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У сучасній медичній науці чимало уваги приділяють з’ясуванню молекулярних механізмів, що лежать в основі адаптації 
до незвичних за походженням та/або надзвичайних за силою факторів навколишнього середовища.

Мета роботи – визначити особливості групи генів із низьким рівнем експресії, пов’язаних із гіпоксією, у підшлунковій 
залозі щурів лінії Вістар за умов впливу переривчастої гіпоксії.

Матеріали і методи. Дослідження здійснили на 10 білих статевозрілих щурах лінії Вістар, яких поділили на 2 групи (по 
5 тварин у кожній). Тварини 1 групи – контрольні (інтактні). Щурам 2 групи проводили гіпоксичні тренування протягом 
15 днів по 6 годин щоденно: на 1–5 день в умовах барокамери імітували підйом на висоту від одного до п’яти кілометрів 
над рівнем моря, а останні 10 днів – 6 км над рівнем моря. 

Для аналізу експресії генів використали метод полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною транскрипцією в режимі 
реального часу (ПЛР) CFX-96 Touch™ (Bio-Rad, США) та набір RT2 Profiler™ PCR Array Rat Hypoxia Signaling Pathway 
(QIAGEN, Німеччина), де об’єктом дослідження в експериментальних тварин були 84 гени.

Результати. У результаті ПЛР-дослідження генів у зразках підшлункової залози інтактних тварин і щурів, які зазнали 
впливу гіпоксичних тренувань, встановлено: серед 84 генів, пов’язаних із гіпоксією, виявлено групу з 5 генів із низьким 
рівнем експресії (∆∆Cт < 30). До цього патерну належать гени Bhlhe40, Ctsa, Hif1a, Lox та Slc16a3, експресія яких 
статистично знижена. Так, порівняно з рівнем експресії в інтактних тварин, експресія Bhlhe40 зменшилася в 2,59 раза, 
Ctsa – в 6,02 раза, Hif1a – в 3,85 раза, Lox – в 3,01 раза, Slc16a3 – в 2,40 раза.

Висновки. Переривчаста гіпоксія знижує експресію гена Bhlhe40 в 2,59 раза; це можна визначити як елемент адаптації 
клітин до низького рівня кисню та модуляцію генетичних програм. Зменшення експресії генів Ctsa в 6,02 раза, Hif1a 
в 3,85 раза та Lox в 3,01 раза при переривчастій гіпоксії свідчить, що ці ефекти можна використовувати як саногенні 
фактори при інсулінорезистентності та цукровому діабеті 2 типу. Зменшений в 2,40 раза рівень експресії Slc16a3, 
імовірно, є елементом метаболічної адаптації та адаптації метаболічного шляху клітин до умов гіпоксії.

Characteristic of a group of genes with low level of expression  
in the pancreas of rats under conditions of multi-day intermittent hypoxia influence
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In modern medical science great attention is paid to the clarification of the molecular mechanisms, which are the basis of 
adaptation to environmental factors of unusual origin and/or extraordinary strength.

The aim of the study is to determine the features of a group of genes with low expression level, associated with hypoxia in 
the pancreas of Wistar rats under conditions of intermittent hypoxia.

Materials and methods. The study was conducted on 10 white, sexually mature Wistar rats, which were divided into 2 groups 
(5 animals in each). Animals of group 1 were part of the control (intact) group. The animals of the 2nd group were subjected to 
hypoxic training according to the following scheme: for 15 days, 6 hours daily, namely on days 1–5 they simulated an ascent 
to a height of one to five kilometers above sea level under the conditions of a barometer, and the last 10 days 6 km above 
the sea level. 

To analyze gene expression, we used the polymerase chain reaction method with real-time reverse transcription (PCR) CFX-
96 Touch™ (Bio-Rad, USA) and the RT2 Profiler™ PCR Array Rat Hypoxia Signaling Pathway kit (QIAGEN, Germany), where 
84 genes were the subject of research in experimental animals.

Results. According to the results of the PCR study of genes in the pancreas samples of intact animals and animals exposed 
to hypoxic training, it was established that out of 84 genes associated with hypoxia, a group of 5 genes with a low expression 
level (∆∆Ct < 30) was found. This pattern includes Bhlhe40 genes, Ctsa, Hif1a, Lox, and Slc16a3, the expression of which is 
statistically reduced. Thus, compared to the level of their expression in intact animals, the expression of Bhlhe40 decreased 
by 2.59 times, Ctsa by 6.02 times, Hif1a by 3.85 times, Lox by 3.01 times, and Slc16a3 by 2.40 times.

