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Реферат/анотація:
1. Метою дисертаційної роботи було встановлення участі нейтрофільних позаклітинних пасток (НПП) в
індукції запальних процесів у тілі тварин внаслідок контакту з ендогенними та екзогенними наночастинками
(НЧ), розробка способів використання НЧ для керованого впливу на утворення НПП, пошуку засобів для
таргетного впливу на нейтрофільні гранулоцити та їх здатності утворювати НПП, зокрема для використання
НПП-індукуючих НЧ в складі вакцин нового покоління. Вивчено дію двох типів НЧ – ендогенних, які
спонтанно утворюються в гепатобіліарній системі внаслідок дієти, багатої на жири, холестерин та дієти
багатої на фруктозу; та екзогенних, зокрема алотропних модифікацій вуглецю – нанодіамантів та графен
оксиду. Для останніх не існує рецепторів в організмі, проте відома їх здатність індукувати утворення НПП. В
роботі детально вивчалась можливість використання утворених кон’югатів НЧ та пептидів коронавірусів для



швидкої генерації імунної відповіді до антигенів SARS-CoV-2 при введенні в організм. Для проведення
дослідження було створено модель неалкогольного стеатогепатиту (НАСГ) у лабораторних мишей за дії
високоліпідної високохолестеринової дієти (ВЛВХД) та за дії високофруктозної дієти (ВФД). Обидві
досліджувані дієти добре відображали вміст ліпідів, холестерину та фруктози, які притаманні «західній дієті»
чи раціоні з високим вмістом фастфуду, смаженої їжі та солодких напоїв. За високого вмісту холестерину у
присутності холевої кислоти дані сполуки кристалізуються в жовчних шляхах внаслідок 3 природних
процесів концентрації жовчі, утворюючи нано- та мікрочастинки. В печінці фруктозу метаболізує ензим
фруктокіназа С, яка діє швидко і не має механізму зворотнього зв’язку, що при споживанні великої кількості
фруктози, яка присутня в солодких напоях, призводить до миттєвого падіння рівня АТФ у гепатоцитах,
перетворюючи його в АМФ. Утворена АМФ вступає в шлях деградації пуринів через дію АМФ-деамінази,
призводячи до утворення сечової кислоти та мітохондріальних оксидантів. Позбавлені енергії, внаслідок
виснаження АТФ, гепатоцити із підвищеним рівнем мітохондріальних оксидантів схильні до загибелі і при
порушенні їх цілісності сечова кислота потраплятиме у позаклітинний простір, де буде контактувати із
високим вмістом іонів натрію, перетворюючись у моноурат натрію. Останній формує голчасті нано- та
мікрокристали, які є індуктором подагри через активацію НПП. Для дослідження механізму утворення НПП
використано спеціальну лінію мишей C57BL6/N, що експресували функціональний ген nnt, відповідальний
за підвищений вміст мітохондріального НАДФН/НАДФ+ , та характеризувались високим вмістом
нейтрофільних гранулоцитів у крові із високою здатністю до утворення активних форм кисню (АФК).
Перебування тварин на ВЛВХД та на ВФД спричиняло типові ознаки НАСГ уже через 4 – 6 тижнів, це значно
менше ніж в інших описаних мишачих моделях НАСГ (12 – 18 тижнів). Гістологічно підтверджено НАСГ у
печінці тварин за ознаками накопичення ліпідів, появою мікровезикуляції, деградацією ядер, накопиченням
колагену. Нами адаптовано кількісні підходи аналізу гістологічних зображень для оцінки ушкоджень тканин
печінки мишей. Запропоновано прогресивний підхід верифікації ознак НАСГ печінки імуноферментним
методом, який базується на молекулярних маркерах тесту ELF – Enhanced Liver Fibrosis розробки Siemens,
адаптованому для мишей, за виявленням аміно-кінцевого пептиду проколагену ІІІ, тканинного інгібітора
металопротеїназ-1 та гіалуронової кислоти. Використовуючи запропоновані нами відтворювані та зручні
моделі НАСГ в лабораторних мишей, ми дослідили участь нейтрофільних гранулоцитів у розвитку цих
патологій. Виявлено інфільтрацію лейкоцитів та руйнування судин і жовчних проток у гістологічних
препаратах. Розроблено ефективний метод виявлення еозинофілів у гістологічних зразках за допомогою
флуоресцентної мікроскопії, який дозволив диференціювати з поміж спостережуваних лейкоцитів
нейтрофільні та еозинофільні гранулоцити. Встановлено, що серед інфільтруючих гранулоцитів у тканинах
печінки переважають нейтрофіли.

