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Відомо, що флуренізид є новосинтезованим препаратом із вираженими про-

тимікробними, імуномодулюючими функціями. Проте невідома його дія на функціо-
нальні властивості клітин, зокрема, зародкових. Метою цього дослідження було вста-
новити наявність сіалових кислот як кінцевих компонентів глікокон’югатів, основної 
макроергічної сполуки – АТФ, оцінити генерацію О2¯ у зародках в’юна (Misgurnus 
fossilis L.) за впливу антибіотика флуренізиду. 

Дослідження проводили на зародках в’юна. Після запліднення зиготи поміща-
ли в чашки Петрі з розчинами флуренізиду в концентраціях 0,01; 0,05; 0,15; 1,0; 5,0; 
15,0 мM, де залишали розвиватися. На етапах розвитку 2 бластомери, 16 бластомерів, 
64 бластомери, 256 бластомерів і 1024 бластомери відбирали проби. Паралельно про-
водили контрольні дослідження, де до зразків не додавали флуренізид. У відібраних 
зразках визначали вміст сіалових кислот, АТФ, супероксидного аніон-радикала.

Нами встановлено, що флуренізид у найнижчій концентрації (0,01 мМ) не зу-
мовлює змін у вмісті супероксидного аніон-радикала впродовж раннього ембріогенезу. 
Антибіотик у максимальній концентрації спричиняє зміни вмісту вільного радикала з 
етапу розвитку 64 бластомери до 1024 бластомери, причому зі стадії 64 бластомери 
відбувається підвищення його кількості, а на етапі розвитку 16 бластомерів – зни-
ження. Ймовірно, флуренізид у концентрації 15,0 мМ є найбільш реакційноздатним. 
Відомо, що флуренізид виявляє антиоксидантні властивості, проте у його структурі 
наявні групи, які мають токсичну дію, котра є найбільш вираженою за впливу висо-
ких концентрацій. Загалом, на етапі розвитку 16 бластомерів відбувається зниження 
кількості О2¯ за впливу досліджуваного антибіотика. В цей час у контролі вміст цього 
вільного радикала зростає, порівняно з іншими етапами розвитку. Флуренізид веде до 
зростання вмісту супероксидного аніон-радикала на етапі розвитку 2, 64 бластомери 
і особливо виражено - за концентрацій від 0,05 до 15,0 мМ на етапах розвитку 256 
і 1024 бластомери. 1024 бластомери є десятим етапом поділу, де відбувається його 
десинхронізація і знижується мітотичний індекс, що відображається на інтенсивності 
утворення супероксидного аніон-радикала.

Антибіотик зумовлює підвищення вмісту сіалових кислот на першому етапі 
дроблення (2 бластомери). На етапі 16 бластомерів флуренізид у низьких концентраці-
ях веде до зниження вмісту сіалових кислот. Проте вже на етапі поділу 64 і 256 бласто-
мерів досліджувана речовина в усіх концентраціях зумовлює переважаюче зниження 
кількості сіалових кислот. На останньому етапі синхронних дроблень (1024 бласто-
мери) флуренізид у максимальній досліджуваній концентрації (15,0 мМ) зумовлює 
значне зростання вмісту сіалових кислот.

Флуренізид у концентрації 0,15 мМ, 5,0 мМ і 15,0 мМ зумовлює зниження 
вмісту АТФ у зародках в’юна на етапі розвитку 256 бластомерів на 28, 67 і 38 % від-
повідно. Зростання вмісту АТФ на 33 % відбувається за впливу флуренізиду в кон-
центрації 1,0 мМ. Вміст АТФ також підвищується на етапі розвитку зародків 1024 
бластомерів за впливу флуренізиду всіх досліджуваних концентрацій. 
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За допомогою дисперсійного аналізу встановлено, що значний вклад у зрос-
тання вмісту АТФ, сіалових кислот і супероксидного аніон-радикала під час раннього 
ембріогенезу зародків в’юна чинить фактор розвитку зародків, тоді як фактор флуре-
нізиду має менш слабкий вклад [4].

Отже, у результаті досліджень засвідчено, що флуренізид зумовлює посилення 
генерації супероксидного аніон-радикала, зниження вмісту сіалових кислот, а також 
зміну вмісту АТФ у зародкових клітинах упродовж раннього ембріогенезу.

