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ÇÀÃÀËÜÍÀ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÐÎÁÎÒÈ 

Àêòóàëüí³ñòü òåìè. Â³òàì³í D âêëþ÷àº ãðóïó á³îîðãàí³÷íèõ ñïîëóê 

ñåêîñòåðî¿äíî¿ ïðèðîäè, â ïåðøó ÷åðãó õîëåêàëüöèôåðîë (â³òàì³í D3) òà 

åðãîêàëüöèôåðîë (â³òàì³í D2), ùî ìàþòü àíòèðàõ³òè÷íó ä³þ [Carter G.D., 2011]. Íå 

çàëåæíî â³ä ñïîñîáó íàäõîäæåííÿ â îðãàí³çì (ñèíòåç ó øê³ð³ çà ä³¿ óëüòðàô³îëåòó ÷è 

â ñêëàä³ õàð÷îâèõ ïðîäóêò³â) â³òàì³í D äëÿ ïåðåòâîðåííÿ íà ãîðìîíàëüíî-àêòèâíó 

ôîðìó òà ïðîÿâó á³îëîã³÷íèõ åôåêò³â çàçíàº äâîñòàä³éíîãî ã³äðîêñèëþâàííÿ 

[Bandeira F. et al., 2006]. Ïåðøèé åòàï â³äáóâàºòüñÿ ó ïå÷³íö³ ï³ä ä³ºþ â³òàì³í D  

25-ã³äðîêñèëàçè, åíçèìó ðîäèíè öèòîõðîìó Ð450, à ñàìå ³çîôîðì CYP27A1 òà 

CYP2R1, ç óòâîðåííÿì 25OHD (îñíîâíîãî ìàðêåðà çàáåçïå÷åíîñò³ îðãàí³çìó 

â³òàì³íîì D). Íàñòóïíå ã³äðîêñèëþâàííÿ â³äáóâàºòüñÿ ïåðåâàæíî ó íèðêàõ ï³ä ä³ºþ 

25ÎÍD 1-!-ã³äðîêñèëàçè (CYP27B1) ç óòâîðåííÿì 1!,25-äèã³äðîêñè 

õîëåêàëüöèôåðîëó (êàëüöèòð³îëó, 1!,25(OH)2D), ÿêèé çâ�ÿçóþ÷èñü ç ðåöåïòîðîì 

â³òàì³íó D (VDR) çäàòåí ðåãóëþâàòè åêñïðåñ³þ á³ëüø í³æ 200 ãåí³â [Wacker M. 

et al., 2013]. 

Íà ñüîãîäí³øí³é äåíü äåô³öèò â³òàì³íó íàáóâàº ñòàòóñó ïàíäåì³¿. Íàñë³äêàìè 

â³òàì³í-D íåäîñòàòíîñò³ º ïîðóøåííÿ ïðîöåñ³â ðåìîäåëþâàííÿ ê³ñòêîâî¿ òêàíèíè òà 

ï³äâèùåíèé ðèçèê ðîçâèòêó íèçêè õðîí³÷íèõ çàõâîðþâàíü, çîêðåìà îñòåîïîðîçó, 

öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó (ÖÄ 1), ðåâìàòî¿äíîãî àðòðèòó, ðîçñ³ÿíîãî ñêëåðîçó, 

ñåðöåâî-ñóäèííèõ ïàòîëîã³é, ³íôåêö³éíèõ òà îíêîëîã³÷íèõ õâîðîá. Øèðîêèé ñïåêòð 

ïàòîëîã³é, ùî àñîö³éîâàí³ ç äåô³öèòîì â³òàì³íó D, îáóìîâëþºòüñÿ òèì, ùî êð³ì 

äîáðå âèâ÷åíîãî âïëèâó íà ãîìåîñòàç êàëüö³þ ³ ôîñôàò³â, õîëåêàëüöèôåðîë çäàòåí 

íà ãåíîìíîìó ð³âí³ ðåãóëþâàòè ïðîë³ôåðóâàííÿ òà äèôåðåíö³þâàííÿ êë³òèí, 

àíã³îãåíåç òà àïîïòîç [Lin Z. et al., 2017]. Çà îñòàíí³ìè äàíèìè ÂÎÎÇ òà IOF 

(International Osteoporosis Foundation) ëþäè, ÿê³ íå îòðèìóþòü äîñòàòíþ ê³ëüê³ñòü 

ñîíÿ÷íîãî îïðîì³íåííÿ àáî íå ñïîæèâàþòü ïðèíàéìí³ 1000 ÌÎ â³òàì³íó D ùîäåííî 

çíàõîäÿòüñÿ ó ãðóï³ ðèçèêó ðîçâèòêó äåô³öèòó â³òàì³íó D [Vieth R. et al., 2007; 

Maalouf J. et al., 2008; Gordon C.M. et al., 2008; Marwaha R.K. et al., 2005]. Ñàìå òîìó 

ïîòðåáà ó õàðàêòåðèñòèö³ â³òàì³í D-ñòàòóñó îðãàí³çìó çðîñòàº ÿê ó ëàáîðàòîðí³é òàê 

³ ó êë³í³÷í³é ïðàêòèö³. 

Ñåðåä íèçêè ìåòàáîë³ò³â â³òàì³íó D, ÿê ìàðêåð â³òàì³í D-çàáåçïå÷åíîñò³ áóëî 

îáðàíî 25OHD, ê³ëüê³ñíå âèçíà÷åííÿ ÿêîãî ó ñèðîâàòö³ º ïîêàçíèêîì â³òàì³í-D 

ñòàòóñó ç ê³ëüêîõ ïðè÷èí: ïî-ïåðøå, ïåð³îä íàï³âðîçïàäó 25OHD ñòàíîâèòü 

2-3 òèæí³, ùî çíà÷íî ïåðåâèùóº ÷àñ öèðêóëþâàííÿ â êðîâ³ ³íøèõ ìåòàáîë³ò³â 

â³òàì³íó D; ïî-äðóãå, ã³äðîêñèëþâàííÿ â³òàì³íó D â ïå÷³íö³ íå º æîðñòêî 

ðåãóëüîâàíèì ³ çàëåæèòü, â îñíîâíîìó, ëèøå â³ä êîíöåíòðàö³¿ ñóáñòðàòó 

[Zervekh J.E., 2008]. Îïòèìàëüíèé âì³ñò 25OHD ó ñèðîâàòö³ ñòàíîâèòü 

100-150 íìîëü/ë (40-60 íã/ìë). 

Ìåòîäè, ÿê³ äîçâîëÿþòü âèçíà÷àòè 25OHD ó ñåðîëîã³÷íèõ çðàçêàõ, ìîæíà 

óìîâíî ïîä³ëèòè íà äâ³ ãðóïè: 1. Ô³çè÷í³ (âèñîêîåôåêòèâíà ð³äèííà õðîìàòîãðàô³ÿ 

(HPLC), õðîìàòîãðàô³ÿ ó ïîºäíàíí³ ç ìàñ-ñïåêòðîìåòð³ºþ (LC/MS)); 2. ²ìóíîëîã³÷í³ 

(³ìóíîåíçèìíèé àíàë³ç (ELISA), (ðàä³î³ìóííèé àíàë³ç (RIA)), õåì³ëþì³íåñöåíòíèé 

àíàë³ç (CLIA)) [Lai J.K.C. et al., 2012]. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî âèì³ðþâàííÿ ð³âíÿ 

â³òàì³íó D º ñêëàäíèì çàâäàííÿì, îñê³ëüêè â³í º ë³ïîô³ëüíîþ ñïîëóêîþ, ùî 
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òðàíñïîðòóºòüñÿ ó çâ�ÿçàíîìó ñòàí³ ç ïðîòå¿íàìè òà ì³ñòèòüñÿ ó êðîâ³ â 

íàíîìîëÿðí³é êîíöåíòðàö³¿. Îêð³ì òîãî, á³ëüø³ñòü íàÿâíèõ íà ðèíêó âàð³àíò³â 

òåñò-ñèñòåì º äîñòàòíüî äîðîãèìè, ïîòðåáóþòü ñêëàäíîãî îáëàäíàííÿ àáî 

ïåðåäáà÷àþòü ðîáîòó ç³ øê³äëèâèìè ðàä³îàêòèâíèìè åëåìåíòàìè. 

Òàêèì ÷èíîì, òåñòóâàííÿ çàáåçïå÷åíîñò³ â³òàì³íîì D îðãàí³çìó º âàæëèâîþ 

ìåäèêî-á³îëîã³÷íîþ çàäà÷åþ, îñê³ëüêè äåô³öèò â³òàì³íó D òà ïîâ'ÿçàíå ç íèì 

ïîðóøåííÿ ñèíòåçó êëþ÷îâèõ åëåìåíò³â â³òàì³í D-åíäîêðèííî¿ ñèñòåìè îáóìîâëþº 

ðîçâèòîê íèçêè ïàòîëîã³é (çîêðåìà ÖÄ 1). Ñàìå òîìó ðîçðîáêà ³ìóíîåíçèìíèõ 

òåñò-ñèñòåì äëÿ âèçíà÷åííÿ 25OHD íàäàñòü ìîæëèâ³ñòü ñâîº÷àñíî âèÿâëÿòè ïðîÿâè 

â³òàì³í D-äåô³öèòó ç ìåòîþ ïîäàëüøîãî íîðìàë³çóâàííÿ éîãî ð³âíÿ. Â³äíîâëåííÿ 

îïòèìàëüíî¿ çàáåçïå÷åíîñò³ îðãàí³çìó â³òàì³íîì D ñïðèÿòèìå êîðåãóâàííþ 

ìåòàáîë³÷íèõ ïîðóøåíü òà VDR-îïîñåðåäêîâàíîãî êë³òèííîãî ñèãíàëþâàííÿ ³ç 

çàëó÷åííÿì 1!,25(OH)2D. 

Çâ'ÿçîê ðîáîòè ç íàóêîâèìè ïðîãðàìàìè, ïëàíàìè, òåìàìè.  

Äèñåðòàö³éíà ðîáîòà âèêîíóâàëàñü ÿê ðîçä³ë áþäæåòíî¿ òåìè ¹ 4 â³ää³ëó 

á³îõ³ì³¿ â³òàì³í³â ³ êîåíçèì³â ²íñòèòóòó á³îõ³ì³¿ ³ì. Î.Â. Ïàëëàä³íà ÍÀÍ Óêðà¿íè 

«Ðîëü â³òàì³í³â À, Å, Â1, ÐÐ, D3, óá³õ³íîíó òà ¿õ êîåíçèì³â ó çàáåçïå÷åíí³ 

ôóíêö³îíóâàííÿ ñïåö³àë³çîâàíèõ êë³òèí çà íîðìè òà çà óìîâ ³í³ö³àö³¿ ¿õ çàãèáåë³» 

(¹ ä/ð 0112U002625, 2012-2016 ðð.). Ðîáîòó áóëî ï³äòðèìàíî Ïðåì³ºþ ³íñòèòóòó 

á³îõ³ì³¿ ³ì. Î.Â. Ïàëëàä³íà ÍÀÍ Óêðà¿íè çà êðàùó íàóêîâî ðîáîòó ìîëîäèõ ó÷åíèõ ó 

2017
 
ðîö³. 

Ìåòà ³ çàâäàííÿ äîñë³äæåííÿ. Ìåòîþ äèñåðòàö³éíî¿ ðîáîòè áóëà ðîçðîáêà òà 

êîíñòðóþâàííÿ ³ìóíîåíçèìíîãî ä³àãíîñòèêóìó äëÿ òåñòóâàííÿ ð³âíÿ 25ÎÍD   ó 

ñèðîâàòö³ êðîâ³, çîêðåìà çà óìîâ ðîçâèòêó åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 

1 òèïó.  

Äëÿ äîñÿãíåííÿ ìåòè áóëî ïîñòàâëåíî íèçêó çàâäàíü: 

1. Çä³éñíèòè ñèíòåç ³ìóíîãåííèõ êîí�þãàò³â ïîõ³äíèõ 25ÎÍD3, ùî ì³ñòÿòü àêòèâíó 

êàðáîêñèëüíó ãðóïó, ç ïðîòå¿íàìè-íîñ³ÿìè � ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà (KLH) òà 

àëüáóì³íîì êóðÿ÷îãî ÿéöÿ (OVA), ³ìóí³çàö³ÿ êðîë³â òà õàðàêòåðèñòèêà îòðèìàíèõ 

ïîë³êëîíàëüíèõ àíòèñèðîâàòîê ìåòîäîì íåïðÿìîãî ELISA; 

2. Ïðîâåñòè êîíñòðóþâàííÿ ³ìóíîåíçèìíî¿ òåñò-ñèñòåìè äëÿ âèçíà÷åííÿ 25OHD ó 

ñåðîëîã³÷íèõ çðàçêàõ òà ïîäàëüøó ðîçðîáêó ìåòîäó â³çóàë³çóâàííÿ ñèãíàëó ç 

âèêîðèñòàííÿì á³îòèí-ñòðåïòàâ³äèíîâî¿ ñèñòåìè; 

3. Â³äïðàöþâàòè ñõåìó ïîñòàíîâêè ðåàêö³¿ òà îïòèì³çóâàòè óìîâè ñîðáö³¿ àíòèò³ë íà 

ïîâåðõí³ ïîë³ñòèðîëîâèõ ïëàíøåò³â, äîñë³äèòè ð³çí³ ðåæèìè ïðîâåäåííÿ ðåàêö³¿ 

êîíêóðóâàííÿ òà ïðîâåñòè âàë³äóâàííÿ ñòâîðåíî¿ òåñò-ñèñòåìè çà íèçêîþ 

ñòàíäàðòíèõ õàðàêòåðèñòèê;  

4. Ç�ÿñóâàòè ðîëü â³òàì³íó D3 ó ðåãóëþâàíí³ åêñïðåñ³¿ 25ÎÍD 1-!-ã³äðîêñèëàçè 

(CYP27B1) åíçèìó, çà ó÷àñòþ ÿêîãî ñèíòåçóºòüñÿ ãîðìîíàëüíî àêòèâíà ôîðìà 

â³òàì³íó D � 1!,25(OH)2D, òà ðåöåïòîð³â â³òàì³íó D (VDR) çà ñòðåïòîçîòîöèí (STZ)-

³íäóêîâàíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó. 

