бактеріями [223, 228]. Отримані результати також 

підтвердили здатність ТНЧ впливати на вироблення молочної кислоти штамом 

L. plantarum 691. З підвищенням концентрації ТНЧ її кількість поступово 

зменшувалася, а вже через 48 годин культивування продукція молочної кислоти 

практично повністю припинилася. Молочна кислота, що виробляється цими 

мікроорганізмами, є важливим елементом в процесах окисного 

фосфорилювання, відіграє ключову роль у регулюванні системи травлення, 

підтримці оптимальних умов для росту нормобіоти та пригніченні росту 

патогенних бактерій [227, 228]. Зниження рівня молочної кислоти може створити 

сприятливе середовище для розмноження шкідливих мікроорганізмів і призвести 

до дисбалансу мікробіоти, збільшення вразливості організму перед 

інфекційними агентами та збільшити імовірність виникнення захворювань. 
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі вперше було комплексно оцінено ефект дії твердих 

карбонвмісних наночастинок-забруднювачів повітря природного та 

антропогенного походження в умовах in vitro, ex vivo та in vivo та встановлено 

їхню здатність порушувати бар’єрну функцію слизової оболонки товстої кишки 

щурів, стимулювати розвиток прозапальних змін, а також впливати на ростові 

показники та метаболічну активність представників мікробіоти кишечника. 

1. Встановлено, що тверді наночастинки, отримані внаслідок згорання 

деревини та кори берези, деревини тополі, деревини та гілля сосни, виявляють 

токсичний вплив на життєдіяльність клітин лінії COLO 205 та погіршують 

функції епітелію товстої кишки, змінюючи електрогенний транспорт іонів. Ці 

зміни були стійкими в часі та дозозалежними. Найсильніший ступінь токсичність 

мають тверді наночастинки, отримані внаслідок згорання деревини тополі. 

Тверді наночастинки, отримані від згорання деревини берези та сосни, 

проявляють  меншу ефективність впливу, тоді як тверді наночастинки, отримані 

внаслідок згорання кори берези мали найменшу активність порівняно з іншими. 

2. Вперше показано різницю у механізмі дії твердих наночастинок 

природного та антропогенного походження залежно від шляху їх введення в 

організм щурів. Гостре введення твердих наночастинок внутрішньовенно вже 

через 3 години призводить до ушкодження ендотелію судин та активації 

запалення у слизовій оболонці товстої кишки щурів, проте не призводить до 

значних змін у стані слизового бар’єру. Пероральне введення твердих 

наночастинок призводило до зменшення кількості глікопротеїнів у складі 

поверхневого слизу епітелію товстої кишки та значного збільшення транслокації 

бактерій у кров ворітної вени, що вказує на порушення мукозального шару та 

цілісності кишкового бар'єра.  

3. Встановлено, що довготривале (протягом 7 діб) пероральне введення 

твердих наночастинок, отриманих від згорання деревини тополі та медичних 
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масок, призводить до значного погіршення фізіологічного стану щурів, втрати 

маси тіла, збільшення вмісту води у фекаліях та розвитку діареї. Довготривала 

експозиція твердих наночастинок спричинювала деградацію слизової оболонки 

кишечника, зміни у складі просвітної мікробіоти  з появою умовно-патогенних 

мікроорганізмів, порушення цілісності ендотелію судин та транслокації бактерій 

до кровотоку. Після 7-добового введення твердих наночастинок у товстій кишці 

щурів відзначали зниження струму короткого замикання та рівня відповіді на 

стимулювальну дію карбахоліну (50 мкМ) та збільшення парацелюлярної 

проникності. Ця реакція супроводжувалася збільшенням рівнів активності 

прозапального маркера мієлопероксидази та експресії редокс-чутливого 

транскрипційного фактора EGR-1. Маса імунних органів (селезінка, цекум) 

вірогідно не змінювалися. Важливо відзначити, що найбільш виражені зміни 

були виявлені після введення твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини тополі на відміну від твердих наночастинок отриманих від згорання 

медичних масок. 

4. Доведено, що введення твердих наночастинок, отриманих від згорання 

деревини тополі та медичних масок, впродовж 7 діб підвищує чутливість щурів 

до розвитку експериментального коліту, що проявляється у посиленні активації 

мієлопероксидази та EGR-1, збільшенні маси товстої кишки, зниженні кількості 

глікопротеїнів слизової оболонки та посилені проникності ендотелію судин 

органу у порівнянні із контрольною групою з модельованим колітом. Також було 

встановлено, що у щурів, яким після 7-добового введення твердих наночастинок 

моделювали коліт, спостерігалося зниження електрогенного транспорту іонів та 

пригнічення карбахолін-стимульованої секреції іонів хлору через епітелій 

товстої кишки.  

5. Тверді наночастинки, отримані від згорання деревини тополі та медичних 

масок, виявили інгібувальну дію на ріст та життєздатність різних штамів 

бактерій, проявляючи як бактеріостатичний, так і бактерицидний вплив на 

транзиторних та облігатних представників мікробіоти кишечника. Але їх вплив 
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різниться залежно від походження та концентрації. Тверді наночастинки здатні 

посилювати агресивний потенціал умовно-патогенних Escherichia coli та 

Staphylococcus aureus, сприяючи утворенню біоплівки та розвитку 

резистентності до антибіотиків, а крім того, пригнічувати ріст та розвиток 

Lactobacillus plantarum, який є одним з ключових представників нормобіоти 

кишечника. Також виявлено, що тверді наночастинки можуть змінювати 

ферментативну спрямованість бактерій, викликаючи зміни у їх метаболізмі, 

зокрема перехід від цукролітичного до протеолітичного типу штамом Escherichia 

coli В-906 та інгібування вироблення молочної кислоти штамом Lactobacillus 

plantarum 691. 
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Перелік опублікованих праць та відомості про апробацію досліджень 
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1. Paliienko, K., Korbush, M., Krisanova, N., Pozdnyakova, N., Borysov, A., 
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Garmanchuk, L., Dovbynchuk, T., Tolstanova, G., & Borisova, T. (2022). Similar in 

vitro response of rat brain nerve terminals, colon preparations and COLO 205 cells to 

smoke particulate matter from different types of wood. Neurotoxicology, 93, 244–256. 

– Q2 відповідно до класифікації SCImago Journal and Country Rank. (особистий 

внесок здобувача: інформаційний пошук, експериментальні дослідження, опис 

та статистичне опрацювання результатів, графічна підготовка результатів 

до опублікування). 

2. Korbush М.Iu., Serhiichuk Т.M., Yumyna Y.M., Borisova Т.O., 

Tolstanova G.M. (2023). The effect of particulate matter of natural and anthropogenic 

origin on growth indicators and sensitivity to antibiotics of Escherichia coli B906. 

Microbiological journal, 85(4), P. 34-45. (особистий внесок здобувача: 

інформаційний пошук, експериментальні дослідження, опис та статистичне 

опрацювання результатів, графічна підготовка результатів до опублікування і 

написання першої версії статі). 

3. Korbush, M., Tolstanova, G. (2023). Intestinal barrier integrity under effect of 
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здобувача: інформаційний пошук, експериментальні дослідження, опис та 

статистичне опрацювання результатів, графічна підготовка результатів до 
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