Ключові слова: зародки в’юна; флуренізид; сіалові кислоти, супероксидний 
аніон-радикал, АТФ

Флуренізид – препарат 4 класу токсичності, синтезований в Україні, один із похід-
них флуорену. Завдяки наявності гідразних груп має певну структурну схожість з ізоніази-
дом. За даними Національного інституту фтизіатрії і пульмонології імені Ф. Г. Яновського 
(м. Київ, МОЗ України), мінімальна інгібуюча концентрація флуренізиду щодо лаборатор-
них і виділених від хворих штамів мікобактерій туберкульозу, чутливих до ізоніазиду, ста-
новить 0,04–0,15 мкг/мл на середовищах Проскауера-Бека та 0,08–0,30 мкг/мл на середо
вищі Левенштейна-Йенсена [12, 13].

Загалом, активність флуренізиду in vitro значна, але поступається удвічі ізоніази-
ду. Штами, стійкі до інших протитуберкульозних препаратів, залишаються чутливими до 
флуренізиду [9, 23]. Проте залишається невідомий вплив флуренізиду на функціональні 
параметри клітин-еукаріот.

З’ясовано механізми впливу флуренізиду на іонтранспортувальні системи зародків 
в’юна Misgurnus fossilis L. Встановлено, що вплив флуренізиду на зародки холоднокровних 
протягом ембріогенезу реалізується на мембранному рівні, а саме через інгібування Na+, 
К+-АТФази. Ступінь інгібувального впливу препарату залежить не тільки від концентрації 
флуренізиду в середовищі інкубації, а й від стадії розвитку зародків і структури самого 
флуренізиду, що визначає його фізико-хімічні властивості [3]. Залишається невивченою дія 
флуренізиду на прооксидантні властивості, енергозабезпечення та стан сіалових кислот як 
кінцевих компонентів глікокон’югатів клітин.

Сіалові кислоти – речовини, наявні в усьому організмі, але переважно у зв’язаному 
вигляді. Найбільше їх у слині та слизових оболонках, певна кількість є у крові. Завдяки сі-
аловим кислотам секрет слизових стає більш в’язким, що дає їм змогу виступати як захист 
від фізичного і хімічного впливу. У сироватці крові сіалові кислоти зв’язуються з її білками 
і частиною гормонів, забезпечуючи їм можливість циркулювати більш тривалий час. Від 
сіалових кислот також залежить тривалість циркуляції у крові еритроцитів і лімфоцитів. 
Встановлено, що процес старіння еритроцитів пов’язаний із тим, що у їхньому глікокалік-
сі зменшується кількість сіалових кислот [10, 11]. Відомо, що на поверхні плазматичної 
мембрани клітин містяться рецептори, у структурі яких є сіалові кислоти. Сіалові кислоти 
створюють негативний поверхневий потенціал, причетний до адгезії клітин [18]. 

Отже, вивчення вмісту сіалових кислот є надзвичайно важливим для розуміння 
впливу флуренізиду на нормальний розвиток зародкових клітин [16].

Відомо, що за патологічних станів, зокрема, за дії токсичних речовин, ушкоджують-
ся мітохондрії, а це відображається на синтезі АТФ [21, 24, 28, 29].

Мета роботи – встановити ушкодження глікокон’югатів (за вмістом сіалових кис-
лот), стан основного енергетичного забезпечення (за вмістом АТФ), оцінити генерацію 
вільних радикалів (за вмістом О2¯) у зародках в’юна Misgurnus fossilis L. за впливу анти-
біотика флуренізиду.
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Матеріали та методи
Експерименти проводили на зародках в’юна Misgurnus fossilis L., які отримували і 

запліднювали за методикою Нейфаха (Нейфах А.А., 1977). Стадії розвитку контролювали 
візуально під бінокулярним мікроскопом МБС-9. Через 5–10 хв після запліднення відми-
ті зиготи інкубували у фізіологічному розчині Гольтфретера (CaCl2 – 1,8 ммоль/л, NaCl – 
110 ммоль/л, KCl – 1,4 ммоль/л, трис-НCl – 5 ммоль/л, t = 20–22 °С), який містив розчин 
флуренізиду (використовували новосинтезовану професором Л.  І. Петрух у Львівському 
національному медичному університеті імені Данила Галицького речовину) в концентра-
ціях 0,01; 0,05; 0,15; 1,0; 5,0; 15,0 мМ. Флуренізид у концентрації 1 мМ є добовою тера-
певтичною дозою для організму (за хламідійного ендоцервіциту, уретриту, ендометриту). 
Зародки в’юна відбирали через 60, 150, 210 і 330 хв після запліднення яйцеклітин, що від-
повідали першому (2 бластомери), четвертому (16 бластомерів), шостому (64 бластомери), 
восьмому (256 бластомерів) і десятому (1024 бластомери) дробленню зиготи. Паралельно 
проводили контрольні дослідження, де до зразків не додавали флуренізид. Бластомери 
відбирали на зазначених етапах розвитку і здійснювали їхню гомогенізацію. У відібраних 
зразках визначали вміст сіалових кислот методом Гесса (використовували безбілковий 
фільтрат, додаючи до гомогенатів 10  % трихлороцтову кислоту) [10], АТФ (інкубацію 
проводили за температури 24 °С, оскільки в’юни є холоднокровними) [1], супероксидного 
аніон-радикала [6] та загального білка за методом Лоурі. Вміст супероксидного аніон-ра-
дикала визначали за його реакцією нітросинього тетразолію. Принцип методу визначення 
вмісту сіалових кислот полягає в тому, що у результаті гідролізу безбілкового фільтрату 
еритроцитів крові зі складу сіалоглікопротеїнів виділяються сіалові кислоти, які з розчи-
ном сульфатної кислоти в льодяній оцтовій кислоті у киплячій водяній бані дають кольо-
рову реакцію. Вміст АТФ визначали за кількістю фосфору неорганічного. Принцип цього 
методу базується на гідролізі АТФ (який відбувається під час кип’ятіння зразків за наяв-
ності HCl), за результатом чого звільняється залишок фосфорної кислоти (одиниці виміру 
ммоль Рі/мг білка). Результати досліджень опрацьовували статистично з використанням 
критерію Стьюдента. Статистичну обробку всіх результатів досліджень здійснювали з 
використанням програми „Excel-2010” для Windows [14].