Îá�ºêòè äîñë³äæåííÿ � ³ìóíí³ àíòèñèðîâàòêè ÿê äæåðåëî ïîë³êëîíàëüíèõ 

àíòèò³ë äî 25OHD äëÿ ïîäàëüøîãî êîíñòðóþâàííÿ ³ìóíîä³àãíîñòèêóìó, ñòàí 

çàáåçïå÷åíîñò³ îðãàí³çìó ùóð³â â³òàì³íîì D òà îáì³í â³òàì³íó D ó òêàíèíàõ òâàðèí. 
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Ïðåäìåò äîñë³äæåííÿ � ïîë³êëîíàëüí³ êðîëÿ÷³ àíòèò³ëà äî 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³íó D, ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ òà ïðîòå¿í³â CYP27B1 ³ VDR. 

Ìåòîäè äîñë³äæåííÿ. Ó ðîáîò³ áóëè âèêîðèñòàí³ á³îõ³ì³÷í³ 

(ñïåêòðîôîòîìåòð³ÿ, ³ìóíîåíçèìíèé àíàë³ç), õ³ì³÷í³ (ñèíòåç ³ìóíîêîí�þãàò³â), 

ìîëåêóëÿðíî-á³îëîã³÷í³ (Âåñòåðí áëîò àíàë³ç, ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ ó 

ðåàëüíîìó ÷àñ³, êîíôîêàëüíà ì³êðîñêîï³ÿ), ñòàòèñòè÷í³ ìåòîäè. 

 Íàóêîâà íîâèçíà îäåðæàíèõ ðåçóëüòàò³â. Â ðîáîò³ ç âèêîðèñòàííÿì 

ìîäèô³êîâàíîãî êàðáîäè³ì³äíîãî ìåòîäó çä³éñíåíî ïîåòàïíèé òðüîõñòàä³éíèé 

ñèíòåç ³ìóíîãåííèõ êîí�þãàò³â 25-ã³äðîêñèâ³òàì³íó D3 ç ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà 

Megathura crenulata (KLH) òà àëüáóì³íîì êóðÿ÷îãî ÿéöÿ (OVA). Ïðîâåäåíî 

î÷èùåííÿ ñòâîðåíèõ êîí�þãàò³â ìåòîäîì ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ òà âèçíà÷åíî 

ñï³ââ³äíîøåííÿ ìîëåêóë ãàïòåíó äî ïðîòå¿íó-íîñ³ÿ çà äîïîìîãîþ òîíêîøàðîâî¿ 

õðîìàòîãðàô³¿. Âíàñë³äîê ³ìóí³çóâàííÿ êðîë³â êîí�þãàòîì 25OHD3-KLH îòðèìàíî 

ïîë³êëîíàëüí³ àíòèò³ëà äî 25OHD, ÿê³ áóëî î÷èùåíî òà îõàðàêòåðèçîâàíî çà 

äîïîìîãîþ íåïðÿìîãî ³ìóíîåíçèìíîãî àíàë³çó. Âñòàíîâëåíî, ùî òèòð ñïåöèô³÷íèõ 

àíòèò³ë ñòàíîâèâ 1:10000, àíòèò³ëà íå âòðà÷àëè ñâîº¿ àêòèâíîñò³ òà ñïåöèô³÷íîñò³ 

ï³ñëÿ ïðîöåäóð ïðåöèï³òàö³¿ çà äîïîìîãîþ ñóëüôàòó àìîí³þ òà î÷èñòêè ä³àë³çîì. 

Âïåðøå ñêîíñòðóéîâàíî ³ìóíîåíçèìíó òåñò-ñèñòåìó äëÿ âèçíà÷åííÿ 25OHD ó 

ñèðîâàòö³ êðîâ³ ç çàñòîñóâàííÿì á³îòèí-ñòðåïòàâ³äèíîâîãî êîíêóðåíòíîãî ñïîñîáó 

â³çóàë³çóâàííÿ ñèãíàëó òà ïðîâåäåíî ¿¿ âàë³äóâàííÿ çà íèçêîþ ñòàíäàðòíèõ 

õàðàêòåðèñòèê: ïîáóäîâàíî ñòàíäàðòíó êàë³áðóâàëüíó êðèâó, âèçíà÷åíî ë³ì³ò 

äåòåêòóâàííÿ, ê³ëüê³ñíèé ë³ì³ò òà êîåô³ö³ºíòè âàð³àòèâíîñò³ (âíóòð³øíüîñèñòåìíèé - 

Inter CV ³ ì³æñèñòåìíèé - Intra CV). Ïðîâåäåíî òåñòóâàííÿ «ìàòðè÷íîãî» åôåêòó 

ãåìîãëîá³íó, á³ë³ðóá³íó ³ òðèàöèëãë³öåðîë³â òà ïîêàçàíî, ùî çà óìîâ âèêîðèñòàííÿ 

íåãåìîë³çîâàíèõ çðàçê³â äàí³ ñïîëóêè íå âíîñÿòü ñóòòºâî¿ ïîõèáêè â ðåçóëüòàòè 

àíàë³çó. Áóëî âñòàíîâëåíî, ùî ïåðåõðåñíà ðåàêòèâí³ñòü ñèñòåìè ç ³íøèìè 

ìåòàáîë³òàìè â³òàì³íó D ëåæèòü ó ìåæàõ 10%. Âïåðøå áóëî ç�ÿñîâàíî íåãàòèâíèé 

âïëèâ åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó íà ñèíòåç êëþ÷îâèõ åëåìåíò³â 

â³òàì³í D-åíäîêðèííî¿ ñèñòåìè � VDR òà CYP27B1 � ó ïå÷³íö³, íèðêàõ, ê³ñòêîâ³é 

òêàíèí³ òà ê³ñòêîâîìó ìîçêó ³ âñòàíîâëåíî äîö³ëüí³ñòü âèêîðèñòàííÿ â³òàì³íó D3, ÿê 

çàñîáó êîðåãóâàííÿ ä³àáåò-³íäóêîâàíèõ çì³í ó ñèíòåç³ ìÐÍÊ, ïðîòå¿íó ðåöåïòîð³â 

â³òàì³íó D òà 25OHD 1-!-ã³äðîêñèëàçè. 

Ïðàêòè÷íà çíà÷èì³ñòü. Ïðîâåäåíèé ñèíòåç ïîõ³äíèõ â³òàì³íó D3 ç àêòèâíîþ 

êàðáîêñèëüíîþ ãðóïîþ òà ñèíòåç ³ìóíîêîí�þãàòó KLH-â³òàì³íó D3 ç ïîäàëüøèì 

³ìóí³çóâàííÿì êðîë³â äîçâîëèëè îòðèìàòè ïîë³êëîíàëüí³ àíòèò³ëà, ùî ñòàëè 

îñíîâîþ ñòâîðåííÿ ³ìóíîä³àãíîñòèêóìó äëÿ âèçíà÷åííÿ ð³âíÿ 25OHD ó 

ñåðîëîã³÷íèõ çðàçêàõ. Ñòâîðåíà òåñò-ñèñòåìà ìîæå áóäå âèêîðèñòàíà äëÿ âèçíà÷åííÿ 

âì³ñòó 25OHD ó ñèðîâàòö³ êðîâ³ ëþäåé, õâîðèõ íà öóêðîâèé ä³àáåò 1 òèïó òà çà 

³íøèõ ïàòîëîã³é, â ðîçâèòêó ÿêèõ âàæëèâó ðîëü â³ä³ãðàþòü ïîðóøåííÿ îáì³íó 

â³òàì³íó D. 

Îñîáèñòèé âíåñîê çäîáóâà÷à. Äèñåðòàö³éíà ðîáîòà º ñàìîñò³éíèì íàóêîâèì 

äîðîáêîì çäîáóâà÷à, ùî âèêîíàíà ó â³äïîâ³äíîñò³ äî ïëàí³â åêñïåðèìåíòàëüíèõ òà 

òåîðåòè÷íèõ äîñë³äæåíü, ïðîâåäåíèõ òà óçàãàëüíåíèõ ïðîòÿãîì 2014 � 2017 ðð. 

Äèñåðòàíòîì ñàìîñò³éíî ïðîâåäåíî ïîøóê òà àíàë³ç äàíèõ íàóêîâî¿ ë³òåðàòóðè çà 
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òåìàòèêîþ ðîáîòè, â³äïðàöüîâàíî íèçêó ìåòîäèê òà ïðîâåäåíî åêñïåðèìåíòàëüíó 

ðîáîòó ó çàïëàíîâàíîìó îáñÿç³. Ïëàíóâàííÿ ðîáîòè, àíàë³ç òà îáãîâîðåííÿ 

îòðèìàíèõ åêñïåðèìåíòàëüíèõ ðåçóëüòàò³â, ôîðìóëþâàííÿ îñíîâíèõ ïîëîæåíü ³ 

âèñíîâê³â äèñåðòàö³éíî¿ ðîáîòè ïðîâîäèëèñü ñï³ëüíî ç íàóêîâèì êåð³âíèêîì ä.á.í., 

ïðîô. Ì.Ì. Âåëèêèì òà ê.á.í., ñò.í.ñï. ².Î. Øèìàíñüêèì. Êîíñóëüòóâàííÿ ç ïðèâîäó 

ñèíòåçó ³ìóíîêîí�þãàò³â òà ïðîâåäåííÿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ 

ïðîâîäèëîñü ç ä.á.í., ïðîô. Ë.Á. Äðîáîò. 

Àïðîáàö³ÿ ìàòåð³àë³â äèñåðòàö³¿: Ðåçóëüòàòè äèñåðòàö³éíî¿ ðîáîòè áóëî 

àïðîáîâàíî íà XI Óêðà¿íñüêîìó á³îõ³ì³÷íîìó êîíãðåñ³ (2014 ð³ê, Êè¿â, Óêðà¿íà), 

Êîíôåðåíö³¿-êîíêóðñ³ «Àêòóàëüí³ ïðîáëåìè á³îõ³ì³¿ òà á³îòåõíîëîã³¿» (2014 ð³ê 

(II ïðèçîâå ì³ñöå) òà 2015 ð³ê (III ïðèçîâå ì³ñöå), Êè¿â, Óêðà¿íà), Êîíôåðåíö³¿ 

ìîëîäèõ ó÷åíèõ «Conference for Young Scientists» (2015 ð³ê, Êè¿â, Óêðà¿íà), 

ì³æíàðîäí³é êîíôåðåíö³¿ «Advances in cell biology and biotechnology» (2015 ð³ê, 

Ëüâ³â, Óêðà¿íà), 2
é
 ì³æíàðîäí³é êîíôåðåíö³¿ «Vitamin D � minimum, maximum, 

optimum� � ï³ä ïàòðîíàæåì European Vitamin D Association (EVIDAS) (2015 ð³ê, 

Âàðøàâà, Ïîëüùà), X Ïàðíàñ³âñüê³é êîíôåðåíö³¿ äëÿ ìîëîäèõ ó÷åíèõ «Molecules in 

living cells and innovative medicine» (2016 ð³ê, Âðîöëàâ, Ïîëüùà), 52
é
 ùîð³÷í³é 

êîíôåðåíö³¿ EASDE (2016 ð³ê, Ìþíõåí, Í³ìå÷÷èíà), 3
é
 ì³æíàðîäí³é êîíôåðåíö³¿ 

«Vitamin D � minimum, maximum, optimum� � ï³ä ïàòðîíàæåì European Vitamin D 

Association (EVIDAS) (2017 ð³ê, Âàðøàâà, Ïîëüùà). 

Ïóáë³êàö³¿. Çà òåìîþ äèñåðòàö³¿ îïóáë³êîâàíî 14 íàóêîâèõ ðîá³ò, ç íèõ 

7 ñòàòåé ó ïðîâ³äíèõ ôàõîâèõ æóðíàëàõ (4 � ó çàêîðäîííèõ âèäàííÿõ) òà 

7 òåç äîïîâ³äåé ó çá³ðíèêàõ ìàòåð³àë³â â³ò÷èçíÿíèõ ³ ì³æíàðîäíèõ íàóêîâèõ 

êîíôåðåíö³é òà ç�¿çä³â.  

Ñòðóêòóðà ³ îáñÿã äèñåðòàö³¿. Äèñåðòàö³ÿ ñêëàäàºòüñÿ ç àíîòàö³¿, ïåðåë³êó 

óìîâíèõ ñêîðî÷åíü, âñòóïó, îïèñó ìàòåð³àë³â òà ìåòîä³â äîñë³äæåíü, ðåçóëüòàò³â 

ðîáîòè òà ¿õ îáãîâîðåííÿ, âèñíîâê³â òà ñïèñêó âèêîðèñòàíèõ äæåðåë 

(254 íàéìåíóâàííÿ). Äèñåðòàö³þ âèêëàäåíî íà 165 ñòîð³íêàõ äðóêîâàíîãî òåêñòó, 

ïðî³ëþñòðîâàíî 32 ðèñóíêàìè òà 9 òàáëèöÿìè. 

 

ÎÑÍÎÂÍÈÉ ÇÌ²ÑÒ ÐÎÁÎÒÈ 

Îãëÿä ë³òåðàòóðè 

Ó ðîçä³ë³ ïðåäñòàâëåíî ñó÷àñí³ ï³äõîäè ùîäî ïðèíöèï³â ñòâîðåííÿ òà 

ôóíêö³îíóâàííÿ òåñò-ñèñòåì äëÿ âèçíà÷åííÿ 25OHD ó ñåðîëîã³÷íèõ çðàçêàõ, 

ïðîàíàë³çîâàíî ¿õ ïåðåâàãè òà íåäîë³êè òà îá´ðóíòîâàíî äîö³ëüí³ñòü êîíñòðóþâàííÿ 

³ìóíîåíçèìíî¿ òåñò-ñèñòåìè êîíêóðåíòíîãî òèïó äëÿ òåñòóâàííÿ â³òàì³í D-ñòàòóñó 

îðãàí³çìó, â îñíîâó ÿêî¿ ïîêëàäåíî ïîë³êëîíàëüí³ êðîëÿ÷³ àíòèò³ëà äî 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³íó D. Ïðîàíàë³çîâàíî ìîæëèâ³ ìåòîäè ñèíòåçó òà õàðàêòåðèñòèêè 

³ìóíîãåííèõ êîí�þãàò³â òèïó ãàïòåí-ïðîòå¿íîâèé íîñ³é, ñõåìè ³ìóí³çóâàííÿ 

ëàáîðàòîðíèõ òâàðèí äëÿ ãåíåðóâàííÿ ïîë³êëîíàëüíèõ àíòèò³ë, ìåòîäè î÷èñòêè òà 

êîíöåíòðóâàííÿ ³ìóíîãëîáóë³í³â ç ñèðîâàòêè êðîâ³ òâàðèí ï³ñëÿ ³í�ºêö³é àíòèãåíó. 

