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Досліджено вплив носія VEP-GMA-graft-PEG у концентраціях 10-6÷10-18 М на Nа+, K+–АТФ-азну 
активність зародків в’юна у період раннього ембріогенезу. Провівши апроксимацію змін 
активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу VEP-GMA-graft-PEG на стадії 10 поділу бластомерів за 
концентрації 1,5 (R2 = 0,75) та 3 (R2 = 0,94) мМ АТФ, встановлено нелінійну залежність кінетики 
цього ферменту, що свідчить про змішаний тип інгібування. Згідно проведеного однофакторного 
дисперсійного аналізу встановлено, що зміни активності Nа+, K+-АТФ-ази зародків зумовлені 
наявністю в середовищі досліджуваного полімерного носія. Двофакторний дисперсійний аналіз не 
виявив суттєвих достовірних змін впливу VEP-GMA-graft-PEG на активність мембранозв’язаного 
ферменту, однак за наявності БАР у концентрації 10-8–10-6 М  достовірність результатів складає: 
р>0,95 та р>0,99. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: поліетиленглікольвмісний носій, активність Nа+, K+–АТФ-ази, тип 
інгібування, зародки в’юна, ембріогенез. 
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Произведено исследование влияния носителя VEP-GMA-graft-PEG в концентрациях 10-6÷10-18 М 
на Nа+, K+–АТФ-азную активность зародышей вьюна в период раннего эмбриогенеза. Проведя 
аппроксимацию изменений активности Na+, K+–АТФ-азы под влиянием VEP-GMA-graft-PEG на 
стадии 10 деления бластомеров за концентрации 1,5 (R2 = 0,75) и 3 (R2 = 0,94) мМ АТФ, 
установлено нелинейную зависимость кинетики этого фермента, который свидетельствует о 
смeшанном типе ингибирования. Согласно проведенного однофакторного дисперсионного анализа 
установлено, что изменения активности Nа+, K+–АТФ-азы зародышей предопределены наличием в 
среде исследуемого полимерного носителя. Двофакторный дисперсионный анализ не обнаружил 
существенных достоверных изменений влияния VЕР-GMA-graft-PEG на активность 
мембраносвязанного фермента, однако при наличии БАР в концентрации 10-8÷10-6 М 
достоверность результатов составляет: р>0,95 и р>0,99. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: полиетиленгликольсодержимый носитель, активность Nа+, K+–АТФ-азы, 
тип ингибирования, зародыши вьюна, эмбриогенез. 
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The evaluation of influence of VEP-GMA-graft-PEG carrier in concentrations of  10-6÷10-18 М on the 
Na+, K+–АТP-ase activity in the early period of development (60 – 330 min) of loach embryos has been 
performed. Investigation of loach embryos morphology under the influence of BAS during early 
embryogenesis, revealed no significant differences in their growth compared with controls. After 
approximation of the change of Na+, K+-ATPase activity by VEP-GMA-graft-PEG exposure on the stage 
of 10th division of blastomeres in concentrations of 1,5 (R2 = 0,75) and 3 (R2 = 0,94) mM ATP, nonlinear 
dependence of enzyme kinetics has been established, indicating a mixed type of inhibition. According to 
the performed univariate analysis of variance it has been found that changes in the Na, K-ATPase activity 
of embryos were caused by the presence of polymeric carrier in the medium. Two-factor analysis of 
variance revealed no significant effect of changes of VEP-GMA-graft-PEG influence on the membrane 
enzyme activity, however under the presence of BAS in concentrations of 10-8÷10-6 M, reliability of the 
results is the following: p> 0.95 and p>0,99. 
KEY WORDS: surface-active pegylated polymer, Na+, K+-АТP-ase activity, loach embryos, type of 
inhibition, embryogenesis. 

 
Полімери на основі поліетиленгліколю (ПЕГ) належать до групи синтетичних 

водорозчинних полімерів зі структурою (–CH2CH2O–)n. Це речовини, які диспергують, 
розчинні, або набухають у воді, і, таким чином, змінюють (модифікують) фізичні 
властивості водних систем шляхом гелеутворення, потовщення або 
емульгування/стабілізації [26]. Загалом, низький ступінь полідисперсності (НСП) є 
основною передумовою фармацевтичного застосування полімерів. Значення НСП 
нижче 1,1 робить полімер більш гомогенним, а це забезпечує надійне перебування в 
біооб’єкті впродовж певного часу [26]. 