Результати і їхнє обговорення
Нами встановлено, що на етапі розвитку зародків в’юна 2 бластомери вміст 

супероксидного аніон-радикала підвищується за впливу флуренізиду в концентрації 
1,0 і 5,0 мМ (у 3,1 та 1,7 разу відповідно). Причому за вищої концентрації підвищення 
вмісту радикала є менш інтенсивним (рис. 1). Флуренізид у концентраціях 0,01; 0,05; 0,15; 
15,0 мМ не спричиняє змін вмісту супероксидного аніон-радикала на цьому етапі розвитку 
зародків.

На етапі 16 бластомерів вміст супероксидного аніон-радикала є в межах норми 
за дії флуренізиду в концентраціях 0,01; 0,15; 5,0 мМ (рис. 2). Найменший його вміст 
спостерігається за концентрації антибіотика 0,05; 1,0 і 15,0 мМ (зниження у 0,62; 0,59; 0,63 
разу відповідно порівняно з контролем). Під час подальшого розвитку зародків (на етапі 
64-х бластомерів) у середовищі з флуренізидом встановлено підвищення вмісту О2¯ лише 
за концентрації 15,0 мМ (в 1,53 разу). В інших випадках він перебуває на рівні контролю 
(рис. 3). Проте на етапі розвитку зародків в’юна 256-х бластомерів відбувається підвищення 
вмісту О2¯ приблизно на 45–71 % за усіх досліджуваних концентрацій флуренізиду, крім 
концентрації 0,01 мМ (рис. 4). 
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Зміна вмісту супероксидного аніон-радикала залишається такою ж і на етапі розвитку 
зародків 1024 бластомерів. Нами встановлено, що за впливу антибіотика в концентрації 
0,05  мМ вміст зростає у 0,8 разу, за концентрацій 0,15 мМ і 1,0 мМ – в 1,33 разу, за 
концентрації 5 мМ – в 1,5 разу, за концентрації 15,0 мМ – в 1,46 разу. Отже, найбільший 
вміст показника виявлено за концентрації флуренізиду 5,0 мМ (рис. 5). 

Рис. 1. Вміст супероксидного аніон-радикала 
на етапі розвитку зародків в’юна 2 
бластомери за впливу флуренізиду 
різних концентрацій (** – р≥0,99; *** – 
р≥0,999)

Рис. 2. Вміст супероксидного аніон-радикала 
на етапі розвитку зародків в’юна 16 
бластомерів за впливу флуренізиду 
різних концентрацій (* – р≥0,95; ** – 
р≥0,99)

Рис. 3. Вміст супероксидного аніон-радикала 
на етапі розвитку зародків в’юна 64 
бластомери за впливу флуренізиду 
різних концентрацій (* – р≥0,95)

Рис. 4. Вміст супероксидного аніон-радикала 
на етапі розвитку зародків в’юна 256 
бластомерів за впливу флуренізиду 
різних концентрацій (* – р≥0,95; ** – 
р≥0,99; *** – р≥0,999)

У контролі нами зафіксовано, що вміст супероксидного аніон-радикала підвищується 
на етапах 16 і 1024 бластомерів, тоді як на інших стадіях розвитку його кількість є 
приблизно однаковою (рис. 6).