Íàâåäåíî îñíîâí³ ïàðàìåòðè âàë³äóâàííÿ, ÿê³ òåñòóþòü ï³ä ÷àñ ñòâîðåííÿ íîâèõ 

³ìóíîåíçèìíèõ òåñò-íàáîð³â. Âèñâ³òëåíî ïèòàííÿ ïðî ïîðóøåííÿ îáì³íó òà 
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ñèãíàëþâàííÿ â³òàì³íó D çà åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó, îäíèì ç 

îñíîâíèõ óñêëàäíåíü ÿêîãî º ðîçâèòîê âòîðèííîãî îñòåîïîðîçó.  

 

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè äîñë³äæåíü 

Ñèíòåç êîí�þãàò³â 25OHD3 ç ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà Megathura cranulata 

(KLH; Sigma, ÑØÀ) òà àëüáóì³íîì êóðÿ÷îãî ÿéöÿ (OVA; Sigma, ÑØÀ) ïðîâîäèëè ç 

âèêîðèñòàííÿì ìîäèô³êîâàíîãî êàðáîäè³ì³äíîãî ìåòîäó ç 1-åòèë-3-(3-

äèìåòèëàì³íîïðîï³ë)êàðáîäè³ì³äîì (EDC; Sigma, ÑØÀ).ó òðè ñòàä³¿, íà ïåðø³é ç 

ÿêèõ áóëî ñèíòåçîâàíî 25-ã³äðîêñèâ³òàì³í-D3-3-ãåì³ñóêöèíàò, à íà íàñòóïí³é - 25-

ã³äðîêñèâ³òàì³í-D3-3-ãåì³ñóêöèíàò-N-ã³äðîêñè-ñóêöèí³ì³äíèé åô³ð, ÿêèé â 

ïîäàëüøîìó âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ ïðèøèâêè äî KLH àáî OVA [Huber E. et al., 2009]. 

Î÷èùåííÿ òà êîíöåíòðóâàííÿ ñèíòåçîâàíèõ êîí�þãàò³â ïðîâîäèëè çà 

äîïîìîãîþ ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ íà êîëîíêàõ Econo-Pac 10DG (Bio Rad, ÑØÀ) îá�ºìîì 

0,01 ë, âð³âíîâàæåíèõ 0,1 Ì K-ôîñôàòíèì áóôåðíèì ðîç÷èíîì (ðÍ 7,0). Ê³ëüê³ñòü 

ìîëåêóë ãàïòåíó (25OHD3), ÿêà óâ³éøëà â ñêëàä êîí�þãàòó, âèçíà÷àëè ìåòîäîì 

òîíêîøàðîâî¿ õðîìàòîãðàô³¿ ïðîäóêò³â éîãî îìèëåííÿ òà ³äåíòèô³êóâàëè â 

ÓÔ-ñâ³òë³ çà äîâæèíè õâèë³ 254 íì ç íàñòóïíèì ôàðáóâàííÿì ïëÿì ñóì³øøþ FeCl3 

ó 50% H2SO4. Ê³ëüê³ñòü 25OHD3 âèçíà÷àëè çà ñòàíäàðòîì, âèðàõîâóþ÷è ïëîùó ï³ê³â 

[Áàóìàí Â.Ê., 1989]  

Äëÿ ³ìóí³çóâàííÿ âèêîðèñòîâóâàëè ñ³ðèõ êðîë³â-ñàìèöü ìàñîþ 3,5-4 êã. 

Àíòèãåí ðîç÷èíÿëè ó ôîñôàòíîìó áóôåð³ (PBS, pH 7,4) äî êîíöåíòðàö³¿ 100 ìêã/ìë 

òà äîäàâàëè ð³âíèé îá�ºì ïîâíîãî àä�þâàíòó Ôðåéíäòà (CFA; Sigma, ÑØÀ). 

Îòðèìàíó ñóñïåíç³þ ââîäèëè ï³äøê³ðíî âçäîâæ õðåáòà êðîëÿ, îáèðàþ÷è ïî ï�ÿòü 

òî÷îê ç êîæíîãî áîêó õðåáòà íà â³äñòàí³ 1 ñì îäíà â³ä îäíî¿. Äðóãó ³ìóí³çàö³þ 

(áóñòåðíó) ïðîâîäèëè ÷åðåç 8 òèæí³â, à òðåòþ - ÷åðåç 1 ì³ñ ï³ñëÿ äðóãî¿. Äàë³ 

â³äáèðàëè êðîâ ³ç âóøíî¿ âåíè êðîëÿ é îòðèìóâàëè ñèðîâàòêó äëÿ ïîäàëüøîãî 

âèçíà÷åííÿ òèòðó ³ìóíîãëîáóë³í³â çà äîïîìîãîþ ³ìóíîåíçèìíîãî àíàë³çó. 

Âèñîëþâàííÿ ôðàêö³¿ ³ìóíîãëîáóë³í³â ç ñèðîâàòêè êðîâ³ ³ìóí³çîâàíèõ òâàðèí 

ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì 50% ðîç÷èíó ñóëüôàòó àìîí³þ ((NH4)2SO4; 

Sigma, ÑØÀ). Ï³ñëÿ âèñîëþâàííÿ ç ìåòîþ î÷èñòêè ñóñïåíç³¿ àíòèò³ë â³ä äîì³øîê 

ñóëüôàòó àìîí³þ òà ¿õ êîíöåíòðóâàííÿ ïðîâîäèëè ä³àë³ç ïðîòè ôîñôàòíîãî 

áóôåðíîãî ðîç÷èíó ó ðåæèì³ çàì³íè áóôåðà íà ñâ³æèé 3 ãîäèíè - í³÷ - 3 ãîäèíè, 

íàäàë³ PBS çì³íþâàëè íà 50% ðîç÷èí ãë³öåðèíó òà ä³àë³çóâàëè ó ðåæèì³ í³÷-3 

ãîäèíè-í³÷. Ó îòðèìàí³é ñóñïåíç³¿ àíòèò³ë âèì³ðþâàëè êîíöåíòðàö³þ ïðîòå¿íó òà 

çáåð³ãàëè ïðè -20
0
Ñ.  

Ìîäåëü öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó (ÖÄ 1) ó åêñïåðèìåíòàëüíèõ òâàðèí (á³ë³ 

ùóðè, ñàìö³, ìàñîþ 140±7 ã) âèêëèêàëè îäíîðàçîâèì ââåäåííÿì ñòðåïòîçîòîöèíó 

(STZ; Sigma, ÑØÀ) ó äîç³ 55 ìã/êã ìàñè ò³ëà âíóòð³øíüî÷åðåâíî ó öèòðàòíîìó 

áóôåðíîìó ðîç÷èí³ (ðÍ 5,0). Ï³ñëÿ äâîòèæíåâîãî ïåð³îäó ðîçâèòêó ä³àáåòó ó ùóð³â 

ïðîâîäèëè êîíòðîëü ð³âíÿ ãëþêîçè á³îñåíñîðíèì ìåòîäîì (ïðèëàä One Touch Select, 

ÑØÀ) òà â³äïîâ³äíî äî öüîãî ïîêàçíèêà ä³ëèëè íà ãðóïè: 1. êîíòðîëüíà ãðóïà; 

2. ä³àáåòè÷íà ãðóïà; 3. ä³àáåòè÷íà ãðóïà, ùóðè ÿêî¿ îòðèìóâàëè 600 ÌÎ â³òàì³íó D3 

(Sigma, ÑØÀ) íà 1 êã ìàñè ò³ëà ïåðîðàëüíî ïðîòÿãîì 30 ä³á ï³ñëÿ ðîçâèòêó ÖÄ 1. 
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Óñ³ ìàí³ïóëÿö³¿ ç ëàáîðàòîðíèìè òâàðèíàìè ïðîâîäèëè áåç ïîðóøåíü 

çàãàëüíîïðèéíÿòèõ á³îåòè÷íèõ íîðì ãóìàííîãî ïîâîäæåííÿ ç ëàáîðàòîðíèìè 

òâàðèíàìè çã³äíî äî â³äïîâ³äíèõ íàö³îíàëüíèõ òà ì³æíàðîäíèõ ïîëîæåíü ñòîñîâíî 

ïðîâåäåííÿ åêñïåðèìåíòàëüíèõ ðîá³ò (ªâðîïåéñüêà êîíâåíö³ÿ ïðî çàõèñò õðåáåòíèõ 

òâàðèí, ùî âèêîðèñòîâóþòüñÿ äëÿ äîñë³äíèõ òà ³íøèõ íàóêîâèõ ö³ëåé (Ñòðàñáóðã, 

1986); Çàêîí Óêðà¿íè «Ïðî çàõèñò òâàðèí â³ä æîðñòîêîãî ïîâîäæåííÿ» ¹ 3447-IV, 

2006).  

Âèçíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³¿ 25-ã³äðîêñèëüîâàíî¿ ôîðìè â³òàì³íó D ó ñèðîâàòö³ 

êðîâ³ ï³ääîñë³äíèõ òâàðèí ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ ðîçðîáëåíî¿ ³ìóíîåíçèìíî¿ 

òåñò-ñèñòåìè [Ìàçàíîâà À.Î., òà ³í., 2016]. 

Âèçíà÷åííÿ âì³ñòó ïðîòå¿í³â CYP27B1 òà VDR ïðîâîäèëè ìåòîäîì 

Âåñòåðí áëîò àíàë³çó ç âèêîðèñòàííÿì ïîë³êëîíàëüíèõ àíòè-CYP27B1 ³ 

ìîíîêëîíàëüíèõ àíòè-VDR (Santa Cruz, ÑØÀ) òà àíòè-"-àêòèí ïåðâèííèõ àíòèò³ë 

(Sigma, ÑØÀ). Âì³ñò çàãàëüíîãî ïðîòå¿íó ó ë³çàòàõ òêàíèí âèçíà÷àëè ìåòîäîì Ëîóð³ 

[Lowry O.H. et al., 1951]. Åëåêòðîôîðåòè÷íå ðîçä³ëåííÿ ïðîâîäèëè ó áóôåðí³é 

ñèñòåì³ Ëåìë³ [Laemmli U.K., 1970] ç âèêîðèñòàííÿì 10% ðîçä³ëÿþ÷îãî òà 

4,5 % êîíöåíòðóþ÷îãî ïîë³àêðèëàì³äíîãî ãåëþ. Äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ ñïåöèô³÷íîãî 

ñèãíàëó âèêîðèñòîâóâàëè ëþì³íîë òà ï-êóìàðîâó êèñëîòó (Sigma, ÑØÀ). 

Âèçíà÷åííÿ âì³ñòó ìÐÍÊ CYP27B1 òà VDR ïðîâîäèëè ìåòîäîì ê³ëüê³ñíî¿ 

ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³ (RT-qPCR), ïîïåðåäíüî 

âèä³ëÿþ÷è òîòàëüíó ÐÍÊ ç³ çðàçê³â òêàíèí êîëîíêîâèì ìåòîäîì (QIAGEN, ÑØÀ). 

Ñïåöèô³÷í³ ïîñë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â ãåíåðóâàëè çà äîïîìîãîþ on-line ïðîãðàìíîãî 

çàáåçïå÷åííÿ Primer BLAST íà ïëàòôîðì³ NCBI. Ó ÿêîñò³ ðåôåðåíñíîãî ãåíà 

âèêîðèñòîâóâàëè GAPDH (ãë³öåðàëüäåã³äòðèôîñôàò äåã³äðîãåíàçó). Îáðàõóíîê 

ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ ##Ñt ìåòîäó. 

Äëÿ ³ìóíîôëóîðåñöåíòíîãî ì³÷åííÿ CYP27B1 òà VDR ó êë³òèíàõ ê³ñòêîâîãî 

ìîçêó âèêîðèñòîâóâàëè ïåðâèíí³ àíòèò³ëà äî 25OHD 1-!-ã³äðîêñèëàçè òà ðåöåïòîðà 

â³òàì³íó D ³ âòîðèíí³ àíòèò³ëà ç ôëóîðåñöåíòíèìè ì³òêàìè DyLight 488 òà 

Alexa Fluor 546 (Thermo Fisher, ÑØÀ). ßäðà êë³òèí ôàðáóâàëè çà äîïîìîãîþ 

áàðâíèêà Hoechst. Çðàçêè àíàë³çóâàëè íà ëàçåðíîìó ñêàíóþ÷îìó êîíôîêàëüíîìó 

ì³êðîñêîï³ LSM 510 META ç âèêîðèñòàííÿì 100-êðàòíîãî çá³ëüøåííÿ îá�ºêòèâà òà 

³ìåðñ³éíî¿ ð³äèíè. 

Îáðîáêó äàíèõ ïðîâîäèëè çàãàëüíîïðèéíÿòèìè ìåòîäàìè âàð³àö³éíî¿ 

ñòàòèñòèêè ç âèðàõóâàííÿì ñåðåäíüîãî çíà÷åííÿ (Ì) é ñòàíäàðòíî¿ ïîõèáêè 

ñåðåäíüîãî (±m). Äëÿ âèçíà÷åííÿ äîñòîâ³ðíîñò³ â³äì³ííîñòåé ì³æ îäåðæàíèìè 

âåëè÷èíàìè äâîõ âèá³ðîê âèêîðèñòîâóâàëè t-êðèòåð³é Ñò�þäåíòà. Â³ðîã³äíèìè 

ââàæàëè â³äì³ííîñò³ ïðè  $0,05. Îïðàöþâàííÿ ³ ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó ðåçóëüòàò³â 

ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè Microsoft Excel. 

 

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ 

Åêñïåðèìåíòàëüíà ðîáîòà áóëà ñïðÿìîâàíà íà ñòâîðåííÿ ³ìóíîä³àãíîñòèêóìó 

äëÿ âèçíà÷åííÿ âì³ñòó 25-ã³äðîêñèëüîâàíî¿ ôîðìè â³òàì³íó D (25OHD) ó çðàçêàõ 

ñèðîâàòêè êðîâ³ ç ìåòîþ õàðàêòåðèñòèêè â³òàì³í D-ñòàòóñó îðãàí³çìó çà íèçêè 

ïàòîëîã³÷íèõ ñòàí³â, çîêðåìà öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó. 
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Îñíîâíèì ñêëàäíèêîì ELISA-ñèñòåìè º àíòèò³ëà ïðîòè ö³ëüîâîãî àíòèãåíó. 

