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Активність деяких ферментів гліколізу у м’яких тканинах порожнини рота у потомства щурів, що отримували незбалансовану дієту на протязі вагітності.
Актуальність.
Дослідження, проведені за останні роки, вказують на підвищення рівня захворюваності дітей на ранній карієс [1, 2]. Незважаючи на те, що основна робота стоматологів спрямована на профілактику раннього дитячого карієсу, поширеність цієї стоматологічної хвороби продовжує зростати. Багато уваги приділяється харчуванню дитини в перші роки життя, проте дослідження показали наявність впливу раціонального харчування вагітної жінки на показники захворюваності твердих тканин зубів плода [3,4], а вплив на розвиток м’яких тканин зубів плода досі залишається актуальним. 
Загальновідомо, що гексокіназа та фосфофруктокіназа (ФФК) – це два ферменти, завдяки яким у клітинах проходить процес гліколізу, продуктом якого є утворення двох молекул пірувату та АТФ. Біологічним значенням гліколізу є утворення макроергічних полук та субстратів для подальшого окиснення в мітохондріях, де за наявності кисню запасається значна кількість енергії у вигляді АТФ. А в умовах гіпоксії гліколіз дає можливість одержати енергію у вигляді 2 молекул АТФ. Цей процес відбувається дуже швидко і забезпечує синтез АТФу 10,5 разів швидше, ніж аеробне окиснення органічних речовин [5]. 
Перша реакція гліколізу — фосфорилювання глюкози з утворенням глюкозо-6-фосфату, що каталізується ферментом гексокіназою (глюкокіназою). Донором фосфатної групи є молекула АТФ. Реакція відбувається тільки за наявності іонів Mg2+. Внаслідок фосфорилювання відбувається не лише активація молекули глюкози, а й її «ув'язнення» всередині клітини: плазматична мембрана має білки-переносники для глюкози, але не для її фосфорильованої форми. Тому велика заряджена молекула глюкозо-6-фосфату не може пройти крізь мембрану, хоча її концентрація у цитоплазмі більша, а ніж у позаклітинній рідині.

Фруктозо-6-фосфат приєднує ще один фосфатний залишок від АТФ з утворенням фруктозо-1,6-дифосфату в незворотній реакції, яку каталізує ФФК – найбільш важливий регуляторний фермент гліколізу. Ця реакція першою вірогідно визначає розщеплення речовин за гліколітичним шляхом, оскільки глюкозо-6-фосфат та фруктозо-6-фосфат можуть вступати в інші метаболічні перетворення, а фруктозо-1,6-бісфосфат використовується лише для гліколізу. Саме утворення фруктозо-1,6-бісфосфату є визначальною стадією гліколізу.
Проте значення впливу характеру харчування матері на функціональну активність ключових ферментів гліколізу таких, як гексокіназа та ФФК в м’яких тканинах порожнини рота плода залишається не до кінця вивченим та вимагає подальшого поглиблення знань.
Метою нашої роботи було дослідження активності деяких ферментів гліколізу, зокрема гексокінази та ФФК у м’яких тканинах порожнини рота у потомства щурів, матері яких знаходились на гіперкалорійній та гіпокалорійній дієті протягом вагітності.