Отже, флуренізид у найнижчій концентрації 0,01 мМ не зумовлює змін у вмісті 
супероксидного аніон-радикала упродовж раннього ембріогенезу. Антибіотик у 
максимальній концентрації зумовлює зміни у вмісті вільного радикала з етапу розвитку 16 
бластомерів до 1024 бластомерів, причому зі стадії 64 бластомерів відбувається підвищення 
його кількості. Ймовірно, флуренізид у концентрації 15 мМ є найбільш реакційноздатним. 
Відомо, що флуренізид має антиоксидантні властивості (забезпечується флуореновим 
ядром, який бере участь у електрофільному заміщенні), проте у його структурі є групи, які 
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мають токсичну дію (залишок ізонікотинової кислоти виявляє токсичні властивості), яка 
найбільш виражена за впливу високих концентрацій [5].

Рис. 5. Вміст супероксидного аніон-радикала 
на етапі розвитку зародків в’юна 1024 
бластомери за впливу флуренізиду 
різних концентрацій (* – р≥0,95; ** – 
р≥0,99)

Рис. 6. Вміст супероксидного аніон-радикала на 
етапах розвитку зародків в’юна 2, 16, 64, 
256 і 1024 бластомери в контролі

Тільки на етапі розвитку 16 бластомерів відбувається зниження кількості О2¯ за 
впливу досліджуваного антибіотика. У цей час у контролі вміст цього вільного радикала 
зростає, порівняно з іншими етапами розвитку. Порівнюючи ці дані з попередніми нашими 
результатами, встановили, що на етапі розвитку 16 бластомерів значно інтенсифікуються 
процеси ліпопероксидації, ймовірно, саме через вступання в реакцію О2¯  з ліпідами, тому 
його вміст знижується [5]. 

Флуренізид веде до зростання вмісту супероксидного аніон-радикала на етапі роз-
витку 2, 64 бластомери і особливо виражено - за концентрацій від 0,05 до 15,0  мМ на 
етапах розвитку 256 і 1024 бластомери. 1024 бластомери є десятим етапом поділу. Супер-
оксидний аніон-радикал утворюється як побічний продукт під час роботи дихального лан-
цюга мітохондрій [2, 17, 19]. Також може утворюватися під час роботи інших ферментів 
(НАДН-дегідрогенази, ксантиноксидази) [20, 25, 27].

Нами встановлено, що на етапі розвитку зародків в’юна 2 бластомери вміст сіалових 
кислот достовірно підвищується за впливу флуренізиду всіх досліджуваних концентрацій 
(рис. 7). Нами виявлено найінтенсивніше зростання кількості сіалових кислот за дії дослі-
джуваної речовини у концентрації 5,0 і 15,0 мМ (на 216 і 131 % відповідно).

На етапі 16 бластомерів флуренізид у найнижчій досліджуваній концентрації 
(0,01  мМ) не зумовлює достовірних змін щодо вмісту сіалових кислот. Досліджувана 
речовина у концентрації 0,05; 0,15 мМ спричиняє зниження кількості сіалових кислот на 
29 і 37 % відповідно (рис. 8). Високі концентрації флуренізиду (1,0; 5,0 15,0 мМ) ведуть 
до інтенсифікації зростання вмісту досліджуваної речовини. Найбільша кількість сіалових 
кислот виявлена у зародках в’юна за найвищої концентрації антибіотика (15,0 мМ; 
зростання на 200 %).

Під час подальшого розвитку зародків на етапі 64 бластомерів у середовищі з 
флуренізидом встановлено зниження вмісту сіалових кислот. Найменший їхній вміст 
спостерігається за концентрації антибіотика 1,0; 5,0 і 15,0 мМ (зниження на 53, 64, 57 % 
відповідно) (рис. 9). 

Проте на етапі розвитку зародків в’юна 256 бластомерів за впливу флуренізиду 
відбувається зниження вмісту сіалових кислот за усіх досліджуваних концентрацій 
флуренізиду, окрім концентрацій 0,01 мМ і 15,0 мМ (рис. 10).
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Рис. 7. Вміст сіалових кислот на етапі розвитку 
зародків в’юна 2 бластомери за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (* – 
р≥0,95; ** – р≥0,99; *** – р≥0,999)

Рис. 8. Вміст сіалових кислот на етапі розвитку 
зародків в’юна 16 бластомерів за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (* – 
р≥0,95; ** – р≥0,99; *** – р≥0,999)

Рис. 9. Вміст сіалових кислот на етапі розвитку 
зародків в’юна 64 бластомери за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (* – 
р≥0,95; ** – р≥0,99; *** – р≥0,999)

Рис. 10. Вміст сіалових кислот на етапі розвитку 
зародків в’юна 256 бластомерів за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (* – 
р≥0,95; ** – р≥0,99)

Вміст сіалових кислот підвищується на етапі розвитку зародків 1024 бластомерів 
порівняно з етапом розвитку 256 бластомерів. Нами встановлено, що за впливу антибіотика 
у концентрації 0,05 і 1,0 мМ вміст сіалових кислот зменшується на 68 і 45 % відповідно 
щодо контролю, а за концентрації 15,0 мМ – збільшується на 58 % (рис. 11). 