Відомо [23], що біологічна толерантність, здатність іммобілізувати та звільняти 
певні лікарські сполуки в органі-мішені [18], утворювати стабільні дисперсні системи 
для цільової доставки ліків, особливо високого ступеня гідрофобності, можливість 
долати в організмі природні захисні бар’єри (наприклад, гемоенцефалічний), набуту 
резистентність до ліків, є основними вимогами до полімерних носіїв для лікарських 
препаратів. 

Враховуючи гідрофільні властивості та низьку внутрішню токсичність ПЕГ зручно 
застосовувати в біологічних системах. Висока гідрофільна природа ПЕГ посилює 
розчинність гідрофобних лікарських речовин або різного типу носіїв при їх кон’югації. 
Це посилює фізичну і хімічну стабільність лікарських речовин і запобігає агрегації 
ліків in vivo, а під час зберігання, як результат стеричних перешкод, “маскування” 
зарядів, що здійснюється шляхом формування конформаційної хмари [21]. 

Наявність у структурі полімерних носіїв функціональних груп, здатних до іонізації, 
та/або фрагментів ПЕГ, здатних взаємодіяти з клітинною мембраною та "маскувати" 
речовину від імунної системи, робить їх цікавими потенційними кандидатами для 
систем контрольованої доставки ліків. Введення в структуру полімерних носіїв 
фрагментів ПЕГ переважно досягається або шляхом кополімеризації з ПЕГ-вмісними 
мономерами малеїнатного, або акрилатого типів або шляхом реакції ПЕГ з реакційно 
здатними ангідридними, ізоціанатними, епоксидними та іншими групами полімерів 
[14]. 

Вважають, що в основі механізму дії поверхнево-активних речовин на живі 
організми є порушення функціонального стану плазматичних мембран (ПМ), обмінних 
процесів, водно-сольового балансу клітини, опосередкована взаємодія з мембранними 
ферментами і рецепторами [4, 5, 13]. Тому з біофізичної точки зору, дослідження дії 
полімерів на основі ПЕГ на активність мембранних ферментів зародкових клітин, 
плазматичні мембрани яких є важливим центром морфогенетичних перебудов у 
ранньому ембріогенезі та найпершою ланкою у сприйнятті різноманітних зовнішніх 
сигналів [1, 3] є актуальним. 

Оскільки зародки в’юна (Misgurnus fossilis L.) у період раннього ембріогенезу є 
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адекватною тест-системою для дослідження впливу різних фармакологічних [16] та 
хімічних чинників на живі організми, і завдяки короткому періоду ембріогенезу, 
плазматичні мембрани зародків в’юна є зручним об’єктом для досліджень Nа+, K+–
АТФ-ази. Метою роботи було дослідити вплив носія VEP-GMA-graft-PEG на Nа+, K+–
АТФ-азну активність (тест-система) зародків в’юна у період раннього ембріогенезу. 

 
МАТЕРІАЛИ Й МЕТОДИ 

Дослідження проведені на зародках в’юна (Misgurnus fossilis L.) у період від 
запліднення до стадії 10 дроблення бластомерів (2, 16, 64 бластомерів, 8 (256 
бластомерів) та 10 поділів бластомерів (1024 бластомери)). Овуляцію стимулювали 
внутрішньом’язовим введенням самкам хоріогонічного гонадотропіну (500 од.). Ікру 
одержували через 36 год після стимуляції та запліднювали в чашках Петрі суспензією 
сперміїв за Нейфахом [7, 8]. Сім’яники отримували після декапітації та розтину черевної 
порожнини самців. Через 5-10 хв після запліднення зиготи відмивали та інкубували у 
фізіологічному розчині Гольтфретера при температурі 20-22оС. Стадії розвитку 
контролювали візуально під бінокулярним мікроскопом МБС-9. 