Ãåíåðóâàííÿ àíòèò³ë äî â³òàì³íó D º ñêëàäíèì çàâäàííÿì, îñê³ëüêè éîãî ìîëåêóëà 

ìàº ìàëó ìîëåêóëÿðíó ìàñó ³ áåç ïîïåðåäíüîãî êîí�þãóâàííÿ ç ïðîòå¿íîì-íîñ³ºì íå 

çäàòíà ³íäóêóâàòè ³ìóííó â³äïîâ³äü â îðãàí³çì³ òâàðèíè-ðåöèï³ºíòà ³í�ºêö³¿. 

Ñàìå òîìó, äëÿ óñï³øíîãî ãåíåðóâàííÿ ³ìóííî¿ â³äïîâ³ä³ äî 25OHD â îðãàí³çì³ 

òâàðèí ïîòð³áíî ñòâîðþâàòè êîí�þãàòè òèïó ãàïòåí-ïðîòå¿íîâèé íîñ³é. 

Ó äàí³é ðîáîò³ ÿê ïðîòå¿í-íîñ³é áóëî îáðàíî ãåìîö³àí³í ìîëþñêà (KLH). 

Õ³ì³÷íå ïðèºäíàííÿ ìîëåêóëè 25OHD3 äî KLH áóëî çä³éñíåíî çà äîïîìîãîþ 

ìîäèô³êîâàíîãî êàðáîäè³ì³äíîãî ìåòîäó ç âèêîðèñòàííÿì EDC, ïåðåâàãà ÿêîãî º â 

òîìó, ùî êàðáîäè³ì³ä íå ñòàº ÷àñòèíîþ êîí�þãàòó òà íå ñòâîðþº äîäàòêîâîãî 

åï³òîïó.  

Íà ðèñ. 1 íàâåäåíî ïðîì³æí³ ñòàä³¿ ââåäåííÿ ó ñêëàä ìîëåêóëè 25OHD3 

àêòèâíî¿ êàðáîêñèëüíî¿ ãðóïè òà àêòèâóâàííÿ ¿¿ çà äîïîìîãîþ EDC. 

Ðèñ. 2 äåìîíñòðóº ñèíòåç ³ìóíîãåííîãî êîí�þãàòó 25-ã³äðîêñèëüîâàíî¿ ôîðìè 

â³òàì³íó D3 ç ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà. Äëÿ ïîäàëüøîãî ïðîâåäåííÿ íåïðÿìîãî 

³ìóíîåíçèìíîãî àíàë³çó ñèðîâàòîê ³ìóí³çîâàíèõ òâàðèí áóëî ñòâîðåíî êîí�þãàò 

25OHD3 ç àëüáóì³íîì êóðÿ÷îãî ÿéöÿ (25OHD3-OVA) çà íàâåäåíîþ âèùå ñõåìîþ. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ðèñ. 1 Ñòàä³¿ ñèíòåçó 25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3-3-ãåì³ñóêöèíàò-N-ã³äðîê-

ñèñóêöèí³ì³äíîãî åô³ðó 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ðèñ. 2 Ñèíòåç 25-ã³äðîêñèâ³òàì³í-D3-3-ãåì³ñóêöèíàò-KLH 

 

Ç ìåòîþ î÷èùåííÿ òà êîíöåíòðóâàííÿ ñèíòåçîâàíèõ êîí�þãàò³â áóëî 

ïðîâåäåíî ãåëü-ô³ëüòðàö³þ. Íà ðèñ. 3 (A) ïðîäåìîíñòðîâàíî êðèâó åëþþâàííÿ 

ïðîäóêò³â êîí�þãóâàííÿ 25-ã³äðîêñèâ³òàì³íó D3 ç ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà, ùî ì³ñòèòü 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3 
25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3-

3-ãåì³ñóêöèíàò 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3-3-ãåì³ñóêöèíàò-N-

ã³äðîêñè-ñóêöèí³ì³äíèé åô³ð 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3-3-ãåì³ñóêöèíàò-N-

ã³äðîêñè-ñóêöèí³ì³äíèé åô³ð 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3-3-ãåì³ñóêöèíàò-

KLH 
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äâà ï³êè: ïåðøèé â³äïîâ³äàº ñèíòåçîâàíîìó êîí�þãàòó, à äðóãèé õàðàêòåðèçóº âèõ³ä 

ç êîëîíêè 25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3-ãåì³ñóêöèíàò-N-ã³äðîêñè-ñóêöèí³ì³äíîãî åô³ðó, 

ÿêèé íå ïðîðåàãóâàâ ç ïðîòå¿íîì-íîñ³ºì.  

 

 
 

Ðèñ. 3 Êðèâà åëþþâàííÿ êîí�þãàòà 25OHD3-KLH (À) òà ðåçóëüòàòè òîíêîøàðîâî¿ 

õðîìàòîãðàô³¿ ïðîäóêò³â îìèëåííÿ êîí�þãàòà (Á) 1. 238 ìêã êîí'þãàòà, 2. 119 ìêã 

êîí'þãàò, 3. 30 ìêã 25ÎÍD3, 4. 20 ìêã 25OHD3, 5. 10 ìêã 25ÎÍD3 

 

Äëÿ îö³íêè ê³ëüêîñò³ 25OHD3, ÿêà óâ³éøëà ó ñêëàä îáîõ êîí�þãàò³â, 

âèêîðèñòîâóâàëè îìèëåííÿ ñóì³øøþ KOH ó ìåòèëîâîìó ñïèðò³ òà åêñòðàãóâàííÿ 

ãåêñàíîì ç ïîäàëüøèì ðîçä³ëåííÿì òîíêîøàðîâîþ õðîìàòîãðàô³ºþ. Äåòåêòóâàííÿ 

ïëÿì ïðîâîäèëè çà äîâæèíè ÓÔ-ïðîìåí³â 254 íì. Ðîçðàõóíîê ê³ëüêîñò³ 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³íó D3 çà ïëîùåþ ïëÿì àíàë³çîâàíèõ ðîç÷èí³â ïî â³äíîøåííþ äî 

ïëîù³ ïëÿì ñòàíäàðò³â íà õðîìàòîãðàô³¿ ïîêàçàâ, ùî ó ñêëàä³ 238 ìêã êîí�þãàòà ç 

ãåìîö³àí³íîì ì³ñòèòüñÿ 3 ìêã 25-ã³äðîêñèâ³òàì³íó D3 (ðèñ. 3 (Á)). Ìîëÿðíå 

ñï³ââ³äíîøåííÿ ñòåðî¿äó äî ãåìîö³àí³íó ñòàíîâèòü 10/1. 

Êîí�þãàò 25OHD3-KLH ðîç÷èíÿëè ó ôîñôàòíîìó áóôåðíîìó ðîç÷èí³ ç 

äîäàâàííÿì ð³âíîãî îá�ºìó ïîâíîãî àä�þâàíòó Ôðåéíäòà òà âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ 

ï³äøê³ðíîãî ìóëüòèòî÷êîâîãî ³ìóí³çóâàííÿ ñ³ðèõ êðîë³â-ñàìèöü. Íà ñüîìèé äåíü 

ï³ñëÿ îñòàííüîãî ³ìóí³çóâàííÿ ó êðîë³â â³äáèðàëè êðîâ ç âóøíî¿ âåíè òà âèçíà÷àëè 

òèòð ñïåöèô³÷íèõ àíòèò³ë äî 25OHD ìåòîäîì íåïðÿìîãî ³ìóíîåíçèìíîãî àíàë³çó. 

Áóëî ïðîäåìîíñòðîâàíî, ùî ó òâàðèí íàÿâíà ðåàêö³ÿ ³ìóííî¿ ñèñòåìè íà ïàðó 

ãàïòåí-íîñ³é. Äëÿ ìîëåêóëè-íîñ³ÿ ñèãíàë áóâ âèùèé, í³æ äëÿ ìîëåêóëè-ãàïòåíó, ùî 

ïîÿñíþºòüñÿ ãåíåòè÷íîþ â³ääàëåí³ñòþ ìîëåêóëè KLH â³ä ïðîòå¿í³â îðãàí³çìó êðîëÿ. 

Îêð³ì òîãî, ìîæíà ñòâåðäæóâàòè, ùî ó êðîâ³ ï³ääîñë³äíèõ òâàðèí áóëè íàÿâí³ 

àíòèò³ëà äî 25OHD, â òîé ÷àñ ÿê ïåðåõðåñíà ðåàêòèâí³ñòü ñèðîâàòêè ç ìîëåêóëîþ 

îâàëüáóì³íó ìàéæå â³äñóòíÿ. Íà îñíîâ³ òèòðóâàëüíèõ êðèâèõ äîñòîâ³ðíî âèçíà÷åíî 

òèòð ³ìóíîãëîáóë³í³â ñèðîâàòêè êðîâ³ êðîë³â äî 25OHD, ÿêèé ñòàíîâèòü 1:10000.  

Ç ìåòîþ âèä³ëåííÿ ãëîáóë³íîâî¿ ôðàêö³¿ ç ñèðîâàòêè êðîâ³ ³ìóí³çîâàíèõ 

êðîë³â, âèêîðèñòîâóâàëè ìåòîä ïðåöèï³òàö³¿ ç 50% ðîç÷èíîì ñóëüôàòó àìîí³þ 

((NH4)2SO4) òà ïîäàëüøèì î÷èùåííÿì ïðåöèï³òàòó â³ä äîì³øê³â ìåòîäîì ä³àë³çó 

ïðîòè ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðîç÷èíó (PBS, pH 7,4). Îòðèìàí³ ³ìóíîãëîáóë³íè 

çáåð³ãàëè ó 50% ðîç÷èí³ ãë³öåðèíó ïðè -20 
0
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Ï³ñëÿ âèñîëþâàííÿ òà î÷èùåííÿ êîíöåíòðàö³ÿ ïðîòå¿íó â îòðèìàí³é ñóñïåíç³¿ 

ñòàíîâèëà 24 ìã/ìë. Íåïðÿìèé ³ìóíîåíçèìíèé àíàë³ç äëÿ âèçíà÷åííÿ òèòðó 

ñïåöèô³÷íèõ àíòèò³ë äî 25OHD äåìîíñòðóº (ðèñ. 4), ùî ï³ñëÿ ïðîöåäóð 

âèñîëþâàííÿ òà ä³àë³çó àíòèò³ëà çäàòí³ äîñòîâ³ðíî ðîçï³çíàâàòè 25OHD. Ïîêàçàíî, 

ùî îòðèìàí³ àíòèò³ëà ïåðåõðåñíî íå ðåàãóþòü ç ïðîòå¿íîì-íîñ³ºì êîí�þãàòà 

ïîð³âíÿííÿ � îâàëüáóì³íîì. Îòæå, îòðèìàí³ ïîë³êëîíàëüí³ àíòèò³ëà ìîæóòü áóòè 

óñï³øíî âèêîðèñòàí³ ó êîíñòðóþâàíí³ ³ìóíîåíçèìíî¿ òåñò-ñèñòåìè äëÿ âèçíà÷åííÿ 

25OHD. 

 

 
 

Ðèñ. 4 Òèòð àíòèò³ë äî 25ÎÍD ñèðîâàòêè êðîâ³ êðîë³â, ³ìóí³çîâàíèõ 25ÎÍD3-KLH, 

ï³ñëÿ âèñîëþâàííÿ òà î÷èùåííÿ ìåòîäîì ä³àë³çó â ñåð³¿ ðîçâåäåíü: 1& 1:500; 

2& 1:1000; 3& 1:2000; 4& 1:4000; 5&1:8000; 6-1:16000; 7-1:32000; 8-1:64000. 

*p$ 0,05, çì³íè â³ðîã³äí³ ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì 

 

Ñïèðàþ÷èñü íà äàí³ ïðîàíàë³çîâàíî¿ ë³òåðàòóðè äëÿ ñòâîðåííÿ òåñò-ñèñòåìè 

áóëî îáðàíî êîíêóðåíòíèé âàð³àíò ELISA â îñíîâ³ ÿêîãî ëåæèòü êîíêóðóâàííÿ 

25OHD ñåðîëîã³÷íîãî çðàçêà ç 25OHD3-LC-á³îòèíîì çà ì³ñöÿ çâ�ÿçóâàííÿ ç³ 

ñïåöèô³÷íèìè ïîë³êëîíàëüíèìè àíòèò³ëàìè äî 25OHD. Ï³ä ÷àñ êîíñòðóþâàííÿ 

ëàáîðàòîðíîãî çðàçêà òåñò-ñèñòåìè áóëî ï³ä³áðàíî îïòèìàëüíó êîíöåíòðàö³þ 

ïîë³êëîíàëüíèõ àíòèò³ë äëÿ ñîðáóâàííÿ íà äíî ëóíîê ïîë³ñòåðîëîâèõ ïëàíøåò³â, ÿêà 

ñòàíîâèëà 10 ìêã/ìë; äëÿ áëîêóâàííÿ â³ëüíèõ ì³ñöü çâ�ÿçóâàííÿ òà ïðîìèâàííÿ 

ëóíîê ï³ñëÿ êîæíîãî ðàóíäó ³íêóáóâàííÿ âèêîðèñòîâóâàëè ðîç÷èí PBS ç äîäàâàííÿì 

0,05% Tween 20. ßê êîíêóðóþ÷èé àãåíò áóëî îáðàíî 25OHD3-LC-á³îòèí, ÿêèé 

òåñòóâàëè ó ä³àïàçîí³ êîíöåíòðàö³é 200, 400, 600, 800, 1000, 1500 ïã íà 200 ìêë 

³íêóáàö³éíîãî ñåðåäîâèùà. 

Ðèñ. 5 äåìîíñòðóº íàÿâí³ñòü ë³í³éíî¿ ä³ëÿíêè êðèâî¿ ïðè çâ�ÿçóâàíí³ ñîðáîâà-

íèõ àíòèò³ë ç 25OHD3-LC-á³îòèíîì, ùî âêàçóº íà ïðîïîðö³éíó çàëåæí³ñòü ñèãíàëó 

³ìóíîñïåöèô³÷íî¿ âçàºìîä³¿ â³ä íàÿâíîñò³ â³ëüíèõ öåíòð³â çâ�ÿçóâàííÿ àíòèò³ë, ÿê³ 

çàïîâíþþòüñÿ ïðè êîíöåíòðàö³ÿõ á³îòèíèëüîâàíîãî 25OHD3 âèùèõ çà 

1000 ïã/200 ìêë. Òîìó ó ïîäàëüøîìó 25OHD3-LC-á³îòèí âèêîðèñòîâóâàëè ó 

êîíöåíòðàö³¿ 1000 ïã/200 ìêë (5 íã/ìë). 