У контролі нами зафіксовано, що вміст сіалових кислот зростає на етапі розвитку 
зародків в’юна 16 бластомерів на 39 % і значно знижується (на 29 %) порівняно з етапом 2 
бластомери (рис. 12).

Отже, антибіотик зумовлює підвищення вмісту сіалових кислот на першому етапі 
дроблення (2 бластомери). На наступному етапі (16 бластомерів) флуренізид у низьких 
концентраціях веде до зниження вмісту сіалових кислот. Проте вже на етапі поділу 64 і 
256 бластомерів досліджувана речовина в усіх концентраціях зумовлює переважаюче 
зниження кількості сіалових кислот. На останньому етапі синхронних дроблень (1024 
бластомери) флуренізид у максимальній досліджуваній концентрації (15 мМ) зумовлює 
значне зростання вмісту сіалових кислот.

Відомо, що на поверхні кожної клітини живого організму міститься шар гліканів, 
його глікокалікс, який забезпечує її зв’язок із навколишнім середовищем. У еукаріотів 
глікокалікс складається з глікокон’югатів: глікопротеїнів, гліколіпідів, протеогліканів, 
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більшість вуглеводних компонентів яких містять кінцеві сіалові кислоти, які в основному 
представлені N-ацетилнейраміновою кислотою. Сіалові кислоти у складі гліканів 
впливають на процеси адгезії, розпізнавання речовин, визначають тривалість циркуляції 
у крові деяких гормонів та білків, беруть участь у гормонрецепторній взаємодії [11, 22]. 
Вуглеводна частина здебільшого стабілізує структуру молекули глікопротеїну, обмежуючи 
неспецифічні білок-білкові взаємодії та захищає від дії пептидогідролаз. Разом з тим, зміна 
структури глікану та положення окремих вуглеводних залишків визначає фізіологічну 
активність протеїнів, впливає на адгезію клітин, їхню диференціацію та проліферацію. 
Глікопротеїновим комплексам належить як провідна роль у зв’язуванні й виведенні 
ксенобіотиків, так і імуномодулювальна й антиоксидантна активність, а також здатність 
інгібувати протеїнази [8, 26].  Враховуючи значення глікопротеїнів, до складу яких входять 
сіалові кислоти, у функції розмноження, диференціації, проліферації й адгезії, зміни вмісту 
сіалових кислот за дії флуренізиду будуть відображатися на зазначених процесах розвитку 
зародків в’юна.

Рис. 11. Вміст сіалових кислот на етапі 
розвитку зародків в’юна 1024 
бластомери за впливу флуренізиду 
різних концентрацій (* – р≥0,95; ** – 
р≥0,99)

Рис. 12. Вміст сіалових кислот на різних етапах 
раннього розвитку зародків в’юна у 
контролі

Провівши дослідження, ми встановили, що на етапі розвитку зародків в’юна 2 
бластомери флуренізид у найнижчій досліджуваній концентрації (0,01 мМ) не зумовлює 
змін вмісту АТФ. Проте флуренізид у концентрації 0,05; 0,15; 1,0 та 5,0 мМ веде до 
підвищення вмісту АТФ у зародках в’юна  на 67, 30, 61 і 188  % відповідно (рис. 13). 
Потрібно відмітити, що антибіотик у найвищій досліджуваній концентрації (15,0 мМ) 
спричиняє зниження утворення АТФ на 22 %.

На етапі розвитку зародків в’юна 16 бластомерів за впливу флуренізиду в концен-
трації 0,01 мМ і 0,05 мМ відбувається підвищення вмісту АТФ на 59 і 123 %. Відмічено, що 
флуренізид у концентрації 0,15 мМ веде до зниження вмісту АТФ на 77 %. Нами відмічено, 
що за дії антибіотика у високих концентраціях (1,0; 5,0; 15,0 мМ) вміст АТФ перебуває на 
рівні контрольних значень (рис. 14).

Під час подальшого розвитку зародків на етапі 64 бластомерів у середовищі з флу-
ренізидом встановлено зниження вмісту АТФ. Зокрема, за концентрації флуренізиду 0,05; 
0,15; 5,0 і 15,0 мМ вміст досліджуваного показника знижується на 29; 27; 54 та 26 % від-
повідно. Не зумовлює змін вмісту АТФ флуренізид у концентрації 0,01 і 1,0 мМ (рис. 15). 