Мікросомну фракцію мембран зародків в’юна одержували методом 
диференційного центрифугування у градієнті густини сахарози, за методикою 
описаною Луциком М.Д. та ін. [6]. Зародки попередньо гомогенізували у буферному 
розчині наступного складу (ммоль/л): сахароза – 120,0; KCl – 130,0; MgCl2 – 5,0; тріс-
HCl – 10,0 (рН 7,4; 4оС). Рештки зародкового жовтка осаджували центрифугуванням 
упродовж 10 хв при 1 600 g. Надосадову рідину, збагачену фрагментами плазматичної 
та ретикулярної мембран, одержану після центрифугування 10 хв при 10 000 g, 
зберігали при температурі t=-20оС [6]. 

Перед початком експерименту аліквоту суспензії мембранного препарату (10 мкл) 
переносили в стандартне середовище інкубації, яке містило (ммоль/л): NaCl – 125,0; KCl 
– 30,0; MgCl2 – 3,0; CaCl2 – 0,01; АТР-Na2 – 3; тріс-HCl – 50,0 (рН 7,4; 21оС). Для 
визначення Na+, K+-АТФ-азної активності до середовища інкубації додавали 1 ммоль/л 
уабаїну. В інкубаційне середовище, в якому визначали активність Na+, K+-ATФ-ази, 
додавали розчини полімеру до кінцевої концентрації 10-6÷10-18 М. 

Дослідження проводили з новосинтезованим на кафедрі органічної хімії 
Національного університету „Львівська політехніка” ПЕГ-вмісним олігомерним носієм 
(ВЕП-ГМА (5:95) – graft-ПЕГ). Це кополімер ненасиченого пероксиду 2-трет-
бутилперокси-2-метил-5-гексен-3-ін (ВЕП) і гліцидил метакрилату (ГМА), 
модифікований монозаміщеним поліетиленгліколем (м-ПЕГ), хімічну структуру якого 
зображено на рис. 1. 

 
Рис. 1. Хімічна структура полі (VEP-GMA)-graft-mPEG. 

 
Питому активність Na+, K+-АТФ-азної системи досліджуваних клітин оцінювали за 



 
Вплив новосинтезованого поліетиленгліколевмісного носія на … 

 

45

різницею між кількістю Рі, що утворився в середовищі інкубації за наявності та 
відсутності фрагментів мембран; поправку на вміст ендогенного Рі визначали при 
додаванні аліквоти тільки мембранного препарату зародків на відповідній стадії розвитку 
й виражали активність досліджуваної АТФ-ази зародків у мкмолях Рі  у перерахунку за 
год на 1 мг білка. Кількість продукту реакції Рі визначали за модифікованим методом 
Фіске-Суббароу [20], а вміст білка в суспензії мембранного препарату – за методом Лоурі 
[22]. Для встановлення ймовірного типу дії досліджуваного полімеру проводили аналіз 
Діксона та визначали тип інгібування у класичних координатах (1/v, [І]). 

У дослідженнях використовували реактиви вітчизняного виробництва кваліфікації 
х.ч., а також EGTA, NaN3 («Merk», Німеччина), уабаїн («Fluka», Швейцарія), АТP 
(«Acros», Бельгія), Tris, тапсигаргін («Sigma», США). Вірогідність різниці одержаних 
показників з контролем визначали за t-критерієм Стьюдента. 

 
РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ 

Як відомо ПЕГ широко викориcтовують в різних галузях промисловості, а також у 
практичній та експериментальній медицині як протектор та пролонгатор лікарських 
препаратів [24, 25], при низькотемпературному консервуванні крові, ембріонів 
плацентарних тканин та інших біологічних об’єктів.  