Äëÿ âèÿâëåííÿ ñïåöèô³÷íîãî ñèãíàëó áóëî âèêîðèñòàíî êîí�þãàò 

ñòðåïòàâ³äèíó ç ïåðîêñèäàçîþ õðîíó (HRP), à ÿê ñóáñòðàò � 3,3�,5,5�-
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òåòðàìåòèëáåíçèäèí, ÿêèé ìàº íàéá³ëüøó ÷óòëèâ³ñòü ñåðåä íàÿâíèõ íà ðèíêó 

ñóáñòðàò³â äëÿ HRP òà ìîæå äåòåêòóâàòèñÿ ïðè ð³çíèõ äîâæèíàõ õâèë³ � 630 

(áåç äîäàâàííÿ H2SO4) òà 450 (ç äîäàâàííÿì H2SO4). 

 

 
Ðèñ. 5 Ï³äá³ð îïòèìàëüíî¿ êîíöåíòðàö³¿ êîíêóðóþ÷îãî àãåíòà 25OHD3-LC-á³îòèíó 

 

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè íîâîñòâîðåíèõ òåñò-ñèñòåì ïðîâîäÿòü òåñòóâàííÿ çà 

íèçêîþ ïàðàìåòð³â âàë³äóâàííÿ. Äëÿ ñèñòåì òèïó ELISA òàêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè 

º: ñåëåêòèâí³ñòü, òî÷í³ñòü, â³äòâîðþâàí³ñòü, ñòàíäàðòíà êàë³áðóâàëüíà êðèâà, 

÷óòëèâ³ñòü, íàÿâí³ñòü «ìàòðè÷íîãî» åôåêòó ñêëàäîâèõ ñåðîëîã³÷íîãî çðàçêà, 

ïåðåõðåñíà ðåàêòèâí³ñòü. 

Ñòàíäàðòíó êàë³áðóâàëüíó êðèâó áóëî ïîáóäîâàíî ç âèêîðèñòàííÿì íàáîðó ç 

ñåìè êàë³áðàòîð³â, ÿê³ ì³ñòèëè 0; 1,25; 2,5; 10; 35; 70 òà 150 íã/ìë 25OHD3, 

ðîç÷èíåíîãî ó ôîñôàòíîìó áóôåð³ (ðÍ 7,4). Êðèâó áóäóâàëè ó êîîðäèíàòàõ 

B/B0 (â³ñü Õ) â³ä êîíöåíòðàö³¿ êàë³áðàòîðà â íã/ìë (â³ñü Y). (ðèñ. 6).  

 
Êîíöåíòðàö³ÿ 

25OHD3 

êàë³áðàòîðà, íã/ìë 

Çíà÷åííÿ 

åêñòèíö³¿ 

0 1,790 

1,25 1,450 

2,5 1,089 

10 0,920 

35 0,752 

70 0,567 

150 0,340 

 

Ðèñ. 6 Çàëåæí³ñòü îïòè÷íî¿ ãóñòèíè â³ä êîíöåíòðàö³¿ êàë³áðàòîðà (À), ñòàíäàðòíà 

êàë³áðóâàëüíà êðèâà ñòâîðåíî¿ òåñò-ñèñòåìè (Á) òà êîìåðö³éíîãî íàáîðó äëÿ 

âèçíà÷åííÿ 25OHD (IDS 25-Hydroxu vitamin D
s
 EIA) (Â) 

 

Ïðè ïîð³âíÿíí³ ñòàíäàðòíî¿ êðèâî¿ ñòâîðåíîãî ³ìóíîåíçèìíîãî íàáîðó ç³ 

ñòàíäàðòíîþ êðèâîþ êîìåðö³éíî-äîñòóïíîãî ä³àãíîñòèêóìó äëÿ âèçíà÷åííÿ 

25OHD âèðîáíèöòâà í³ìåöüêî¿ êîìïàí³¿ 25-Hydroxu vitamin D
s
 EIA áóëî ïîêàçàíî, 

ùî îáèäâ³ êðèâ³ ïåðåêðèâàþòü ä³àïàçîí êîíöåíòðàö³é â³ä 1,25 íã/ìë äî 150 íã/ìë 
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25OHD ó çðàçêó. Çíà÷åííÿ åêñòèíö³¿ êàë³áðàòîð³â êîìåðö³éíîãî íàáîðó ìàéæå íå 

â³äð³çíÿþòüñÿ â³ä àíàëîã³÷íèõ äëÿ êàë³áðàòîð³â ðîçðîáëåíî¿ ñèñòåìè (ðèñ. 6).  

Âèêîðèñòîâóþ÷è ñòàíäàðòíó êàë³áðóâàëüíó êðèâó äëÿ êîæíî¿ òåñò-ñèñòåìè 

ìîæíà âèçíà÷èòè òàê³ âàæëèâ³ ïàðàìåòðè ÿê àíàë³òè÷íó àáî ôóíêö³îíàëüíó 

÷óòëèâ³ñòü, à òàêîæ íèæíþ ìåæó âèÿâëåííÿ, ÿê³ ìàòåìàòè÷íî îïèñóþòüñÿ ÿê ë³ì³ò 

äåòåêòóâàííÿ (DL) òà ê³ëüê³ñíèé ë³ì³ò (QL). Ë³ì³ò äåòåêòóâàííÿ âèçíà÷àëè çà 

ôîðìóëîþ � DL=3.3s/a, äå s � ñòàíäàðòíå êâàäðàòè÷íå â³äõèëåííÿ (SD) çíà÷åíü 

íóëüîâîãî êàë³áðàòîðà; a � íàõèë ñòàíäàðòíî¿ êðèâî¿ äî îñ³ Õ. 

SD- 0,170465; a= 0,2456; DL=2,3 íã/ìë 

Ê³ëüê³ñíèé ë³ì³ò âèçíà÷àëè çà ôîðìóëîþ QL=10s/a, äå s � ñòàíäàðòíå 

êâàäðàòè÷íå â³äõèëåííÿ (SD) çíà÷åíü íóëüîâîãî êàë³áðàòîðà; a � íàõèë êðèâî¿ äî îñ³ 

Õ.  

SD- 0,170465; a= 0,2456; QL=6,9 íã/ìë 

Îäíèì ç âàæëèâèõ ïîêàçíèê³â äëÿ âàë³äóâàííÿ áóäü-ÿêî¿ òåñò-ñèñòåìè º 

â³äñóòí³ñòü òàê çâàíîãî «ìàòðè÷íîãî» åôåêòó», ÿêèé õàðàêòåðèçóº âïëèâ 

êîìïîíåíò³â çðàçêà (ñèðîâàòêè àáî ïëàçìè) íà ðåçóëüòàòè âèì³ðþâàííÿ. Äàíèé 

ïàðàìåòð âèçíà÷àºòüñÿ ÿê ð³çíèöÿ ì³æ ïîêàçíèêàìè åêñòèíö³¿ çðàçêà, ðîçâåäåíîãî íà 

ñòàíäàðòíîìó áóôåðíîìó ðîç÷èí³ (êàë³áðàòîðà), òà çðàçêà ñèðîâàòêè àáî ïëàçìè 

êðîâ³. Îñíîâíèìè êîìïîíåíòàìè ñèðîâàòêè , ÿê³ ìîæóòü ÷èíèòè ³íã³áóâàëüíèé 

âïëèâ íà ïðîâåäåííÿ ïðîöåäóðè àíàë³çó º ãåìîãëîá³í, á³ë³ðóá³í òà òðèàöèëãë³öåðîëè.  

 

   

Ðèñ. 7 Âèçíà÷åííÿ «ìàòðè÷íîãî» åôåêòó ãåìîãëîá³íó (À), á³ë³ðóá³íó (Á) òà 

òðèàöèëãë³öåðîë³â (Â) íà ñòâîðåíó òåñò-ñèñòåìó 

 

Õî÷à êîíöåíòðàö³ÿ ãåìîãëîá³íó ó êðîâ³ ñòàíîâèòü 95-180 ã/ë, äëÿ íåãåìîë³çî-

âàíèõ çðàçê³â âîíà íå ìàº ïåðåâèùóâàòè 0,5 ã/ë. Íàìè áóëî îáðàíî ä³àïàçîí 

êîíöåíòðàö³é ãåìîãëîá³íó 0,07-5 ã/ë. Íà ðèñ. 7 (À) ïîêàçàíî, ùî êîíöåíòðàö³ÿ 

ãåìîãëîá³íó 0,07 ã/ë íå âèêëèêàº ³íã³áóâàííÿ ñèãíàëó, à êîíöåíòðàö³ÿ 5 ã/ë 

ïðèçâîäèòü äî çíèæåííÿ çíà÷åííÿ åêñòèíö³¿ íà 30%.  

Äëÿ á³ë³ðóá³íó íîðìàëüíà êîíöåíòðàö³ÿ ó êðîâ³ íå ïåðåâèùóº 0,01 ã/ë (äëÿ 

òîòàëüíî¿ ôðàêö³¿). Äëÿ òåñòóâàííÿ íàìè áóëî îáðàíî ä³àïàçîí êîíöåíòðàö³é 0,07-5 

ã/ë. Ðèñ. 7 (Á) äåìîíñòðóº, ùî íàÿâí³ñòü 0,07 ã/ë á³ë³ðóá³íó ó ³íêóáàö³éíîìó 

ñåðåäîâèù³ íå âïëèâàº íà ³íòåíñèâí³ñòü ñèãíàëó, ³ ëèøå çíà÷íå ï³äâèùåííÿ 

êîíöåíòðàö³¿ á³ë³ðóá³íó, ùî ïåðåâèùóº íîðìàëüíèé âì³ñò â 500 ðàç³â (5 ã/ë) 
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âèêëèêàº çíèæåííÿ åêñòèíö³¿ íà 50%. Êîíöåíòðàö³ÿ òðèàöèëãë³öåðîë³â ó çðàçêàõ íå 

ìàº ïåðåâèùóâàòè 0,9 ììîëü (77.9 ìã/äë). Çà óìîâ ï³äâèùåííÿ öüîãî ïîêàçíèêà 

çðàçîê ââàæàþòü çàáðóäíåíèì ë³ï³äàìè òà íå äîïóñêàþòü äî àíàë³çó. Äëÿ 

ïðîâåäåííÿ òåñòóâàííÿ åôåêòó òðèàöèëãë³öåðîë³â íà åôåêòèâí³ñòü ïðîâåäåííÿ 

àíàë³çó áóëî îáðàíî ä³àïàçîí êîíöåíòðàö³é 0,2-3 ììîëü/ë. Ïîêàçàíî (ðèñ. 7 (Â)), ùî 

³íã³áóâàííÿ ñïåöèô³÷íîãî ñèãíàëó â³äáóâàºòüñÿ çà êîíöåíòðàö³¿ òðèàöèëãë³öåðîë³â ó 

çðàçêó ùî äîð³âíþº 3 ììîëü òà âèùå. 

Âàæëèâèìè ïàðàìåòðàìè ä³àãíîñòè÷íèõ ñèñòåì º â³äòâîðþâàí³ñòü (Inter CV) òà 

ïîâòîðþâàí³ñòü (Intra CV). Ö³ ïîêàçíèêè íàäàþòü ³íôîðìàö³þ ïðî éìîâ³ðí³ñòü 

âèíèêíåííÿ ïîìèëîê ï³ä ÷àñ âèì³ðþâàííÿ îäíîãî çðàçêà ó äåê³ëüêîõ ïàðàëåëÿõ íà 

îäíîìó òà íà ð³çíèõ ïëàíøåòàõ. Ðåçóëüòàòè ELISA ïðèéíÿòî ââàæàòè äîñòîâ³ðíèìè 

ó âèïàäêó, êîëè Intra CV íå ïåðåâèùóº 10%, à Inter CV � 15%. Âðàõîâóþ÷è, ùî 

25OHD ì³ñòèòüñÿ ó ñèðîâàòö³ êðîâ³ â íàíîìîëÿðíèõ êîíöåíòðàö³ÿõ, ðåçóëüòàòè 

ñêîíñòðóéîâàíîãî òåñò-íàáîðó äëÿ âèçíà÷åííÿ â³òàì³íó D ââàæàëè äîñòîâ³ðíèìè çà 

óìîâ, êîëè âíóòð³øíüîñèñòåìíèé òà ì³æñèñòåìíèé êîåô³ö³ºíòè âàð³àòèâíîñò³ íå 

ïåðåâèùóâàëè 10% (òàáë. 1). 