Матеріал та методи

Робота є фрагментом НІР «Патогенез ушкоджуючої дії на організм екзогенних факторів в сучасних умовах» кафедри патологічної фізіології ім. Д.О. Альперна Харківського національного медичного університету (№ 0115U000991 державної реєстрації). Експериментальне дослідження проведене на 127 рандомбредних щурах популяції WAG/GStoна із суворим дотриманням вимог Європейської конвенції (Страсбург, 1986) по дотриманню, годуванню та догляду за піддослідними тваринами, а також виведенням їх з експерименту та подальшою утилізацією. Вивчена активність ферментів гліколізу – гексокінази та ФФК в м’яких тканинах порожнини рота у матерів-щурів (n=19), їх новонародженого (n=41), одномісячного (n=35) та двомісячного (n=32) потомства. Щури-матері, які знаходились на стандартному раціоні віварію, склали 1-у групу (контрольну, n=7), мали середню вагу 180,9±4,7 г, вони отримували на добу 4,13 г білків, 2,4 г жирів, 17,6 г вуглеводів, загальна калорійність раціону складала 104,5 ккал. Другу групу склали тварини (n=6), які отримували харчування з надлишком поживних речовин з середньою вагою 191,4±5,6 г, загальна калорійність їх добового раціону на добу складала 300,4 ккал, із вмістом 9,11 г білків, 8,57 г жирів та 50,6 г вуглеводів. До 3-ї групи увійшли щури (n=6), які знаходились на дієті з нестачею поживних речовин, які мали середню вагу 186,6±6,8 г та отримували 1,38 г білків, 2,11 г жирів, 7,37г вуглеводів із загальною добовою калорійністю 57,4 ккал. Потомство матерів контрольної групи склали групи 1-0, 1-1 і 1-2 (відповідно новонароджені, одномісячні та 2х-місячні щурята). Потомство матерів, які отримували протягом вагітності харчування з надлишком поживних речовин, склали групи 2-0, 2-1 и 2-2 (відповідно новонароджені, одномісячні та 2х-місячні щурята). Потомство матерів, які отримували гіпокалорійну дієту, склали групи 3-0, 3-1 и 3-2 (відповідно новонароджені, 1-місячні і 2-місячні щурята).
Активність ГК та ФФК в гомогенаті м’яких тканин порожнини рота визначали з використанням спектрофотометричного методу, що заснований на зміні ультрафіолетового спектра хімічних речовин, які беруть участь у реакції. Ці зміни реєструвалися на спектрофотометрі типу СФ-46 [8]. Статистичну обробку результатів проводили з використанням програми Statistica-10. Для оцінки достовірності відмінностей використовували критерій U Манна-Уітні. Відмінності вважали достовірними при p<0,05.
Результати та їх обговорення.
Дослідження активності ключових ферментів гліколізу у 2 групі щурів-матерів, які протягом вагітності отримували незбалансоване харчування у вигляді гіперкалорійної дієти, показало наявність тенденції до підвищення активності гексокінази та ФФК (на 25,06% та 33,11% відповідно; р>0,05). У групі 3, щурів-матерів,які протягом вагітності отримували незбалансоване харчування у вигляді гіпокалорійної дієти, було виявлено тенденцію до підвищення активності гексокінази на 22,03%, р>0,05 та достовірне підвищення активності ферменту ФФК на 31,5% у порівнянні з групою 1 (табл.1).
Таблиця 1

Активність гексокінази та фосфофруктокінази у м’яких тканинах порожнини рота щурів-матерів, які протягом вагітності отримували незбалансоване харчування (М±м, n=19)
	Показники
	Групи тварин

	
	1(контрольна) (n=7)
	2 (n=6)
	3 (n=6)

	Гексокіназа, мМ/с г білка
	34,33±3,2
	42,93±4,37
p>0,05
	41,9±3,06
p2>0,05

	ФФК, мМ/с г білка
	2,27±0,15
	3,02±0,49
p>0,05
	5,3±0,82*

p3<0,05


Примітки: 1.  p>0,05 – порівняння 2-ї групи з 1-ю групою.
              2.  p2>0,05 – порівняння активності гексокінази 3-ї групи з 1-ю 
         3. * p3<0,05 – порівняння активності ФФК 3-ї групи з 1-ю 
Незбалансоване харчування щурів-матерів, як гіперкалорійне, так і гіпокалорійне достовірно не впливало на активність гексокінази. При гіпокалорійній дієті в 3 групі у порівнянні із збалансованим харчуванням групи 1 спостерігалося підвищеня активності ФФК.
У новонароджених щурят 2-0 групи від щурів-матерів, котрі отримували на протязі вагітності харчування з надлишком поживних речовин, спостерігається достовірне підвищення активності обох показників – гексокінази на 1,78% (p<0,05) та ФФК на 8,92% (p<0,01) в порівнянні з новонародженими щурятами контрольної групи. У новонароджених щурят, матері котрих отримували гіпокалорійну дієту протягом вагітності, спостерігається достовірне зниження активності гексокінази та ФФК (на 8,38%; p<0,01 та 23,88%; p<0,05 відповідно) в порівнянні з новонародженими щурятами контрольної групи (табл.2). Можливо, зниження цих показників може призвести до розвитку гіпоергії тканин порожнини рота та інших тканин у тварини та викликати порушення розвитку та формування зубощелепного апарату та його патологію у майбутньому.
Таблиця 2