Conclusions. Intermittent hypoxia reduces the expression of the Bhlhe40 gene by 2.59 times, which can be considered 
as an element of adaptation of cells to a low level of oxygen and modulation of genetic programs. The decrease in Ctsa 
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gene expression by 6.02, Hif1a by 3.85, and Lox by 3.01 times during intermittent hypoxia demonstrates, that these effects 
can be used as sanogenic factors in insulin resistance and type 2 diabetes. The 2.40-fold decreased expression level 
of Slc16a3 is probably an element of metabolic adaptation and adaptation of the metabolic pathway of cells to hypoxia  
conditions.

У сучасній медичній науці чимало уваги приділяють 
з’ясуванню молекулярних механізмів, що лежать в 
основі адаптації до незвичних за походженням та/
або надзвичайних за силою факторів навколишнього 
середовища.

Одним з універсальних факторів, що впливає на 
життєдіяльність будь-якої клітини, є гіпоксія. Зазначимо, 
що це стосується не тільки ключових органів і систем, 
відповідальних за кисневе забезпечення, але й, напри-
клад, ендокринних бета-клітин підшлункової залози [1]. 
Наші попередні дослідження дають змогу зрозуміти, які 
зміни відбуваються в патерні генів, що діють у межах 
сигнального шляху розвитку гіпоксії, та як зміна їх екс-
пресії може впливати на функцію підшлункової залози 
під час дії переривчастої гіпоксії [2].

Ця стаття присвячена дослідженню групи генів, які 
за умов багатоденного впливу переривчастої гіпоксії 
відповідають низьким рівнем експресії в клітинах 
підшлункової залози щурів. Шляхом аналізу функці-
ональної можливості цих генів вивчено нові аспекти 
процесу адаптації підшлункової залози до дозованих 
гіпоксичних навантажень. Це сприятиме розробленню 
нових методів лікування та профілактики захворювань, 
пов’язаних із цим органом.

Мета роботи
Визначити особливості групи генів із низьким рівнем 
експресії, пов’язаних із гіпоксією, у підшлунковій за-
лозі щурів лінії Вістар за умов впливу переривчастої 
гіпоксії.

Матеріали і методи дослідження
Дослідження здійснили на 10 білих статевозрілих 
щурах лінії Вістар, яких поділили на 2 групи (по 5 тва-
рин у кожній). Тварини 1 групи – контрольні (інтактні). 
Щурам 2 групи проводили гіпоксичні тренування 
протягом 15 днів по 6 годин щоденно: на 1–5 день в 
умовах барокамери імітували підйом на висоту від 
одного до п’яти кілометрів над рівнем моря, а останні 
10 днів – 6 км над рівнем моря.

Після декапітації експериментальних тварин під 
тіо пенталовим наркозом (50 мг/кг) забирали підшлун-
кову залозу. Зразки фіксували в розчині Буена (20 го-
дин) і після стандартної гістологічної обробки заливали 
в парапласт (MkCormick, США).

Для аналізу експресії генів використали метод по-
лімеразної ланцюгової реакції зі зворотною транскрип-
цією в режимі реального часу (ПЛР) CFX-96 Touch™ 
(Bio-Rad, США) та набір RT2 Profiler™ PCR Array Rat 
Hypoxia Signaling Pathway (QIAGEN, Німеччина), де 
об’єктом дослідження у експериментальних тварин 
були 84 гени (5 із них визначені як гени з низьким 
рівнем експресії порівняно з інтактною групою тварин 
∆∆Cт < 30), що беруть участь у сигнальному шляху дії 
гіпоксії та визначені в підшлунковій залозі.

Статистичний аналіз даних ПЛР-дослідження ви-
конали за допомогою програмного забезпечення PCR 
GeneGlobe (QIAGEN, Німеччина) з використанням 
∆∆Cт методу [3].

Результати
У результаті ПЛР-дослідження генів у зразках підшлун-
кової залози інтактних тварин і щурів, які зазнали 
впливу гіпоксичних тренувань, встановлено: серед 
84 генів, пов’язаних із гіпоксією, виявлено групу з 
5 генів із низьким рівнем експресії (∆∆Cт < 30). До 
цього патерну належать гени Bhlhe40, Ctsa, Hif1a, 
Lox та Slc16a3, експресія яких статистично знижена. 
Так, порівняно з рівнем експресії в інтактних тварин, 
експресія Bhlhe40 зменшилася в 2,59 раза, Ctsa – в 
6,02 раза, Hif1a – в 3,85 раза, Lox – в 3,01 раза, 
Slc16a3 – в 2,40 раза.