Нами виявлено, що флуренізид у концентрації 0,15; 5,0; 15,0 мМ зумовлює знижен-
ня вмісту АТФ у зародках в’юна на етапі розвитку 256 бластомерів на 28; 67 та 38 % від-
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повідно (рис. 16). Зростання вмісту АТФ на 33 % відбувається за впливу флуренізиду в 
концентрації 1,0 мМ. Мінімальні концентрації антибіотика не спричинюють зміни вмісту 
АТФ у зародках.
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Рис. 13. Вміст АТФ у зародках в’юна 
на етапі розвитку 2 бластомери 
за впливу флуренізиду різних 
концентрацій (* – р≥0,95; ** – 
р≥0,99; *** – р≥0,999)
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Рис. 14. Вміст АТФ у зародках в’юна на етапі 
розвитку 16 бластомерів за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (* – 
р≥0,95; *** – р≥0,999)

Вміст АТФ підвищується на етапі розвитку зародків 1024 бластомери за впливу флу-
ренізиду всіх досліджуваних концентрацій (рис. 17). Так, кількість АТФ зростає на 25 % за 
концентрації 0,01 мМ, на 51 % за концентрації 0,05 мМ, на 50 % за концентрації 0,15 мМ, 
на 61 % за концентрації 1,0 мМ, на 164 % за концентрації 5,0 мМ, на 53 % за концентрації 
15,0 мМ. Отже, найбільш інтенсивно утворюється АТФ у зародках в’юна за впливу флуре-
нізиду в концентрації 5,0 мМ. Потрібно відмітити, що у контролі вміст АТФ на етапі роз-
витку 16 бластомерів є найнижчим порівняно з іншими етапами розвитку, тоді як на етапі 
розвитку 64 бластомери – найвищим (рис. 18).

Отже, узагальнюючи наші результати, можна зробити висновок, що антибіотик у 
переважній більшості концентрацій зумовлює підвищення вмісту АТФ на першому етапі 
дроблення. На етапі поділу 64 та 256 бластомерів досліджувана речовина зумовлює зни-
ження кількості АТФ. Проте вже на останньому етапі синхронних дроблень флуренізид 
у всіх досліджуваних концентраціях зумовлює значне зростання вмісту АТФ. Ймовірно, 
під час першого поділу відбувається зниження використання АТФ клітинами. Проте вже 
на подальших етапах розвитку відбувається ушкодження мітохондрій і синтез АТФ упо-
вільнюється [3].

Флуренізид у найнижчій концентрації (0,01 мМ) чинить мінімальний негативний 
вплив на зростання вмісту АТФ упродовж раннього ембріогенезу зародків в’юна. За цієї 
концентрації флуренізиду вміст АТФ зростає на етапі розвитку 16 і 1024 бластомери. На 
інших етапах розвитку вміст показника перебуває в межах контролю. Незначний вплив 
також чинить флуренізид у концентрації 1,0 мМ. За впливу цієї концентрації вміст АТФ 
зростає на етапі розвитку 2, 256 і 1024 бластомери.

Значний негативний вплив чинить флуренізид у концентрації 0,15 мМ. Так, на етапі 
розвитку 2 бластомери вміст АТФ зростає, проте вже на наступних етапах розвитку включ-
но до 256 бластомерів вміст показника знижується. На етапі розвитку 1024 бластомери 
кількість АТФ знову підвищується порівняно з контролем. Потужний вплив флуренізиду 
зафіксований і за дії його у концентрації 15,0 мМ, де відбувається зниження вмісту АТФ 
уже на першому етапі поділу зародків в’юна. Зменшення вмісту АТФ відбувається і на ета-
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пі розвитку 64 і 256 бластомерів. Проте вже на етапі розвитку 1024 бластомери вміст АТФ 
підвищується порівняно з контролем. Негативний вплив низьких і високих концентрацій 
флуренізиду був засвідчений на зародках в’юна попередніми дослідженнями. Зокрема, 
було встановлено, що флуренізид у концентраціях 5,0 і 15,0 мМ підвищує вміст гідропе-
роксидів ліпідів упродовж розвитку зародків. Антибіотик у концентраціях 0,01; 0,05; 0,15 і 
1,0 мМ веде до підвищення кількості ТБК-позитивних продуктів [5].

Етап розвитку 16 бластомерів виявився найменш чутливим до дії флуренізиду, де 
вміст АТФ переважно перебуває на рівні контролю. Етап розвитку 64 бластомери є най-
більш чутливим, де вміст АТФ переважно знижується. На останньому етапі синхронних 
поділів виявлено відмінний вплив флуренізиду, а саме зростання концентрації АТФ у блас-
томерах.