Встановлені експериментально різноспрямовані зміни рецепторного апарату та системи 
медіаторної регуляції внутрішньоклітинного метаболізму щурів, що отримували суміш 
органічних полімерів (у тому числі й ПЕГ) у підгострому експерименті, підтверджують 
здатність даних сумішей знижувати адаптаційні можливості шляхом суттєвого 
деструктивного впливу на регуляторний апарат клітинної мембрани [15]. У присутності 
поліетиленгліколя-1500 (15%) і сахарози (15%) виявлено інгібування транспорту іонів 
Н+ і SO4

2- в еритроцитах [15].  
Вважають, що сильно гідратована полімерна «шуба» утруднює адсорбцію антитіл 

та інших захисних білків на поверхні ліпосом із сильно гідрофільною поверхнею за 
рахунок ковалентно зв’язаного синтетичного ПЕГ (у кількості не більше 10%), у 
результаті чого макрофаги не сприймають їх як чужорідні частинки, що підлягають 
видаленню [2, 9]. Тому з біофізичної точки зору, актуальним є вивчення структурно-
метаболічних порушень при тривалому впливі цієї групи речовин на організм [10-12]. 

У результаті проведених досліджень встановлено, що дія досліджуваного 
поліетиленглікольвмісного полімеру (10-610-18М) упродовж раннього ембріогенезу 
веде до виражених змін активності Na+, К+-АТФ-ази зародків у порівнянні з контролем.  

Значення Na+, K+–АТФ-азної активності зародків на стадії 2 бластомерів за впливу 
носія у діапазоні низьких концентрацій 10-15÷10-18М знаходяться у межах контрольних 
значень [16]. Тоді як за високих концентрацій полімеру у середовищі інкубації (10-8÷ 
10-14М) виявлено достовірне зростання активності Na+, K+–АТФ-ази від 21,85 до 36,68 
% у порівнянні з контролем. Максимальне значення досліджуваної АТФ-ази зародків 
встановлено за дії полімеру в діапазоні концентрацій 10-10÷10-13М, яке становить в 
середньому 15,87 ± 0,22 мкмоль Рі/год на 1 мг білка (n=9). За високих концентрацій 
полімеру у середовищі інкубації виявлено недостовірне зниження активності 
оуабаїнчутливої АТФ-ази плазматичних мембран зародків (рис. 2). 
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Рис. 2. Зміна активності Na

+
, K

+
–АТФ-ази зародків in vitro за умов впливу VEP-GMA-graft-PEG 

на стадії розвитку 2 бластомерів у порівнянні з контролем (К) (n=9).  
Примітка: тут і надалі *– р < 0,05; **– р < 0,01;*** – р < 0,001 - достовірні відмінності 
досліджуваного показника у порівнянні з контролем. 

 
На стадії 16 бластомерів за концентрацій 10-18÷10-15М, відбувається зростання 

активності досліджуваного мембранного ферменту в середньому на 23÷27% відносно 
контролю.  

 
Рис. 3. Зміна активності Nа+, K+–АТФ-ази зародків in vitro за умов впливу VEP-GMA-graft-PEG 
на стадії розвитку 16 бластомерів. 
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Рис. 4. Зміна активності Nа+, K+–АТФ-ази зародків in vitro за умов впливу VEP-GMA-graft-PEG 
на стадії розвитку 64 бластомерів. 

 
Зміни активності АТФ-гідролази є достовірними, а максимум значення активності 

Na+, K+–АТФ-ази спостерігаємо за концентрації БАР 10-17М (активність становить 
відповідно 17,6±0,13 мкмоль Рі/год на 1 мг білка (n=9)). 

Також було встановлено, що дія досліджуваної речовини у концентраціях 10-14÷ 
10-8М веде до недостовірних дозозалежних змін активності мембранопозв’язаного 
ферменту зародків. За додавання високих концентрацій БАР (10-7÷10-6 М) у середовище 
інкубації  виявлено достовірне зниження активності АТФ-ази на 50÷59 % (рис. 3).  