Обговорення
Детального опису потребує кожен із п’яти наведе-
них генів для можливого пояснення та розуміння 
молекулярних механізмів, що визначені у результаті 
попередніх досліджень [4,5,6].

Відомо, що ген Bhlhe40 кодує білок, який відіграє 
ключову роль у регулюванні метаболізму, вуглеводного 
та жирового обмінів. Bhlhe40 відомий своєю участю у 
контролі експресії низки генів, пов’язаних із метаболіз-
мом, зокрема генів, що кодують гормони, рецептори 
та фактори транскрипції. Він також задіяний у регу-
ляції таких процесів, як голод, енергетичний баланс і 
відповідь на стрес [7]. У дослідженнях інших авторів 
показано, що підвищення експресії гена Bhlhe40 може 
призводити до різних порушень метаболізму, як-от 
цукровий діабет та ожиріння, через його вплив на гор-
мональну систему та регуляцію енергетичного обміну 
в організмі. Доведено, що цей ген впливає на рівень 
інсуліну та глюкози в крові, що є ключовими аспектами 
виникнення цукрового діабету. В окремих досліджен-
нях встановлено, що експресія гена Bhlhe40 може 
змінюватися при цукровому діабеті. Так, виявлено 
підвищення рівня експресії цього гена у хворих на 
цукровий діабет [8].

Показано, що ген Bhlhe40 бере участь у моле-
кулярних механізмах відповіді організму на гіпоксію 
через модуляцію генетичних програм, які регулюють 
різні аспекти клітинного метаболізму та виживання 
[9,10], забезпечуючи адаптацію клітин до низьких 
рівнів кисню. Встановлено, що підвищення експресії 
гена Bhlhe40 при гіпоксії може відбуватися завдяки 
взаємодії з гіпоксія-індукованим фактором (HIF) або 
з іншими транскрипційними чинниками [9]. Однак 
виявлене зниження експресії Bhlhe40 у підшлунковій 
залозі при багатоденному впливі переривчастої гіпоксії 
може відбивати специфіку адаптації цього органа до 
гіпоксії та спрямоване на оптимізацію внутрішньо-
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клітинних процесів виживання в умовах кисневого 
голодування. Саме тому ген Bhlhe40 привертає увагу 
дослідників як потенційна мішень для терапії різних 
патологій, пов’язаних із гіпоксією: ішемічної хвороби 
серця, гіпоксичних уражень мозку та інші захворювань, 
в розвитку яких важливу роль відіграє гіпоксія.

Ген Ctsa кодує катепсин А, один із класу протеаз, 
що мають важливе значення для розщеплення біл-
ків у клітинах. Катепсин А локалізується передусім 
у лізосомах, де він бере участь у регуляції різних 
клітинних процесів, зокрема руйнуванні внутрішньо-
клітинних білків і рециклінгу компонентів клітини [11]. 
Встановлено, що під час гіпоксичного стану експресія 
гена Ctsa може бути модульована. Це призводить до 
змін у клітинних механізмах, які виникають відповідно 
до зниження рівня кисню [12]. Отже, переривчаста 
гіпоксія, як і стала гіпоксія, може впливати на експресію 
гена Ctsa. Втім під час нашого дослідження виявили, 
що реакція на переривчасту гіпоксію відрізняється від 
реакції на постійну гіпоксію. Імовірно, так відбувається 
внаслідок того, що організм сприймає та відповідає на 
ці два типи стресу по-різному. Припускаємо, що пере-
ривчаста гіпоксія може мати різні ефекти на експресію 
генів порівняно з постійною гіпоксією. Наприклад, 
переривчаста гіпоксія може стимулювати адаптивні 
механізми, що сприяють регуляції експресії генів, 
включаючи ген Ctsa.