Òàáëèöÿ 1  

Çíà÷åííÿ âíóòð³øíüîñèñòåìíîãî (Intra CV) òà ì³æñèñòåìíîãî (Inter CV) êîåô³ö³ºíò³â 

âàð³àòèâíîñò³ äëÿ çðàçê³â ñèðîâàòêè êðîâ³ êîíòðîëüíèõ ùóð³â 
Âíóòð³øíüîñèñòåìíèé êîåô³ö³ºíò âàð³àòèâíîñò³ 

(Intra CV) 

Ì³æñèñòåìíèé êîåô³ö³ºíò âàð³àòèâíîñò³ 

 (Inter CV) 

Çðàçîê Ê³ëüê³ñòü 

ïîâòîðåíü 

Ñåðåäíº 

çíà÷åííÿ 

åêñòèíö³¿±SD 

CV, 

% 

Çðàçîê Ê³ëüê³ñòü 

ïîâòîðåíü 

Ñåðåäíº 

çíà÷åííÿ 

åêñòèíö³¿±SD 

CV, 

% 

À 3 0,554±0,03 5 À 3 0,449±0,09 9 

Á 3 0,549±0,04 7 Á 3 0,657±0,03 5 

Â 3 0,732±0,05 7 Â 3 0,724±0,02 3 

Ã 3 0,648±0,007 1 Ã 3 0,780±0,04 5 

Ä 3 0,682±0,018 2 Ä 3 0,763±0,03 4 

 

Îêð³ì àíàë³òà ó çðàçêó ìîæóòü ïåðåáóâàòè ³íø³ ñõîæ³ çà ôîðìîþ íà íüîãî 

ìîëåêóëè. Ñàìå òîìó âàæëèâî âèçíà÷àòè ïåðåõðåñíó ðåàêòèâí³ñòü öèõ ðå÷îâèí ç 

ñîðáîâàíèìè íà äíî ëóíîê àíòèò³ëàìè ïðîòè ö³ëüîâîãî àíòèãåíà. Äëÿ öüîãî, ÿê 

ïðàâèëî, âèêîðèñòîâóþòü êîíöåíòðàö³¿ ïîòåíö³éíèõ ïåðåõðåñíî ðåàãóþ÷èõ ìîëåêóë, 

ùî ó 10 ðàç³â ïåðåâèùóþòü êîíöåíòðàö³þ ïåðøîãî êàë³áðàòîðà. Îêð³ì 25-

ã³äðîêñèâ³òàì³íó D3 ó ñåðîëîã³÷íîìó çðàçêó ìîæóòü ïåðåáóâàòè ³ ³íø³ ìåòàáîë³òè 

â³òàì³íó D, òàê³ ÿê 1!,25(OH)2D3, 25OHD2, íåã³äðîêñèëüîâàíèé â³òàì³í D3 òà ³íø³ 

ìåòàáîë³òè â³òàì³íó D, ïðè÷îìó ÿê åðãî,- òàê ³ õîëåêàëüöèôåðîëó, ÿêèõ íàðàç³ ó 

ë³òåðàòóð³ íàë³÷óºòüñÿ ïîíàä 40. Äëÿ àíàë³çó áóëî îáðàíî íàñòóïí³ êîíöåíòðàö³¿ 

ïîòåíö³éíèõ ïåðåõðåñíî ðåàãóþ÷èõ ìîëåêóë: õîëåêàëüöèôåðîë (D3) � 5-800 íã/ìë; 

åðãîêàëüöèôåðîë (D2) - 5-800 íã/ìë; 25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3 � 0-150 íã/ìë; 1!,25-

äèã³äðîêñèâ³òàì³í D3 � 0,0025-2 íã/ìë, îñê³ëüêè â íîðì³ êîíöåíòðàö³ÿ êàëüöèòð³îëó 

ó ñåðîëîã³÷íèõ çðàçêàõ çíàõîäèòüñÿ ó ï³êîìîëÿðíîìó ä³àïàçîí³ 15-75 ïã/ìë. 

Ïðîâ³âøè ïîð³âíÿëüíèé àíàë³ç ñòâîðåíî¿ òåñò-ñèñòåìè äëÿ êîíêóðåíòíîãî 

âèçíà÷åííÿ 25OHD ç êîìåðö³éíèìè íàáîðàìè, ùî âèêîðèñòîâóþòü àíàëîã³÷íèé 

ïðîòîêîë, áóëî â³äì³÷åíî, ùî â³äñîòîê ïåðåõðåñíî¿ ðåàêòèâíîñò³ íîâîñòâîðåíîãî 
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òåñò-íàáîðó ç îñíîâíèìè ìåòàáîë³òàìè â³òàì³íó D â á³ëüøîñò³ âèïàäê³â íå 

ïåðåâèùóº çíà÷åííÿ, íàâåäåí³ ó ñóïðîâ³äíèõ äîêóìåíòàõ äî êîìåðö³éíèõ àíàëîã³â. 

Âàæëèâèì º ôàêò, ùî ñòâîðåíà òåñò-ñèñòåìà ìàº íàéìåíøèé â³äñîòîê ïåðåõðåñíî¿ 

ðåàêòèâíîñò³ ç êàëüöèòð³îëîì (1!,25-äèã³äðîêñèâ³òàì³íîì D3) ñåðåä óñ³õ ïîð³âíÿíèõ 

çðàçê³â (òàáë. 2).  

Òàáëèöÿ 2  

Ïîð³âíÿííÿ â³äñîòê³â ïåðåõðåñíî¿ ðåàêòèâíîñò³ ñòâîðåíî¿ òåñò-ñèñòåìè äëÿ 

âèçíà÷åííÿ 25OHD ç êîìåðö³éíî-äîñòóïíèìè àíàëîãàìè 
 

 

 
Àíàë³ò 

Â³äñîòîê ïåðåõðåñíî¿ ðåàêòèâíîñò³ 

Ðîçðîáëåíà 

â ðîáîò³ 
ñèñòåìà 

25(OH)-

Vitamin D 
direct 

ELISA Kit, 

Àâñòð³ÿ 

25OH 

vitamin D 
total 

ELISA 

assay, 
Áåëüã³ÿ 

25-

Hydroxu 
vitamin D

s
 

EIA, 

Í³ìå÷÷èíà 

25OH 

Vitamin D 
Total 

ELISA, 

ÑØÀ 

Õîëåêàëüöèôåðîë (D3) 2,5% - 2,9% <0,01% 2,9% 

Åðãîêàëüöèôåðîë (D2) 4,5% 0,3% 1,3% <0,3% 1,3% 

25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3 100% 100% 100% 100% 100% 

1!,25-äèã³äðîêñèâ³òàì³í D3 10% - 20% - 20% 

 

Â îñòàíí³ ðîêè â³òàì³í D ðîçãëÿäàþòü íå ëèøå ÿê ðåãóëÿòîð ãîìåîñòàçó 

êàëüö³þ ³ ôîñôàò³â â îðãàí³çì³, à ³ ÿê ïîòóæíèé ìîäóëÿòîð ïðîë³ôåðóâàííÿ òà 

äèôåðåíö³þâàííÿ êë³òèí, ïðîàïîïòè÷íèé òà àíòèàíã³îãåííèé àãåíò. Â³òàì³í D- 

äåô³öèòíèé ñòàí îðãàí³çìó àñîö³þþòü ç ðîçâèòêîì íèçêè ïàòîëîã³é, ñåðåä ÿêèõ îäíå 

ç ïåðøèõ ì³ñöü ïîñ³äàº öóêðîâèé ä³àáåò 1 òèïó. Ç ìåòîþ âñòàíîâëåííÿ ïîðóøåíü ó 

ñèñòåì³ ã³äðîêñèëþâàííÿ òà ñèãíàëþâàííÿ õîëåêàëüöèôåðîëó íà òë³ ðîçâèòêó 

öóêðîâîãî ä³àáåòó áóëî ïðîâåäåíî ìîäåëþâàííÿ ÖÄ 1 îäíîðàçîâîþ ³í�ºêö³ºþ STZ 

(55 ìã/êã, ³.ï.). Ä³àáåòè÷íèõ òâàðèí á³ëî ïîä³ëåíî íà äâ³ ãðóïè: 1. ä³àáåò; 

2. ä³àáåò+600 ÌÎ/êã â³òàì³íó D3 ïåðîðàëüíî (30 ä³á). 

Ó ï³ääîñë³äíèõ òâàðèí ïðîâîäèëè âèì³ðþâàííÿ ð³âíÿ ãëþêîçè à òàêîæ 25OHD 

ó ñèðîâàòö³ êðîâ³ çà äîïîìîãîþ ñòâîðåíî¿ òåñò-ñèñòåìè. Çã³äíî îòðèìàíèõ äàíèõ 

(òàáë. 3) ð³âåíü 25OHD ó ä³àáåòè÷íèõ òâàðèí ñóòòºâî çíèæóâàâñÿ (52±3 íìîëü/ë) ó 

ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëüíîþ ãðóïîþ (97±0,5 íìîëü/ë).  

Òàáëèöÿ 3  

Ð³âåíü ãëþêîçè ³ 25OHD ó ùóð³â ç³ ñòðåïòîçîòîöèí-³íäóêîâàíèì ä³àáåòîì òà ï³ñëÿ 

ââåäåííÿ â³òàì³íó D3 â äîç³ 600 ÌÎ/êã, 30 ä³á. Ì±m, n = 5  
 Ð³âåíü ãëþêîçè, ììîëü/ë Ð³âåíü 25OHD, íìîëü/ë Ð³âåíü 25OHD,  

íã/ìë 

Êîíòðîëü 4,9±0,1 97±0,5 39±2,4 

Êîíòðîëü+â³òàì³í D3 4,1±1,3 105±0,2 42±1,8* 

Ä³àáåò 26,8±1,9
*
 52±3

*
 20,1±4

*
 

Ä³àáåò+â³òàì³í D3 15,9±2,3
#
 71,3±3,1

#
 28±5

#
 

* p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì; - p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ ó ïîð³âíÿíí³ ç 

ä³àáåòîì. 

 

Ââåäåííÿ õîëåêàëüöèôåðîëó ä³àáåòè÷íèì òâàðèíàì ïðîòÿãîì ì³ñÿöÿ ó äîç³ 600 

ÌÎ/êã ïðèçâîäèëî äî ÷àñòêîâîãî êîðåãóâàííÿ öüîãî ïîêàçíèêà - 71,3±3,1 íìîëü/ë 

(p$0,05). Ó ùóð³â, ÿêèì ââîäèëè STZ, ñïîñòåð³ãàëîñü ð³çêå ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ 
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ãëþêîçè ó êðîâ³ ç 4,9±0,1 ììîëü/ë äî 26,8±1,9 ììîëü/ë, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ðîçâèòîê 

öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó. 

Â ñâîþ ÷åðãó, çíèæåííÿ çàáåçïå÷åíîñò³ îðãàí³çìó ï³ääîñë³äíèõ òâàðèí 

â³òàì³íîì D ïðèçâîäèëî äî ïîðóøåíü ôóíêö³îíóâàííÿ åëåìåíò³â â³òàì³í D-

åíäîêðèííî¿ ñèñòåìè ó ïå÷³íö³, íèðêàõ, ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ òà ê³ñòêîâîìó ìîçêó.  

Ïîêàçàíî äîñòîâ³ðíå çíèæåííÿ ð³âí³â ìÐÍÊ òà ïðîòå¿íó VDR ³ CYP27B1 ó 

ïå÷³íö³ (ðèñ. 8) òà ê³ñòêîâîìó ìîçêó (äàí³ íå íàâåäåíî). Ð³âåíü ìÐÍÊ 25OHD 1-!-

ã³äðîêñèëàçè ó ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ çíà÷íî ï³äâèùóâàâñÿ (13,0 ðàç³â, ð$0,05) ó òâàðèí ç 

ÖÄ 1, õî÷à ö³ çì³íè íå ñóïðîâîäæóâàëèñÿ ðîñòîì âì³ñòó ïðîòå¿íà (ðèñ. 9). Íàòîì³ñòü 

ó ê³ñòêàõ ä³àáåòè÷íèõ òâàðèí ð³âí³ ÿê ìÐÍÊ (ó 3,3 ðàçè, ð$0,05) òà ïðîòå¿íó (â 1,8 

ðàç³â, ð$0,05) VDR áóëè çíèæåíèìè ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Ðèñ. 8 Â³äíîñíèé âì³ñò ìÐÍÊ (À) ³ ïðîòå¿íó (Á) VDR à òàêîæ ìÐÍÊ (Â) ³ ïðîòå¿íó 

(Ã) CYP27B1 ó òêàíèí³ ïå÷³íêè ä³àáåòè÷íèõ òâàðèí òà ï³ñëÿ êîðåãóâàííÿ â³òàì³íîì 

D3. 1-êîíòðîëü; 2-ä³àáåò; 3-ä³àáåò+â³òàì³í D3 ïðîòÿãîì 30 ä³á. Äàí³ ïðåäñòàâëåí³ ó 

âèãëÿä³ Ì±m, n=5. *p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì; - p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ 

ïîð³âíÿíî ç ãðóïîþ ä³àáåòó. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ðèñ. 9 Â³äíîñíèé âì³ñò ìÐÍÊ (À) ³ ïðîòå¿íó (Á) VDR à òàêîæ ìÐÍÊ (Â) ³ ïðîòå¿íó 

(Ã) CYP27B1 ó ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ ä³àáåòè÷íèõ òâàðèí òà ï³ñëÿ êîðåãóâàííÿ â³òàì³íîì 

D3. 1-êîíòðîëü; 2-ä³àáåò; 3-ä³àáåò+â³òàì³í D3 ïðîòÿãîì 30 ä³á. Äàí³ ïðåäñòàâëåí³ ó 

âèãëÿä³ Ì±m, n=5. *p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì; - p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ 

ïîð³âíÿíî ç ãðóïîþ ä³àáåòó 
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* 

* 

# 

# 

# 

CYP27B1 

56 êÄà 
"-Àêòèí 

42 êÄà 

 

"-Àêòèí 

42 êÄà 

 

VDR 

65 êÄà 

Á Â 

14,0 1,4 5,2 
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* 
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Ó â³äïîâ³äü íà ð³çêå çíèæåííÿ âì³ñòó ïðîòå¿í³â VDR òà CYP27B1 ó ïå÷³íö³, 

ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ òà ê³ñòêîâîìó ìîçêó, ñïîñòåð³ãàëîñÿ êîìïåíñàòîðíå ï³äâèùåííÿ ¿õ 

ñèíòåçó ó íèðêàõ (ðèñ. 10).  

Ïîêàçàíî, ùî ð³âåíü ìÐÍÊ CYP27B1 ó íèðêàõ ä³àáåòè÷íèõ òâàðèí áóâ ó 

5,2 ðàçè á³ëüøèì ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì, à ð³âåíü ïðîòå¿íó � ó 2,0 ðàçè ïåðåâèùóâàâ 

êîíòðîëüí³ çíà÷åííÿ (p$0,05) (ðèñ. 10). Âì³ñò VDR ó òêàíèí³ íèðîê òâàðèí ç ÖÄ 1 

çðîñòàâ ó 5,2 ðàçè, à âì³ñò ïðîòå¿íó â 2,0 ðàçè (p$0,05) (ðèñ. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ðèñ. 10 Â³äíîñíèé âì³ñò ìÐÍÊ (À) ³ ïðîòå¿íó (Á) VDR à òàêîæ ìÐÍÊ (Â) ³ ïðîòå¿íó 

(Ã) CYP27B1ó òêàíèí³ íèðîê ä³àáåòè÷íèõ òâàðèí òà ï³ñëÿ êîðåãóâàííÿ â³òàì³íîì D3. 

1-êîíòðîëü; 2-ä³àáåò; 3-ä³àáåò+â³òàì³í D3 ïðîòÿãîì 30 ä³á. Äàí³ ïðåäñòàâëåí³ ó 

âèãëÿä³ Ì±m, n=5. *p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì; - p$0,05 çì³íè â³ðîã³äí³ 

ïîð³âíÿíî ç ãðóïîþ ä³àáåòó.  