 

 
Рис. 5. Зміна активності Na

+
, K

+
–АТФ-ази зародків in vitro за умов впливу VEP-GMA-graft-PEG 

на стадії 8 поділу бластомерів розвитку зародків. 
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На стадіях 64 бластомерів, 8 та 10 поділу за дії ПЕГ-вмісного олігомерного носія 
простежується загальна подібна тенденція до достовірного зниження активності Na+, 
K+–АТФ-ази зародків (рис. 4-6). На стадії 64 бластомерів спостерігаємо достовірний 
інгібуючий вплив полімеру на активність досліджуваного мембранного ферменту 
зародків. Інгібуюча дія БАР у діапазоні 10-18÷10-10 М є вагомою й значення активності 
Na+, K+–АТФ-ази зародків знаходиться практично на одному рівні, а за високих 
концентрацій полімеру у середовищі інкубації його інгібуючий вплив посилюється 
(рис. 4). Так за наявності в середовищі інкубації 10-6÷10-7 М носія Na+, K+–АТФ-азна 
активність становить лише 35% активності АТФ-ази у контролі, тоді як внесення в 
інкубаційне середовище полімеру у низьких концентраціях (наприклад, 10-18÷10-17 М) 
відновлює частково активність Na+, K+–АТФ-ази до 69% у контролі. 

На стадії 8 поділу розвитку зародків холоднокровних інгібуючий вплив VEP-GMA-
graft-PEG має подібний ефект (рис. 5). Загалом можна сказати, що зі зростанням 
концентрації олігомерного носія у середовищі інкубації, посилюється його інгібуючий 
вплив на функціонування Na+, K+–АТФ-ази. 

Встановлено, що БАР з подібною тенденцією впливає на активність ферменту на 
стадії 10 поділу: при зменшенні концентрації полімеру знижується ферментативна 
активність Na+, K+–помпи та зростає його інгібуючий вплив (рис. 6). 

 
Рис. 6. Зміна активності Na

+
, K

+
–АТФ-ази зародків in vitro за умов впливу VEP-GMA-graft-PEG 

на стадії 10 поділу бластомерів розвитку зародків. 
 

Із літературних джерел відомо, що полімер ПЕГ використовується багатьма 
дослідниками для потенціювання взаємодій макромолекул, і, зокрема, для сприяння 
взаємодій, що кристалізують білки. Були також досліджені механізми, за якими ПЕГ 
викликає агрегацію білків, в основному для використання його у спонуканні 
кристалізації для структурних досліджень. ПЕГ-полімер приймає випадкову спіральну 
конфігурацію у розчині, діючи так, сферу з ефективним радіусом [19]. 

Структурно-функціональні перебудови біологічних мембран за умов впливу ПЕГ 
[11], активація вільнорадикальних процесів [10] та перекисного окиснення ліпідів [17], 
утворення продуктів біотрансформації, які здатні взаємодіяти з білками та нуклеїновими 
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кислотами, є підставою для припущення можливості впливу ПЕГ на біосинтетичні 
процеси в організмі. Виходячи з особливостей фізико-хімічних властивостей ПЕГ 
(наявності гідрофільних і гідрофобних угрупувань відносно невеликої молекулярної маси 
та ін.), можна висунути припущення про мембранотропні ефекти БАР [12]. 

Для з’ясування особливостей впливу VEP-GMA-graft-PEG на активний транспорт 
одновалентних іонів  фракцією мембран зародків досліджено зміни активності Na+, K+–
АТФ-ази за наявності в середовищі інкубації 1,5 мМ АТФ на стадіях 2 бластомерів та 
10 поділу. 

А Б 

Рис. 7. Зміна активності Na
+
, K

+
–АТФ-ази зародків in vitro за умов впливу VEP-GMA-graft-PEG 

на стадії 2 бластомерів (А) та 10 поділу бластомерів розвитку зародків (Б) за різної 
концентрації субстрату (р< 0,001). 

 
У результаті проведених досліджень, встановлено, що за концентрації субстрату 3 

мМ АТФ на стадії 2 бластомерів (рис. 7, А) встановлено достовірне зростання 
активності АТФ-ази за наявності полімеру в середовищі інкубації в діапазоні 
концентрації 10-14÷10-7 М у порівнянні з контролем. Зниження  концентрації субстрату 
ферментативної реакції вдвічі зумовлювало достовірне (р<0,001) зниження активності 
Na+, K+–АТФ-ази, яка становила 48÷77% значень контролю (при 3 мМ АТФ). Ймовірно 
таке зниження пов’язане із повним насиченням активного центру Na+, K+–АТФ-ази за 
присутності субстрату у концентрації 3 мМ, тоді як зменшення субстрату в середовищі 
інкубації вдвічі знижує  роботу ферменту на 50%.  