У дослідженнях інших авторів показано, що гі-
поксія може впливати на активність лізосомальних 
протеаз, як-от катепсинів. Оскільки ген Ctsa кодує 
катепсин А, його експресія або активність може бути 
регульована в умовах гіпоксії (наприклад, при онко-
логічних захворюваннях) та сприяти забезпеченню 
клітинного виживання та адаптації до таких умов [13]. 
Доведено також, що ген Ctsa може бути пов’язаний 
із метаболічними захворюваннями. Наприклад, в 
окремих публікаціях показано зв’язок між дефектами 
гена Ctsa та розвитком різних форм цукрового діабету 
[14]. Дослідження на тваринах та клітинах людини 
показали, що катепсин А бере участь у регулюванні 
метаболізму глюкози та інсулінорезистентності. Зокре-
ма, виявлено, що високий рівень катепсину А може 
сприяти зменшенню інсулінової чутливості клітин, а 
отже впливати на виникнення інсулінорезистентно-
сті, яка є ключовим фактором у розвитку цукрового 
діабету 2 типу [14].

Крім того, за даними досліджень, виявлено зв’яз-
ки між геном Ctsa та метаболічними ускладненнями 
цукрового діабету – діабетичною нефропатією та ре-
тинопатією. Підвищення рівня катепсину А впливає на 
розвиток і прогресування цих ускладнень [15].

Відомо, що ген Hif1a кодує білок HIF-1α, який є 
частиною комплексу гіпоксія-індукованого фактора 1 
(HIF-1) та відіграє ключову роль у регуляції клітинної 
відповіді на гіпоксію. Під впливом гіпоксії рівень кисню 
в клітинах спадає, що призводить до стабілізації білка 
HIF-1α та активації комплексу HIF-1, оскільки в умовах 
гіпоксії не відбувається його розкладання. Стабільний 
HIF-1α утворює комплекс з іншими білками, утворю-
ючи активний HIF-1. Цей комплекс проникає в ядро 
клітини, де впливає на експресію різних генів, що 
регулюють клітинну відповідь на гіпоксію. Активований 

HIF-1 комплекс регулює експресію широкого спектра 
генів, які відповідають за адаптацію клітин до гіпоксії, 
включаючи гени, що кодують фактори росту, гліколіз, 
ангіогенез, апоптоз та інші клітинні процеси [16]. Крім 
того, ген Hif1a відіграє важливу роль у регуляції мета-
болізму, а також у патогенезі багатьох захворювань, 
як-от рак, серцево-судинні захворювання, ішемічна 
хвороба, цукровий діабет, захворювання нервової 
системи.

Зменшення рівня експресії гена Hif1a, що можна 
визначити як зниження активності HIF-1α, може мати 
певні корисні ефекти для організму в різних контек-
стах. Так, при запаленні зменшення експресії Hif1a 
може сприяти зменшенню вироблення запальних 
цитокінів і зменшенню активації запальних шляхів. Цей 
ефект можна використати під час лікування захворю-
вань, пов’язаних із запаленням: міокардиту, артриту, 
хронічних захворювань легень тощо [17].

Стимуляцію синтезу білка HIF-1α часто визнача-
ють у ракових клітинах; він зумовлює їх виживання 
та прогресування. Тому зменшення експресії Hif1a 
може сприяти зниженню можливості розвитку ракових 
пухлин або затримці їх росту [18].

Високий рівень білка HIF-1α може спричиняти 
розвиток інсулінорезистентності, що є основним 
фактором виникнення цукрового діабету 2 типу. Змен-
шення активності гена Hif1a поліпшує чутливість клітин 
до інсуліну і зменшує ризик розвитку діабету [19,20].

Хоча білок HIF-1α відіграє важливу роль у клітинній 
адаптації до гіпоксії, надмірна або тривала активація 
гена Hif1a може мати й негативні наслідки, а зниження 
його експресії може сприяти підтриманню нормальної 
клітинної функції за умов низького рівня кисню без 
надмірного напруження механізмів адаптації [21].

Ген Lox та його продукт лізилоксидаза (LOX) віді-
грають важливу роль у клітинній відповіді на гіпоксичні 
стани. В окремих дослідженнях показано, що гіпоксія 
може впливати на експресію гена Lox та активність 
ферменту LOX. Наслідками цього можуть бути зміни в 
процесах ангіогенезу, регулюванні запальних процесів 
та імунної відповіді, перебігу і розвитку таких патологій, 
як фіброз, рак і кардіоваскулярні захворювання [22].