Варто відмітити, що у контролі вміст АТФ на етапі розвитку 16 бластомерів є най-
нижчим порівняно з іншими етапами розвитку, тоді як на етапі розвитку 64 бластомери – 
найвищим.
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Рис. 15. Вміст АТФ у зародках в’юна на етапі 
розвитку 64 бластомери за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (** – 
р≥0,99; *** – р≥0,999)
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Рис. 16. Вміст АТФ у зародках в’юна на етапі 
розвитку 256 бластомерів за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (* – 
р≥0,95; ** – р≥0,99; *** – р≥0,999)

Відомо, що зміна співвідношення набухлих і компактних  мітохондрій, що ростуть, 
відображає певний функціональний стан мітохондрій. При вивченні популяції мітохондрій 
зародків ранніх стадій шпорцевої жаби було показано, що набухлий і компактний (стисну-
тий) тип мітохондрій представлені у рівних кількостях [7]. У яйцях в’юна немає суттєвої 
зміни вмісту мітохондріальних білків за час розвитку від запліднення до вилуплення з обо-
лонок, що збігається зі спостереженнями про сталість вмісту цитохромів a, b та c і актив-
ності цитохромоксидази. Проте показано, що в зародках від стадії 9 год (пізня бластула) до 
стадії 30 год (стадія 17 пар сомітів) за 21,5 °С концентрація мітохондріальних білків значно 
зменшується [7]. Отже, результати досліджень щодо мітохондрій і мітохондріальних білків 
є неоднозначними. За нашими результатами, можна твердити, що впродовж раннього емб-
ріогенезу відбувається зміна синтезу АТФ.

Вивчаючи дію флуренізиду на зростання вмісту АТФ, О2¯ та сіалових кислот у за-
родках в’юна (Misgurnus fossilis L.), за результатами дисперсійного аналізу встановлено, 
що такий фактор, як розвиток зародка, має провідний вплив на ці сполуки. Так, частка 
впливу фактора розвитку становить 56 % на вміст АТФ, 46 % – на вміст сіалових кислот, 
47 % – на вміст супероксидного аніон-радикала (рис. 19). 

Флуренізид чинить незначний вплив на зростання вмісту АТФ, сіалових кислот 
і супероксидного аніон-радикала впродовж раннього ембріогенезу зародків в’юна за дії 
флуренізиду, частка впливу якого становить 9, 15 і 11 % (рис. 19).
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Рис. 17. Вміст АТФ у зародках в’юна на етапі 
розвитку 1024 бластомери за впливу 
флуренізиду різних концентрацій (* – 
р≥0,95; ** – р≥0,99; *** – р≥0,999)
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Рис. 18. Вміст АТФ в інтактних зародках в’юна 
на етапі розвитку 2, 16, 64, 256 та 1024 
бластомери

Рис. 19. Результати двофакторного дисперсійного аналізу впливу флуренізиду на зростання вмісту 
АТФ, О2¯, сіалових кислот у зародках в’юна
Потрібно зазначити, що на частку впливу неврахованих чинників припадає 35  % 

(щодо АТФ), 39 % (щодо сіалових кислот), 43 % (щодо супероксидного аніон-радикала) 
(рис. 19).

Отже, значний вклад у зростання вмісту АТФ, сіалових кислот і супероксидного 
аніон-радикала чинить фактор розвитку зародків в’юна. Тому під час інтерпретації резуль-
татів дослідження потрібно приділяти більшу увагу змінам на молекулярному і клітинно-
му рівні, які відбуваються у зародкових об’єктах. Однією з таких особливостей є те, що 
зародки на ранньому етапі не містять цитохрому р-450 на ендоплазматичній сітці, який 
відповідає за безпосереднє знешкодження шкідливих сполук, ксенобіотиків, лікарських 
препаратів. Таку функцію виконує в зародкових клітинах лише глутатіон-S-трансфераза.

Відповідно до поставленої мети і завдань, досліджено вплив флуренізиду на 
вміст О2¯, АТФ і сіалових кислот у зародках в’юна впродовж раннього ембріогенезу. 
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Проаналізовано результати дисперсійного аналізу. Флуренізид у концентраціях 0,05; 0,15; 
1,0; 5,0; 15,0 мМ зумовлює зростання вмісту супероксидного аніон-радикала у зародках 
в’юна на етапах розвитку 2, 64, 256 та 1024 бластомери. Найінтенсивніше зростання його 
кількості виявлене на етапі розвитку 256 і 1024 бластомери, найменш інтенсивне – на етапі 
64 бластомери. Флуренізид зумовлює підвищення вмісту сіалових кислот на першому 
етапі дроблення зиготи, тоді як на етапах 16, 64 і 256 бластомерів досліджувана речовина 
призводить до переважаючого зниження показника. На останньому етапі синхронних 
дроблень флуренізид у концентрації 15,0 мМ зумовлює значне зростання вмісту сіалових 
кислот. Флуренізид підвищує вміст АТФ на етапах 2 і 1024 бластомери та знижує його 
вміст на етапах поділу 64 та 256 бластомерів. Етап розвитку 16 бластомерів є найменш 
чутливим до дії флуренізиду, де вміст АТФ переважно перебуває на рівні контролю. Етап 
розвитку 64 бластомери є найбільш чутливим, де вміст АТФ переважно знижується.