Активність гексокінази та фосфофруктокінази у м’яких тканинах порожнини рота новонародженого потомства від щурів-матерів, які протягом вагітності отримували незбалансоване харчування, (М±м, n= 41)
	Показники
	Групи тварин

	
	1-0 (n=16)
	2-0 (n=9)
	3-0 (n=16)

	Гексокіназа, мМ/с гбілка
	37,84±0,22
	38,51±0,19*
p<0,05
	34,67±0,51**

p2<0,01

	ФФК, мМ/с гбілка
	4,87±0,13
	5,3±0,1*
p<0,05
	3,71±0,11***
p3<0,05


Примітки: 1. * – p<0,05– порівняння 2-0 групи з групою 1-0

        2. ** – p2<0,01 – порівняння активності гексокінази 3-ї групи з 1-ю
        3. *** – p3<0,05 – порівняння активності ФФК 3-ї групи з 1-ю
Тобто харчування щурів-матерів достовірно впливає на активність ключових ферментів гліколізу їх новонародженого потомства, при чому гіперкалорійна дієта – підвищує, а гіпокалорійна дієта – знижує активність гексокінази та ФФК.

У одномісячного потомства щурів (група 2-1), матері які протягом вагітності отримували гіперкалорійну дієту, було знайдене достовірне зниження показників ферментів гліколізу: гексокінази – на 10,3% (p<0,01) та ФФК на 34,63% (p<0,05) в порівнянні з контрольною групою одномісячного потомства щурів. У групі 3-1 спостерігається значне (p<0,01) зниження показників активності ферментів гліколізу – гексокінази на 27,19% та ФФК на 61,15% (табл.3).
Таблиця 3

Активність гексокінази та фосфофруктокінази у м’яких тканинах порожнини рота одномісячного потомства щурів-матерів, які протягом вагітності отримували незбалансоване харчування, (М±м, n=35)
	Показники
	Групи тварин

	
	1-1 (n=11)
	2-1 (n=14)
	3-1 (n=10)

	Гексокіназа,
мМ/с гбілка
	31,72±1,63
	28,45±0,26*
p<0,05
	23,1±0,09
p2<0,05**

p2-1<0,05***

	ФФК, мМ/с гбілка
	3,56±0,36
	2,33±0,06*

p<0,05
	1,38±0,03
p2<0,05** 
p2-1<0,05***


Примітки: 1. * – p<0,05– порівняння групи 2-1 з групою 1-1.

        2. ** – p2<0,05 – порівняння групи 3-1 з групою 1-1.
        3.*** – p2-1<0,05 – порівняння групи 3-1 з групою 2-1.
Таким чином, незбалансоване харчування щурів-матерів, як гіперкалорійне, так і гіпокалорійне, достовірно знижує активність ключових ферментів гліколізу їх одномісячного потомства, при чому гіпокалорійна дієта більшою мірою знижує активність цих ферментів.

При дослідженні активності ферментів гліколізу у двомісячного потомства щурів, знайдені подібні зміни до одномісячного потомства. В групі 2-2, де щури-матері протягом вагітності отримували гіперкалорійну дієту, спостерігається зниження показників активності гексокінази на 3,38%, (p<0,05) і ФФК на 11,71% (p<0,05). У групі 3-2, де щури-матері протягом вагітності отримували гіпокалорійну дієту, спостерігається значне (p<0,05) зниження обох показників – гексокінази на 25,44% та ФФК на 28,17% в порівнянні з контрольною групою двомісячного потомства 1-2 (табл. 4).
Таблиця 4

Активність гексокінази та фосфофруктокінази у м’яких тканинах порожнини рота двомісячного потомства щурів-матерів, які протягом вагітності отримували незбалансоване харчування, (М±м, n=32)
	Показники
	Групи тварин

	
	1-2 (n=9)
	2-2 (n=15)
	3-2 (n=8)

	Гексокіназа,
мМ/с гбілка
	27,25±0,25
	26,33±0,16*

p<0,05
	20,69±0,33
p2<0,05 **

p2-2<0,05 ***

	ФФК,
мМ/с гбілка
	1,42±0,07
	1,25±0,02*

p<0,05
	1,02±0,03

p2<0,05**
p2-2<0,05***


Примітки: 1. * – p<0,05 – порівняння групи 2-2 з групою 1-2.