 

Ââåäåííÿ â³òàì³íó D3 ä³àáåòè÷íèì òâàðèíàì ïðîòÿãîì 30 ä³á ó äîç³ 600 ÌÎ íà 

êã ìàñè ò³ëà ïðèçâîäèëî äî íîðìàë³çàö³¿ ð³âíÿ 25OHD ó êðîâ³ - 71,3±3,1 íìîëü/ë ç 

ïîäàëüøèì ïîâíèì àáî ÷àñòêîâèì ïîâåðíåííÿì äî íîðìè âì³ñòó êëþ÷îâèõ 

êîìïîíåíò³â â³òàì³í D-åíäîêðèííî¿ ñèñòåìè ó äîñë³äæóâàíèõ òêàíèíàõ. 
 

ÂÈÑÍÎÂÊÈ 

Ó äèñåðòàö³éí³é ðîáîò³, â³äïîâ³äíî äî ïîñòàâëåíî¿ ìåòè òà çàâäàíü, âèð³øåíî 

àêòóàëüíó á³îòåõíîëîã³÷íó ïðîáëåìó � ðîçðîáëåíî òà ñêîíñòðóéîâàíî ³ìóíîåíçèìíó 

òåñò-ñèñòåìó äëÿ âèçíà÷åííÿ 25OHD ó çðàçêàõ ñèðîâàòêè êðîâ³ òà ïðîâåäåíî ¿¿ 

âàë³äóâàííÿ çà íèçêîþ ñòàíäàðòíèõ õàðàêòåðèñòèê. Ïðîäåìîíñòðîâàíî íåãàòèâíèé 

âïëèâ åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó íà ñèíòåç êëþ÷îâèõ 

êîìïîíåíò³â â³òàì³í D-åíäîêðèííî¿ ñèñòåìè òà âñòàíîâëåíî äîö³ëüí³ñòü 

çàñòîñóâàííÿ õîëåêàëüöèôåðîëó ç ìåòîþ êîðåãóâàííÿ ä³àáåò-³íäóêîâàíèõ ïîðóøåíü.  

1. Ñèíòåçîâàíî 3-íàï³âñóêöèíàòí³ (ñóêöèí³ëüîâàí³) ïîõ³äí³ 25OHD3 ç 

àêòèâíîþ êàðáîêñèëüíîþ ãðóïîþ, ÿê³ áóëî âèêîðèñòàíî äëÿ ñòâîðåííÿ 

³ìóíîêîí�þãàò³â ç ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà (KLH) òà àëüáóì³íîì êóðÿ÷îãî ÿéöÿ 

(OVA). Â îòðèìàíèõ êîí�þãàòàõ ñï³ââ³äíîøåííÿ ïðîòå¿íó-íîñ³ÿ äî ìîëåêóëè 

25OHD3 ñòàíîâèëî 1:10, ùî ðîáèòü ¿õ ïðèäàòíèìè äëÿ ³ìóí³çóâàííÿ. 

2. Êîí�þãàòîì 25OHD3-KLH ³ìóí³çîâàíî ëàáîðàòîðíèõ òâàðèí (êðîë³â), 

îòðèìàíî ³ìóíí³ ñèðîâàòêè òà çà äîïîìîãîþ íåïðÿìîãî ELISA-ìåòîäó îö³íåíî òèòð 
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65 êÄà 
"-Aêòèí 

42 êÄà 

 

"-Aêòèí 

42 êÄà 

 

CYP27B1 

56 êÄà 
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ñïåöèô³÷íèõ àíòè-25OHD àíòèò³ë, ùî ñòàíîâèâ 1:10000. Îòðèìàí³ ïîë³êëîíàëüí³ 

àíòèò³ëà âèêîðèñòàíî â êîíñòðóþâàíí³ ³ìóíîä³àãíîñòèêóìó äëÿ âèçíà÷åííÿ 25OHD 

ó ñåðîëîã³÷íèõ çðàçêàõ. 

3. Ïðîâåäåíî îïòèì³çóâàííÿ óìîâ ñîðáö³¿ êðîëÿ÷èõ ïîë³êëîíàëüíèõ 

àíòèò³ë íà ïîâåðõí³ ïîë³ñòèðîëîâèõ ïëàíøåò³â, ï³ä³áðàíî îïòèìàëüíó êîíöåíòðàö³þ 

êîíêóðóþ÷îãî àãåíòà � 25-ã³äðîêñèâ³òàì³í D3-LC-á³îòèíó, ÿêà ñòàíîâèòü 5 íã/ìë, 

ïîáóäîâàíî ñòàíäàðòíó êàë³áðóâàëüíó êðèâó òà ïðîâåäåíî âàë³äóâàííÿ ñòâîðåíî¿ 

òåñò-ñèñòåìè çà íèçêîþ ïàðàìåòð³â: âèçíà÷åíî ë³ì³ò äåòåêòóâàííÿ, ùî ñòàíîâèòü 

2,6 íã/ìë 25OHD3 òà ê³ëüê³ñíèé ë³ì³ò, ÿêèé äîð³âíþº 6,9 íã/ìë 25OHD3, à òàêîæ 

êîåô³ö³ºíòè âàð³àòèâíîñò³ (Intra CV-5-7%, Inter CV-7%).  

4. Ïîêàçàíî, ùî ðîçâèòîê åêñïåðèìåíòàëüíîãî ñòðåïòîçîòîöèí-

³íäóêîâàíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó ïðèçâîäèòü äî çíèæåííÿ çàáåçïå÷åíîñò³ 

îðãàí³çìó òâàðèí â³òàì³íîì D, íàñë³äêîì ÷îãî º òêàíèíîñïåöèô³÷í³ ïîðóøåííÿ 

ñèíòåçó êëþ÷îâèõ êîìïîíåíò³â â³òàì³í-D åíäîêðèííî¿ ñèñòåìè � ðåöåïòîð³â 

â³òàì³íó D (VDR) òà 25OHD 1-!-ã³äðîêñèëàçè (CYP27B1) â òêàíèíàõ, à òàêîæ 

çíèæåííÿ âì³ñòó 25OHD ó êðîâ³. 

5. Ïðîäåìîíñòðîâàíî, ùî çà óìîâ ÖÄ 1 òèïó ñèíòåç ìÐÍÊ ³ ïðîòå¿íó 

ðåöåïòîð³â â³òàì³íó D òà 25OHD 1-!-ã³äðîêñèëàçè ó íèðêàõ (êëàñè÷íîìó îðãàí³ 

óòâîðåííÿ ãîðìîíàëüíî àêòèâíî¿ ôîðìè â³òàì³íó D) ñóòòºâî çðîñòàº, â òîé ÷àñ ÿê ó 

ïå÷³íö³, ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ òà ê³ñòêîâîìó ìîçêó çíèæóºòüñÿ. Ó ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ çà 

óìîâ ñóòòºâîãî çðîñòàííÿ ð³âíÿ ìÐÍÊ CYP27B1 ñïîñòåð³ãàëîñÿ çíèæåííÿ âì³ñòó 

ïðîòå¿íó öüîãî åíçèìó, ùî º ñâ³ä÷åííÿì ðîçâèòêó ä³àáåò-³íäóêîâàíîãî âòîðèííîãî 

îñòåîïîðîçó. 

6. Ââåäåííÿ â³òàì³íó D3 åêñïåðèìåíòàëüíèì òâàðèíàì ç ÖÄ 1 ïðîòÿãîì 30 

ä³á ó äîç³ 600 ÌÎ/êã ïðèçâîäèëî äî â³äíîâëåííÿ ð³âíÿ 25OHD ó êðîâ³ òà ïîâíîãî àáî 

÷àñòêîâîãî êîðåãóâàííÿ ð³âíÿ ìÐÍÊ òà ïðîòå¿íó VDR ³ CYP27B1 ó ïå÷³íö³, íèðêàõ, 

ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ òà ê³ñòêîâîìó ìîçêó. 

 

ÑÏÈÑÎÊ ÎÏÓÁË²ÊÎÂÀÍÈÕ ÏÐÀÖÜ ÇÀ ÒÅÌÎÞ ÄÈÑÅÐÒÀÖ²¯ 

1. Ìàçàíîâà ÀÎ, Øèìàíñüêèé ²Î, Ïºòóõîâ ÄÌ, Äðîáîò ËÁ, Âåëèêèé ÌÌ, 

Êîì³ñàðåíêî ÑÂ Ñèíòåç êîí�þãàòà 25-ã³äðîêñèâ³òàì³íó D3 ç ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà 

òà îäåðæàííÿ ³ìóííèõ ñèðîâàòîê. Biotechnologia acta. 2015;8(3):45-55. (Îñîáèñòèé 

âíåñîê çäîáóâà÷à � ñèíòåç êîí�þãàò³â 25OHD3-KLH/OVA, õàðàêòåðèñòèêà 

êîí�þãàò³â ìåòîäîì êîëîíêîâî¿ õðîìàòîãðàô³¿, ³ìóí³çóâàííÿ òâàðèí, ïðîâåäåííÿ 

íåïðÿìîãî ELISA äëÿ âèçíà÷åííÿ òèòðó àíòèò³ë ïðîòè 25OHD, ï³äãîòîâêà ìàòåð³àë³â 

äî äðóêó). 

2. Shymanskyy I, Lisakovska O, Mazanova A, Riasnyi V, Veliky M. Effects of 

vitamin D3 and vitamin E on prednisolone-induced alterations of phagocyte function. 

Eur.Rev. Med. Pharmacol. Sci. 2016;20(7);1379-1383. (Îñîáèñòèé âíåñîê çäîáóâà÷à � 

ðîáîòà ç åêñïåðèìåíòàëüíèìè òâàðèíàìè, ïðîáîï³äãîòîâêà çðàçê³â, âèçíà÷åííÿ 

âì³ñòó 25OHD ó ñèðîâàòö³ êðîâ³). 

3. Mazanova AO, Shymanskyy IO, Veliky MM. Development and validation of 

immunoenzyme test-system for determination of 25-hydroxyvitamin D in blood serum. 

Biotechnologia acta. 2016;9(2):28-36. (Îñîáèñòèé âíåñîê çäîáóâà÷à � î÷èñòêà òà 



17 

 

êîíöåíòðóâàííÿ àíòèò³ë, ðîçðîáêà ñõåìè ïðîâåäåííÿ àíàë³çó, âàë³äóâàííÿ 

íîâîñòâîðåíîãî íàáîðó çà íèçêîþ ñòàíäàðòíèõ ïàðàìåòð³â).  

4. Âåëèêèé ÍÍ, Øèìàíñüêèé ÈÀ, Õîìåíêî ÀÂ, Ëèñàêîâñêàÿ ÎÎ, Ìàçàíîâà ÀÀ, 

Âåëèêèé ÀÍ, Ëàáóäçèíñüêèé ÄÎ. Ìåòàáîëè÷åñêàÿ ðîëü äåôèöèòà âèòàìèíà D3 â 

ðàçâèòèè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé îðãàíèçìà. Ñîâðåìåííûå ïðîáëåìû áèîõèìèè. 

Ñáîðíèê. íàó÷íûõ ñòàòåé ÍÀÍ Áåëàðóñè. 2016;1:43-48. (Îñîáèñòèé âíåñîê 

çäîáóâà÷à � ðîáîòà ç åêñïåðèìåíòàëüíèìè òâàðèíàìè, ïðîáîï³äãîòîâêà çðàçê³â, 

âèçíà÷åííÿ âì³ñòó 25OHD ó ñèðîâàòö³ êðîâ³). 

5. Lisakovska O, Shymanskyy I, Mazanova A, Khomenko A, Veliky M. Vitamin D3 

protects against prednisolone-induced liver injury associated with the impairment of 

hepatic NF-kB/iNOS/nitric oxide pathway. Biochem. Cell Biol. 2017;95(2):213-222. 

(Îñîáèñòèé âíåñîê çäîáóâà÷à � ðîáîòà ç åêñïåðèìåíòàëüíèìè òâàðèíàìè, 

ïðîáîï³äãîòîâêà çðàçê³â, âèçíà÷åííÿ âì³ñòó 25OHD ó ñèðîâàòö³ êðîâ³). 

6. Mazanova A, Shymanskyi I, Lisakovska O, Hajiyeva L, Komisarenko Y, Veliky 

M. Effects of cholecalciferol on key components of vitamin D-endo/para/autocrine system 

in experimental Type 1 diabetes. Int J Endocrinol [Internet]. 2018 Feb [cited 2018 March 

10];2018:[about 9 pp.]. Available from: 

https://www.hindawi.com/journals/ije/2018/2494016/. (Îñîáèñòèé âíåñîê çäîáóâà÷à � 

ðîáîòà ç åêñïåðèìåíòàëüíèìè òâàðèíàìè, ïðîáîï³äãîòîâêà çðàçê³â, âèçíà÷åííÿ 

âì³ñòó 25OHD ó ñèðîâàòö³ êðîâ³, ïðîâåäåííÿ Âåñòåðí áëîò àíàë³çó òà ïîë³ìåðàçíî¿ 

ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³, ñòàòèñòè÷íà îáðîáêà ðåçóëüòàò³â). 

7. Ìàçàíîâà ÀÎ, Øèìàíñüêèé ²Î, Ë³ñàêîâñüêà ÎÎ, Âàñèëåâñüêà ÂÌ, Ëîòîöüêà 

ÎÞ, Ìàêàðîâà ÎÎ, Âåëèêèé ÌÌ. Ïîðóøåííÿ ñèíòåçó ðåöåïòîðà â³òàì³íó D3 òà 

àêòèâíî¿ ôîðìè ÿäåðíîãî ôàêòîðà <B ó ê³ñòêîâ³é òêàíèí³, çóìîâëåí³ 

åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì ä³àáåòîì 1-ãî òèïó, òà ¿õ êîðåêö³ÿ 

õîëåêàëüöèôåðîëîì. Äîïîâ. Íàö. Àêàä. íàóê Óêð. 2018;2:109-116. (Îñîáèñòèé âíå-

ñîê çäîáóâà÷à � ðîáîòà ç åêñïåðèìåíòàëüíèìè òâàðèíàìè, ïðîáîï³äãîòîâêà çðàçê³â, 

âèçíà÷åííÿ âì³ñòó 25OHD ó ñèðîâàòö³ êðîâ³, ïðîâåäåííÿ Âåñòåðí áëîò àíàë³çó òà 

ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³, ñòàòèñòè÷íà îáðîáêà ðåçóëüòàò³â). 