Виявлене зниження експресії гена Lox при пере-
ривчастій гіпоксії також можна визначити як захисний 
механізм організму. Одна з можливих інтерпретацій 
цього явища полягає в тому, що зниження експресії 
гену Lox може допомагати зберегти енергію та ре-
сурси клітини в умовах недостатності кисню. Умови 
гіпоксії часто спричиняють стрес для клітин, оскільки 
кисень використовується для вироблення енергії в 
процесі окиснення. Зниження експресії гена Lox може 
бути спрямованим на раціоналізацію використання 
енергії клітини, оскільки синтез білка може потребу-
вати значних ресурсів. Зниження експресії Lox може 
допомогти зменшити цей витратний процес і забезпе-
чити клітинне заощадження енергії для важливіших 
функцій – виживання й адаптації до гіпоксії. Оскільки 
лізилоксидаза відіграє важливу роль у структурі екс-
трацелюлярної матриці, її зниження може допомогти 
зменшити вироблення вільних радикалів і запобігти 
окиснювальному стресу, що може бути особливо 
інтенсивним в умовах гіпоксії.

Оригінальні дослідження
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Зниження рівня експресії гена Lox може мати і 
корисні наслідки, зокрема в контексті патологічних 
станів, коли перебіг захворювання асоційований зі 
збільшеною експресією цього гена. Деякі позитивні 
ефекти зниження експресії гена Lox пов’язані з по-
кращенням метаболізму молекулярної структури та 
функції екстрацелюлярної матриці. Це, своєю чергою, 
впливає на метаболізм білків сполучної тканини. 
Зменшення експресії гена Lox сприяє покращенню 
метаболізму цих молекул і загалом тканин внаслідок 
зменшення фіброзу, а підвищення рівня експресії гена 
Lox призводить до формування зайвих хрящоподібних 
матриць і фіброзу в різних тканинах [23].

Відомо, що зниження експресії гена Lox зменшує 
ризик розвитку інсулінорезистентності та наступного 
розвитку цукрового діабету 2 типу [24]. LOX впливає 
на запалення через взаємодію з екстрацелюлярною 
матрицею та клітинами імунної системи. Зниження 
експресії гена Lox може сприяти зменшенню запален-
ня та його негативних наслідків, а як відомо, цукровий 
діабет часто супроводжується запаленням та оксида-
тивним стресом [25].

Ген Slc16a3 кодує білок, відомий як монокарбокси-
латний транспортер 4 (MCT4). Функції цього гена спри-
яють транспорту лактату через клітинні мембрани, що 
особливо важливо для тканин, які виробляють багато 
лактату (наприклад, м’язи під час інтенсивної фізичної 
активності). MCT4 бере участь у регуляції метаболізму 
глюкози, транспорті пірувату через клітинні мембрани 
внаслідок гліколізу, що допомагає регулювати мета-
болізм глюкози і виробництво енергії в клітинах [26].

Зниження експресії гена Slc16a3 при переривчас-
тій гіпоксії можна визначити як елемент метаболічної 
адаптації та адаптації метаболічного шляху. Затримка 
транспорту лактату допомагає клітинам використо-
вувати його як додаткове джерело енергії, оскільки 
лактат окислюється у мітохондріях навіть в умовах 
низького рівня кисню. Крім того, зниження експресії 
гена Slc16a3 може призводити до змін у метаболічних 
шляхах, що регулюють обробку лактату й інших кар-
боксилатів у клітинах. Ці зміни є частиною загальної 
адаптації клітин до умов гіпоксії [27].

Отже, припускаємо, що виявлене пригнічення 
експресії окремих генів у клітинах підшлункової залози 
внаслідок гіпоксії може сприяти оптимальній адаптації 
цих клітин до нестачі кисню, зменшенню метаболічного 
стресу клітин, пов’язаного з накопиченням лактату, 
та підтримці внутрішньоклітинного енергетичного 
балансу.

Висновки
1. Переривчаста гіпоксія знижує експресію гена 

Bhlhe40 в 2,59 раза; це можна визначити як елемент 
адаптації клітин до низького рівня кисню та модуля-
цію генетичних програм, які регулюють різні аспекти 
клітинного метаболізму та виживання.

2. Зменшення експресії генів Ctsa в 6,02 раза, 
Hif1a в 3,85 раза та Lox в 3,01 раза при переривчастій 
гіпоксії свідчить, що ці ефекти можна використовувати 
як саногенні фактори при інсулінорезистентності та 
цукровому діабеті 2 типу.

3. Зменшений в 2,40 раза рівень експресії 
Slc16a3, імовірно, є елементом метаболічної адапта-
ції та адаптації метаболічного шляху клітин до умов 
гіпоксії.
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