                  2. **–p2<0,05 – порівняння групи 3-2 з групою 1-2.
                  3.***–p2-2<0,05 – порівняння групи 3-2 з групою 2-2

При використанні незбалансованого харчування, гіперкалорійного і гіпокалорійного у щурів-матерів, їх двомісячне потомство, як і одномісячне, має достовірно знижену активність ключових ферментів гліколізу (гексокінази та ФФК), і гіпокалорійна дієта також значно більше знижує активність цих ферментів, ніж гіперкалорійна.
Висновки.

1. Незбалансоване харчування щурів-матерів, як гіперкалорійне, так і гіпокалорійне не впливає на активність гексокінази; тільки гіпокалорійна дієта підвищує активність ФФК. 
2. Незбалансоване харчування щурів під час вагітності негативно впливає на активність ферментів гліколізу їх потомства.
3. Харчування щурів-матерів достовірно впливає на активність ключових ферментів гліколізу їх новонародженого потомства, при чому гіперкалорійна дієта – підвищує, а гіпокалорійна дієта – знижує активність гексокінази та ФФК.

4. При використанні незбалансованого харчування, гіперкалорійного і гіпокалорійного, у щурів-матерів, їх двомісячне потомство, як і одномісячне, має достовірно знижену активність ключових ферментів гліколізу (гексокінази та ФФК), і гіпокалорійна дієта також значно більше знижує активність цих ферментів, ніж гіперкалорійна.
5. Можливо, зниження активності таких ключових ферментів гліколізу, як гексокінази та ФФК може призвести до розвитку гіпоергії тканин порожнини рота та інших тканин у тварини та викликати порушення розвитку та формування зубо-щелепного апарату та його патологію у майбутньому.
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Анотація. Письменна О.Т. Активність деяких ферментів гліколізу у м’яких тканинах порожнини рота у потомства щурів, що отримували незбалансовану дієту на протязі вагітності. 
Робота була присвячена дослідженню активності гексокінази та ФФК у м’яких тканинах порожнини рота у потомства щурів, матері яких знаходились на гіперкалорійній та гіпокалорійній дієті протягом вагітності. Виявили, що незбалансоване харчування щурів під час вагітності негативно впливає на активність ферментів гліколізу їх потомства. Можливо, зниження активності таких ферментів може призвести до розвитку гіпоергії тканин порожнини рота у тварини та викликати порушення розвитку та формування зубо-щелепного апарату та його патологію у майбутньому.
Ключові слова: гексокіназа, фосфофруктокіназа, м’які тканини порожнини рота, щури-матері, щурята, незбалансована дієта.
Аннотация. Письменная О.Т. Активность некоторых ферментов гликолиза в мягких тканях полости рта у потомства крыс, получавших несбалансированную диету в течение беременности.

Работа была посвящена исследованию активности гексокиназы и ФФК в мягких тканях полости рта у потомства крыс, матери которых находились на гиперкалорийной и гипокалорийной диете в течение беременности. Обнаружили, что несбалансированное питание крыс во время беременности негативно влияет на активность ферментов гликолиза их потомства. Возможно, снижение активности таких ферментов может привести к развитию гипоэргии тканей полости рта у животного и вызвать нарушения развития и формирования зубо-челюстного аппарата и его патологии в будущем.
Ключевые слова: гексокиназа, фосфофруктокиназа, мягкие ткани полости рта, крысы-матери, крысята, несбалансированная диета.
Annotation. Pysmenna О.T. The activity of certain glycolysis enzymes in the soft tissues of the oral cavity in the offspring of rats fed an unbalanced diet during pregnancy.

The work was devoted to the study of the activity of hexokinase and PFK in the soft tissues of the oral cavity in the offspring of rats whose mothers were on a hypercaloric and hypocaloric diet during pregnancy. It was found that unbalanced nutrition of rats during pregnancy negatively affects the activity of the glycolysis enzymes of their offspring. It is possible that a decrease in the activity of such enzymes may lead to the development of hypoergy of the tissues of the oral cavity in an animal and cause disturbances in the development and formation of the tooth-jaw apparatus and its pathology in the future.
Key words: hexokinase, phosphofructokinase, soft tissues of the oral cavity, mother rats, rat pups, unbalanced diet.