8. Mazanova A.O., Shymanskyy I.O. Synthesis of 25OHD3-KLH conjugates and 

obtaining anti-25OHD3 polyclonal antibodies. Current problems of biochemistry and 

biotechnology 2015: Ìàòåð³àëè êîíô.-êîíêóðñó ìîëîäèõ ó÷åíèõ . (Êè¿â, 23-24 êâ³òíÿ. 

2015). Óêðà¿íà, 2015. Ñ. 38. 

9. Mazanova A.O., Shymanskyy I.O., Lisakovska O.O. Obtaining of polyclonal 

antibodies against 25OHD3 and their characterization. Conference for young scientists, 

CYS:  Ìàòåð³àëè 1 ì³æíð. êîíô. (Êè¿â, 21-25 âåðåñíÿ. 2015). Óêðà¿íà, 2015. - Ñ. 114. 

10. Mazanova A.O., Shymanskyy I.O. Production and characterization of polyclonal 

antibodies against 25OHD3. Advances in cell biology and biotechnology: Ìàòåð³àëè 

ì³æíð. êîíô. (Ëüâ³â, 11-13 æîâòíÿ. 2015), Óêðà¿íà, 2015. Ñ. 105. 

11. Shymanskyy I., Labudzynskyi D., Mazanova A., Veliky M. Ameliortive effect of 

vitamin D3 against liver disorders and impaired bone remodeling associated with 

experimental type 1 diabetes. Vitamin D � minimum, maximum, optimum: Ìàòåð³àëè 2 

ì³æíð. êîíô. (Âàðøàâà, 16-17 æîâòíÿ, 2015). Ïîëüùà, 2015. Ñ. 885. 



18 

 

12. Mazanova A.O., Shymanskyy I.O. Design and validation of immunoenzyme test-

system for 25OHD determination in serological samples Current problems of biochemistry 

and biotechnology 2016: Ìàòåð³àëè êîíô.-êîíêóðñó ìîëîäèõ ó÷åíèõ. (Êè¿â, 26-27 

òðàâíÿ. 2016). Óêðà¿íà, 2016. Ñ. 30. 

13. Mazanova A., Lisakvska O., Shymankyy I., Veliky M. Effect of cholecalciferol on 

diabetes-induced impairment of vitamin D3 signaling in the skeletal system. Molecules in 

living cells and innovative medicine: Ìàòåð³àëè X Ïàðíàñ³âñüêî¿ êîíô. ìîë. ó÷. 

(Âðîöëàâ, 10-12 ëèïíÿ. 2016). Ïîëüùà, 2016. Ñ. 23. 

14. Mazanova A., Labudzynskyi D., Shymanskyy I. Derangements of vitamin D-

endocrine system and NF-<B-dependent signaling are implicated in diabetes-associated 

osteoporosis: effect of chronic vitamin D3 treatment. Vitamin D � minimum, maximum, 

optimum: Ìàòåð³àëè 3 ì³æíð. êîíô. (Âàðøàâà, 22-23 âåðåñíÿ, 2017). Ïîëüùà, 2017.  

 

ÀÍÎÒÀÖ²ß 

Ìàçàíîâà À.Î. Ðîçðîáêà ³ìóíîåíçèìíî¿ òåñò-ñèñòåìè äëÿ âèçíà÷åííÿ 
25OHD ÿê ìàðêåðà çàáåçïå÷åíîñò³ îðãàí³çìó â³òàì³íîì D çà öóêðîâîãî ä³àáåòó. 
� Ðóêîïèñ. 

Äèñåðòàö³ÿ íà çäîáóòòÿ íàóêîâîãî ñòóïåíÿ êàíäèäàòà á³îëîã³÷íèõ íàóê çà 

ñïåö³àëüí³ñòþ 03.00.20- á³îòåõíîëîã³ÿ. � ²íñòèòóò á³îõ³ì³¿ ³ì. Î.Â. Ïàëëàä³íà ÍÀÍ 

Óêðà¿íè, Êè¿â, 2018. 

Äèñåðòàö³ÿ ïðèñâÿ÷åíà ðîçðîáö³ ³ìóíîåíçèìíîãî ä³àãíîñòèêóìó äëÿ 
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Äëÿ ãåíåðóâàííÿ ïîë³êëîíàëüíèõ àíòèò³ë â îðãàí³çì³ êðîë³â áóëî ñèíòåçîâàíî 

êîí�þãàò 25OHD3 ç ãåìîö³àí³íîì ìîëþñêà (KLH) çà äîïîìîãîþ ìîäèô³êîâàíîãî 

êàðáîäè³ì³äíîãî ìåòîäó. Êîí�þãàòè áóëî îõàðàêòåðèçîâàíî ìåòîäàìè 

ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ òà òîíêîøàðîâî¿ õðîìàòîãðàô³¿. Ï³ñëÿ ³ìóí³çóâàííÿ, ó ñèðîâàòö³ 

êðîâ³ êðîë³â áóëî âèçíà÷åíî òèòð ñïåöèô³÷íèõ àíòèò³ë äî 25OHD, ùî ñòàíîâèâ 

1:10000. Ç ìåòîþ êîíöåíòðóâàííÿ àíòèò³ë ïðîâîäèëè ¿õ âèñîëþâàííÿ çà äîïîìîãîþ 

ñóëüôàòó àìîí³þ ((NH4)2SO4). Äëÿ êîíñòðóþâàííÿ ³ìóíîä³àãíîñòèêóìó ïðîâîäèëè 

ï³äá³ð êîíöåíòðàö³¿ êîíêóðóþ÷îãî àãåíòà � 25OHD3-LC-á³îòèíó, ÿêà ñòàíîâèëà 

5 íã/ìë. Âàë³äóâàííÿ ñòâîðåíî¿ òåñò-ñèñòåìè ïðîâîäèëè çà íèçêîþ õàðàêòåðèñòèê: 

áóëî ïîáóäîâàíî ñòàíäàðòíó êàë³áðóâàëüíó êðèâó ó ä³àïàçîí³ êîíöåíòðàö³é 

êàë³áðàòîð³â 25OHD3 0-150 íã/ìë; âèçíà÷åíî ë³ì³ò äåòåêòóâàííÿ (2,3 íã/ìë) òà 

ê³ëüê³ñíèé ë³ì³ò (6,9 íã/ìë); ïîêàçàíî â³äñóòí³ñòü «ìàòðè÷íîãî» åôåêòó ãåìîãëîá³íó, 

á³ë³ðóá³íó òà òðèàöèëãë³öåðîë³â íà ïðîâåäåííÿ àíàë³çó; âèçíà÷åíî Intra CV òà 

Inter CV, ùî ëåæàòü ó ìåæàõ äîïóñòèìèõ 10%; ïðîäåìîíñòðîâàíî, ùî ïåðåõðåñíà 

ðåàêòèâí³ñòü ñèñòåìè ç ³íøèìè ìåòàáîë³òàìè â³òàì³íó D íå ïåðåâèùóâàâ 10%. Îòæå, 

ñòâîðåíèé ä³àãíîñòèêóì ìîæå áóòè âèêîðèñòàíèé äëÿ âèçíà÷åííÿ 25OHD ó 

ñåðîëîã³÷íèõ çðàçêàõ. 

Ïîêàçàíî, ùî ðîçâèòîê åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 1 òèïó 

ñóïðîâîäæóºòüñÿ çíà÷íèì çíèæåííÿì âì³ñòó 25OHD ó ñèðîâàòö³ êðîâ³ òâàðèí, ùî 

ïðèçâîäèòü äî ïîðóøåííÿ ñèíòåçó êëþ÷îâèõ åëåìåíò³â â³òàì³í D-åíäîêðèííî¿ 

ñèñòåìè ó íèðêàõ, ïå÷³íö³, ê³ñòêîâ³é òêàíèí³ òà ê³ñòêîâîìó ìîçêó. Â³äíîâëåííÿ 
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 Äèññåðòàöèÿ ïîñâÿùåíà ðàçðàáîòêå èììóíîôåðìåíòíîé òåñò-ñèñòåìû äëÿ 

îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ 25OHD â ñûâîðîòêå êðîâè ñ öåëüþ õàðàêòåðèñòèêè âèòàìèí 

D-ñòàòóñà îðãàíèçìà ïðè ðÿäå ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé, â ÷àñòíîñòè ñàõàðíîãî 

äèàáåòà 1 òèïà. Äëÿ ãåíåðèðîâàíèÿ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë â îðãàíèçìå êðîëåé 

áûëî ñèíòåçèðîâàí êîíúþãàò 25OHD3 ñ ãåìîöèàíèíîì ìîëëþñêà (KLH) ñ ïîìîùüþ 

ìîäèôèöèðîâàííîãî êàðáîäèèìèäíîãî ìåòîäà. Êîíúþãàòû áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû 

ìåòîäàìè ãåëü-ôèëüòðàöèè è òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè. Ïîñëå èììóíèçàöèè â 

ñûâîðîòêå êðîâè êðîëåé áûë îïðåäåëåí òèòð ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê 25OHD, 

êîòîðûé ñîñòàâèë 1:10000. Ñ öåëüþ êîíöåíòðèðîâàíèÿ àíòèòåë ïðîâîäèëè èõ 

âûñàëèâàíèå ñ ïîìîùüþ ñóëüôàòà àììîíèÿ ((NH4)2SO4). Äëÿ ñîçäàíèÿ òåñò-ñèñòåìû 

ïðîâîäèëè ïîäáîð êîíöåíòðàöèè êîíêóðèðóþùåãî àãåíòà - 25OHD3-LC-áèîòèíà, 

êîòîðàÿ ñîñòàâëÿëà 5 íã/ìë. Âåðèôèêàöèÿ ñîçäàííîé òåñò-ñèñòåìû ïðîâîäèëè ïî 

ðÿäó õàðàêòåðèñòèê: ïîñòðîåíà ñòàíäàðòíàÿ êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ â äèàïàçîíå 

êîíöåíòðàöèé êàëèáðàòîðîâ 25OHD3 0-150 íã/ìë; îïðåäåëåí ìèíèìàëüíûé ëèìèò 

îïðåäåëåíèÿ (2,3 íã/ìë) è êîëè÷åñòâåííûé ëèìèò (6,9 íã/ìë); ïîêàçàíî îòñóòñòâèå 

«ìàòðè÷íîãî ýôôåêòà» ãåìîãëîáèíà, áèëèðóáèíà è òðèàöèëãëèöåðîëîâ íà 

ïðîâåäåíèå àíàëèçà; îïðåäåëåíû Intra CV è Inter CV, ëåæàùèå â ïðåäåëàõ 

äîïóñòèìûõ 10%;  ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ïåðåêðåñòíàÿ ðåàêòèâíîñòü ñèñòåìû ñ 

äðóãèìè ìåòàáîëèòàìè âèòàìèíà D íå ïðåâûøàëà 10%. Òàêèì îáðàçîì, ñîçäàííàÿ 

òåñò-ñèñòåìà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ îïðåäåëåíèÿ 25OHD â ñåðîëîãè÷åñêèõ 

îáðàçöàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçâèòèå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ñàõàðíîãî äèàáåòà 1 òèïà 

ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ 25OHD â ñûâîðîòêå êðîâè 

æèâîòíûõ, ÷òî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ñèíòåçà êëþ÷åâûõ ýëåìåíòîâ âèòàìèí 

D-ýíäîêðèííîé ñèñòåìû â ïî÷êàõ, ïå÷åíè, êîñòíîé òêàíè è êîñòíîì ìîçãå. 

Âîññòàíîâëåíèå îáåñïå÷åííîñòè îðãàíèçìà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ 

âèòàìèíîì D ñïîñîáñòâóåò êîððåêòèðîâêå íàðóøåíèé îáìåíà âèòàìèíà D è 

VDR-îïîñðåäîâàííîé êëåòî÷íîãî ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè ñ ó÷àñòèåì 1!,25(OH)2D. 

 Êëþ÷åâûå ñëîâà: âèòàìèí D3, èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç, ïîëèêëîíàëüíûå 

àíòèòåëà, ñàõàðíûé äèàáåò 1 òèïà, îñòåîïîðîç, âèòàìèí D-ýíäîêðèííàÿ ñèñòåìà. 
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ABSTRACT 

Mazanova A.O. Development of immunoenzyme test system for the 

determination of 25OHD as a marker of vitamin D availability in Type 1 diabetes. - 

The manuscript. 

Thesis for a candidate degree in biological sciences (doctor of philosophy) in 

specialty 03.00.20 "Biotechnology". - Palladin Institute of Biochemistry of NAS of 

Ukraine, Kyiv, 2018. 

The thesis is devoted to the development of a immunoenzyme test-system for 

25OHD determining in serum for the purpose of characterizing the vitamin D status of the 

body in a number of pathological conditions, in particular Type 1 diabetes mellitus. To 

generate polyclonal antibodies in the rabbits, the 25OHD3 conjugate with keyhole limpet 

hemacyanin (KLH) was synthesized using a modified carbodiimide method. The 

conjugates were characterized by gel-filtration and thin-layer chromatography methods. 

After immunization, in the serum of rabbits, the titer of specific antibodies to 25OHD was 

1:10000. In order to concentrate the antibodies, they were salted out with ammonium 

sulfate ((NH4)2SO4). To construct an immunoassay, the concentration of the competing 

agent - 25OHD3-LC-biotin 5 ng/ml, was selected. Validation of the created test-system 

was carried out according to a number of characteristics: a standard calibration curve was 

constructed in the range of concentrations of calibrators 25OHD3 0-150 ng/ml; detection 

limit (2.3 ng/ml) and quantitative limit (6.9 ng/ml) were determined; the absence of a 

"matrix effect" of hemoglobin, bilirubin and triacylglycerol for analysis was shown; Intra 

CV and Inter CV defined within the permissible 10%; it has been shown that the cross-

reactivity of the system with other metabolites of vitamin D did not exceed 10%. 

Consequently, the created immunoenzyme test-system can be used to detect 25OHD in 

serological samples. 

It has been shown that the development of experimental Type 1 diabetes is ac-

companied by a significant decrease in the content of 25OHD in experimental animal 

serum, which leads to a disturbances of the synthesis of key elements of the vitamin 

D-endocrine system in the kidneys, liver, bone marrow and bone marrow. Normalization 

of vitamin D level in diabetic animals contributes to the correction of vitamin D 

metabolism and VDR-mediated cell signaling involving 1!,25(OH)2D. 

Key words: vitamin D3, imunoenzyme analysis, polyclonal antibodies, type 1 

diabetes mellitus, osteoporosis, vitamin D-endocrine system. 