За допомогою дисперсійного аналізу встановлено, що значний вклад у зростання 
вмісту АТФ, сіалових кислот і супероксидного аніон-радикала під час раннього 
ембріогенезу зародків в’юна чинить фактор розвитку зародків, тоді як фактор флуренізиду 
робить слабший внесок.
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It is known that flurenizide is a newly synthesized drug with pronounced antimicro-
bial, immunomodulatory functions. However, its effect on the functional properties of cells, 
in particular germ cells, is unknown. The aim of this study was to determine the presence 
of sialic acids as the final components of glycoconjugates, the main macroergic compound - 
ATP, to evaluate the generation of O2¯ in embryos of lobster (Misgurnus fossilis L.) under 
the influence of the antibiotic flurenizide.

Studies have been performed on embryos of Misgurnus fossilis L. After fertilization, 
the zygotes were placed in Petri dishes with solutions of flurenizide in concentrations of 
0.01; 0.05; 0.15; 1.0; 5.0; 15.0 mM, where allowed to develop. At the development stages, 2 
blastomeres, 16 blastomeres, 64 blastomeres, VIII (256 blastomeres) and X divisions (1024 
blastomeres) were sampled. In parallel, control studies were performed, where flureniside 
was not added to the samples. The content of sialic acids, ATP, superoxide anion radical was 
determined in the selected samples. We found that flureniside at the lowest concentration 
of 0.01 mM does not cause changes in the content of superoxide anion radical during early 
embryogenesis. The antibiotic in the maximum concentration causes changes in the content 
of free radical from the stage of development of 16 blastomeres to 1024 blastomeres, and 
from the stage of 64 blastomeres there is an increase in its number. Probably flurenizide at a 
concentration of 15.0 mM is the most reactive. It is known that flurenizide has antioxidant 
properties, but in its structure there are groups that have a toxic effect, which is most pro-
nounced when exposed to high concentrations. In general, at the stage of development of 
16 blastomeres there is a decrease in the amount of О2¯ under the influence of the studied 
antibiotic. At this time, the content of this free radical in the control increases, compared 
with other stages of development. Flureniside leads to an increase in the content of super-
oxide anion radical at development stage 2, 64 blastomeres and is particularly pronounced 
at concentrations from 0.05 to 15.0 mM at development stages 256 and 1024 blastomeres. 
1024 blastomeres are the 10th stage of separation, where desynchronization occurs and the 
mitotic index decreases. Probably, the changes that take place at this stage of development 
are related to this. The antibiotic causes an increase in the content of sialic acids in the first 
stage of crushing (2 blastomeres). In step 16 of the blastomere, flureniside in low concen-
trations leads to a decrease in the content of sialic acids. However, already at the stage 
of separation of 64 and 256 blastomeres, the test substance in all concentrations causes a 
predominant decrease in the amount of sialic acids. At the last stage of synchronous crush-
ing (1024 blastomeres) flurenizide in the maximum investigated concentration (15.0 mM) 
causes a significant accumulation of sialic acid content.

Flureniside at concentrations of 0.15, 5.0 and 15.0 mМ causes a decrease in ATP 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+Y&cauthor_id=29669742
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content in loach embryos at the stage of development of 256 blastomeres by 28, 67 and 38 %, 
respectively. An increase in ATP content by 33 % occurs under the influence of flurenizide 
at a concentration of 1.0 mM. The ATP content also increases at the stage of development of 
embryos of 1024 blastomeres under the influence of flurenizide of all studied concentrations.

Analysis of variance has shown that a significant contribution to the growth of ATP, 
sialic acid and superoxide anion radical, during the early embryogenesis of lobster embryos, 
is made by the factor of embryo development, while the factor of flureniside has a smaller 
contribution.

Therefore, studies have shown that flurenizide causes increased generation of su-
peroxide anion radical, decreased sialic acid content, as well as changes in ATP content in 
embryonic cells during early embryogenesis.

Keywords: loach embryos, flurenizyd; sialic acid, superoxide anion-radical, 
ATP
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