2. The aim of the dissertation work was to establish the involvement of neutrophil extracellular traps (NETs) in the
induction of inflammatory processes in animals and humans following contact with endogenous and exogenous
nanoparticles (NPs), the development of methods for using NPs to control the formation of NETs, the search for
means of targeted influence on neutrophil granulocytes and their ability to form NETs, particularly for the use of
NET-inducing NPs in the composition of next-generation vaccines. The action of two types of NPs was studied:
endogenous ones, which are spontaneously formed in the hepatobiliary system as a result of a high-fat,
highcholesterol diet and a fructose-rich diet, and exogenous ones, including allotrope modifications of carbon –
nanodiamonds and graphene oxide. The latter do not have receptors in the body, but their ability to induce the
formation of NETs is known. The work thoroughly examined the possibility of using formed conjugates of NPs and
coronavirus peptides for the rapid generation of an immune response to SARS-CoV-2 antigens upon
administration into the body. To conduct the study, a model of non-alcoholic steatohepatitis (NASH) was created
in laboratory mice using a high-lipid high-cholesterol diet (HLHCD) and a high-fructose diet (HFD). Both diets
effectively reflected the content of lipids, cholesterol, and fructose typical for a «Western diet» or a diet with a
high content of fast food, fried food, and sweet drinks. At the high cholesterol content in the presence of cholic
acid, they tends to crystallize in the bile ducts as a result of natural bile concentration processes, forming nano-
and micro-particles. In the liver, fructose is metabolized by the enzyme fructokinase C, which acts rapidly and



lacks a feedback mechanism. When consuming a large amount of fructose present in sweet drinks, it leads to an
instant decrease in ATP levels in hepatocytes, converting it into AMP. The formed AMP induces the purine
degradation pathway through the activation of AMP deaminase, resulting in the formation of uric acid and the
generation of mitochondrial oxidants. Hepatocytes being deprived of energy due to ATP depletion and with
elevated levels of mitochondrial oxidants are prone to cell death, and when their integrity is compromised, uric
acid will enter the extracellular space, where it will come into contact with a high concentration of sodium ions,
converting into monosodium urate. The latter forms needle-shaped nano- and microcrystals, which are inducers
of gout through the activation of NETs. To investigate the mechanism of NETs formation, we used a special line of
C57BL6/N mice expressing the functional nnt gene, responsible for increased mitochondrial NADPH/NADP+
content, and characterized by high levels of neutrophil granulocytes in the blood with a high ability to form
reactive oxygen species (ROS). The animals exposed to HLHCD and HFD treatment exhibited typical signs of NASH
within 4 – 6 weeks, which is significantly shorter compared to other described mouse models of NASH (12 – 18
weeks). Histologically, NASH in the liver of the animals was confirmed by the accumulation of lipids, the
appearance of microvesicular steatosis, nuclear degradation, and collagen accumulation. We adapted quantitative
approaches for the analysis of histological images to assess tissue damage in the mouse liver. We proposed a
progressive approach for verifying NASH liver markers using the immunoenzyme method based on molecular
markers of the ELF – Enhanced Liver Fibrosis, test developed by Siemens, adapted for mice, detecting the amino-
terminal peptide of procollagen III, tissue inhibitor of metalloproteinases-1 and hyaluronic acid. Using the
reproducible and convenient NASH models in laboratory mice that we developed, we investigated the involvement
of neutrophil granulocytes in the development of these pathologies. Leukocyte infiltration and vessel and bile duct
destruction were observed in histological preparations. We developed an effective method for detecting
eosinophils in histological samples using fluorescence microscopy, which allowed differentiation between
neutrophilic and eosinophilic granulocytes among the observed leukocytes. It was established that neutrophils
predominate among the infiltrating granulocytes in liver tissues.
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наук України

Код за ЄДРПОУ: 30995014

Місцезнаходження: вул. Василя Стуса, Львів, 79034, Україна

Форма власності: Державна

Сфера управління: Національна академія аграрних наук України

Ідентифікатор ROR:

Власне Прізвище Ім'я По-батькові:
1. Козак Марія Романівна

2. Maria R. Kozak

Кваліфікація: к. б. н., старший науковий співробітник, 03.00.04

Ідентифікатор ORCID ID: 0000-0002-2271-8529

Додаткова інформація:
Повне найменування юридичної особи: Інститут біології тварин Національної академії аграрних
наук України

Код за ЄДРПОУ: 30995014

Місцезнаходження: вул. Василя Стуса, Львів, 79034, Україна

Форма власності: Державна

Сфера управління: Національна академія аграрних наук України

Ідентифікатор ROR:

VIII. Заключні відомості
Власне Прізвище Ім'я По-батькові
голови ради

 
Остапів Дмитро Дмитрович



Власне Прізвище Ім'я По-батькові
головуючого на засіданні

 
Остапів Дмитро Дмитрович

Відповідальний за підготовку
облікових документів

 
Лучка Іван Васильович 

Реєстратор   Юрченко Тетяна Анатоліївна

Керівник відділу УкрІНТЕІ, що є
відповідальним за реєстрацію наукової
діяльності

Юрченко Тетяна Анатоліївна