На відміну від першої години розвитку, на стадії 10 поділу, виявлено достовірне 
інгібування активності Na+, K+–АТФ-ази за обох концентрації АТФ (1,5 та 3 мМ, рис. 
8). Тому для з’ясування особливостей ферментативної кінетики Na+, K+–АТФ-ази за 
впливу VEP-GMA-graft-PEG проведено аналіз Діксона в координатах 1/V та [I]. 

Результати кінетичного аналізу по Діксону представлено на рисунку 8. Провівши 
апроксимацію змін активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу VEP-GMA-graft-PEG на 
стадії 10 поділу бластомерів за концентрації 1,5 (R2 = 0,75) та 3 (R2 = 0,94) мМ АТФ 
встановлено нелінійну залежність кінетики цього ферменту, що свідчить про 
конкурентний тип інгібування (рис. 8). Однак для підтвердження цих даних проведено 
додатковий аналіз інгібування VEP-GMA-graft-PEG роботи Na+, K+–АТФ-ази зародків у 
координатах субстрат/υ від [I], які підтвердили змішаний тип інгібування ферменту. 
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Виходячи із аналізу отриманих залежностей можна зробити висновок про 
змішаний тип інгібування БАР АТФ-азної активності зародків. Змішане інгібування 
ферментативної активності є результатом зв’язування молекули інгібітора не з 
активним центром, а з іншою ділянкою молекули білка-ферменту, що зумовлює 
конформаційні зміни молекул ферменту зародків. 

 

 
Рис. 8. Кінетичний аналіз інгібування ПЕГ-носієм активності Na+, К+-АТФази на стадії 10 
поділу бластомерів у системі  координат Діксона. На осі абсцис наведено величини 
концентрації VEP-GMA-graft-PEG, на осі ординат оберенені величини інгібованої швидкості 
гідролізу АТФ. S1, S2 – концентрація АТФ 1,5 та 3 ммоль. 

 
Оскільки інгібітор не впливає на зв’язування ферменту з субстратом, у результаті 

може утворитися потрійний комплекс АТФ-ази, субстрату та БАР, або комплекс БАР  з 
допоміжними продуктами реакції. Механізм інгібування полягає в тому, що після 
такого зв’язування відбуваються конформаційні зміни в активному центрі, який у 
подальшому не може нормально функціонувати та перетворювати субстрат.  

 
ВИСНОВКИ 

За результатами проведених досліджень Na+, K+-АТФазної активності 
плазматичних мембран зародків в’юна протягом періоду синхронного 
дроблення бластомерів за нормальних умов та при дії поверхнево-активного 
полімерного носія – VEP-GMA-graft-PEG було встановлено, що вплив 
полімерного носія VEP-GMA-graft-PEG (у концентраціях 10-6÷10-18 М) упродовж 
6 годин розвитку зародків призводить до виражених змін активності Na+, К+-
АТФ-ази зародків у порівнянні з контролем на стадіях 64 бластомерів, 8 та 10 
поділів. 

Зниження субстрату ферментативної реакції вдвічі зумовлювало достовірне 
зниження активності Na+, K+–АТФ-ази (від 48 до 77% контролю). 

Провівши апроксимацію змін активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу VEP-
GMA-graft-PEG на стадії 10 поділу бластомерів за концентрації 1,5 (R2 = 0,35) та 
3 (R2 = 0,43) мМ АТФ встановлено нелінійну залежність кінетики цього 
ферменту, що свідчить про змішаний тип інгібування.  
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Зміни активності Nа+, K+-АТФ-ази зародків, згідно проведеного 
однофакторного дисперсійного аналізу, зумовлені наявністю в середовищі 
досліджуваного полімерного носія. Двофакторний дисперсійний аналіз не 
виявив суттєвих достовірних змін впливу VEP-GMA-graft-PEG на активність 
мембранозв’язаного ферменту, однак за наявності БАР у концентрації 10-8÷10-6 
М  достовірність результатів складає р>0,95 та 0,99. 
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