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ТЕТ ІМЕНІ В.Н. КАРАЗІНА 
(57) Спосіб експрес-визначення змін фізико-

хімічних властивостей мембран тромбоцитів у 
хворих з судинною патологією головного мозку, що 
включає введення в досліджувані мембрани набо-
ру флуоресцентних зондів, реєстрацію спектрів їх 
флуоресценції, проведення математичної обробки 
спектральних даних, який відрізняється тим, що в 

мембрани вводять набір мультипараметричних 
флуоресцентних зондів з різною локалізацією в 
ліпідному бішарі мембран, який включає 2-феніл-
9,10-фенантр-1,3-оксазол і ряд орто-
гідроксипохідних 2,5-діарил-1,3,4-оксазолу і 2,5-
діарил-1,3,4-оксадіазолу, на спектрофлуориметрі 

реєструють спектри їх флуоресценції, після чого 
проводять математичну обробку спектральних 
даних, яка полягає в тому, що за даними спектрів 
визначають інтенсивності флуоресценції Fλ для 2-
феніл-9,10-фенантр-1,3-оксазолу та 2-(2'-гідрокси-
феніл)-5-(4'-диметиламіно-феніл)-1,3,4-
оксадіазолу на довжині хвилі λ в діапазоні 375-450 
нм, а також значення інтенсивності флуоресценції 
FB та FA інших зондів набору, відповідно, на дов-
жинах хвиль А і Б діапазонів, де діапазон А знахо-
диться в межах 370-425 нм, а діапазон Б - в межах 
450-600 нм, обчислюють відношення значень інте-
нсивності флуоресценції зондів FB/FA і за зміною 
інтенсивності флуоресценції Fλ, і відношень FB/FA у 
разі патології у хворого порівняно з аналогічними 
параметрами, виміряними для даного виду мем-
бран за умов відсутності патологічних змін, роб-
лять висновок про наявність судинної патології, її 
характер і стадію. 

 

 
Корисна модель належить до галузі біофізики, 

біохімії і медичної діагностики й може бути викори-
стана для експрес-оцінки змін фізико-хімічних вла-
стивостей мембран тромбоцитів хворих з цереб-
роваскулярними порушеннями гіпертонічного й 
атеросклеротичного генезу. 

Найбільш частими етіологічними чинниками 
різних судинних захворювань є гіпертонічна хво-
роба й церебральний атеросклероз. Загальноп-
рийнято, що гіперхолестеринемія й артеріальна 
гіпертензія можуть виступати як найбільш потужні 
чинники в генезі атеросклерозу [1]. Тромбоцити, 
беручи участь у транспортуванні холестерину до 
моноцитів, сприяють утворенню "пінявої клітини" і, 
таким чином, беруть участь у розвитку атероскле-
розу [2]. Крім того, знайдено різне відношення хо-
лестерол/фосфоліпіди в мембранах тромбоцитів у 
хворих з різним генезом дисциркуляторної енце-
фалопатії (гіпертонічним, атеросклеротичним) [3]. 
Таким чином, експрес-оцінка стану ліпідного біша-
ру мембран тромбоцитів хворих з судинною пато-
логією може допомогти у визначенні патогенетич-
них особливостей, диференціально-діагностичних 
критеріїв, профілактичних і лікувальних заходів. 

Відомий спосіб визначення відношення холес-
терол/фосфоліпіди в мембранах тромбоцитів, який 
ґрунтується на розділенні ліпідів за допомогою 
методу тонкошарової хроматографії [4] з подаль-
шим визначенням вмісту фосфоліпідів і холесте-
ролу. Фосфоліпіди визначають за кількістю фос-
фору [5]: фосфоліпіди осідають трихлороцтовою 
кислотою, осад піддають мінералізації за допомо-
гою розчину хлорної кислоти. Неорганічний фос-
фор утворює з молібденовою кислотою фосфор-
но-молібденову кислоту, яка відновлюється 
аскорбіновою кислотою в молібденову синь. За 
інтенсивністю поглинання отриманого розчину при 
680 нм роблять висновок про кількість неорганіч-
ного фосфору. Кількість холестеролу визначаєть-
ся за методом Златкіса-Зака [6] - колориметрич-
ним методом визначення концентрації 
холестеролу, що ґрунтується на появі червоно-
фіолетового фарбування при взаємодії холесте-
ролу з оцтовою і сірчаною кислотами за наявності 
хлорного заліза. 

Проте, значні затрати часу, зумовлені специ-
фікою біохімічного аналізу, і порівняно висока тру-
домісткість біохімічного аналізу перешкоджають 
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використанню цього способу дослідження ліпідно-
го складу тромбоцитів в діагностичних цілях. Крім 
того, обговорюваний спосіб не дозволяє зробити 
висновок про локалізацію патологічних змін у різ-
них областях мембран тромбоцитів. 

Відомі способи оцінки ліпідного складу тром-
боцитів, що ґрунтуються на оцінці активації в них 
перекисного окиснення ліпідів [7]. Спосіб полягає в 
тому, що збільшення вмісту холестеролу в мем-
бранах тромбоцитів призводить до зростання чис-
ла місць зв'язування для ендопероксидів [8]. Стан 
вільнорадикального окиснення ліпідів в мембранах 
тромбоцитів оцінюється за вмістом у них малоно-
вого діальдегіду [9], дієнових кон'югатів (ДК) [10] і 
шифових основ [11]. 

Недоліками цього способу є: 
- значні затрати часу, обумовлені специфікою 

біохімічного аналізу, і порівняно висока трудоміст-
кість біохімічного аналізу; 

- спосіб не дозволяє робити висновок про ло-
калізацію патологічних змін у різних областях 
мембран тромбоцитів. 

Найбільш близьким до способу, що заявляєть-
ся, є спосіб визначення змін фізико-хімічних влас-
тивостей ліпопротеїнів крові й мембран різних клі-
тин методом флуоресцентних зондів [11, 12], що 
включає введення в досліджувані мембрани набо-
ру флуоресцентних зондів, реєстрацію спектрів їх 
флуоресценції, проведення математичної обробки 
спектральних даних і знаходження залежності ви-
міряних спектральних параметрів від патології 
гіпертонічного або атеросклеротичного ґенезу. 

Положення й інтенсивність смуг флуоресценції 
цих зондів залежать від параметрів навколишньо-
го середовища молекул зондів: від його полярнос-
ті, в'язкості, здатності до утворення міжмолекуля-
рних водневих зв'язків. 

Спосіб включає введення в досліджувані мем-
брани мультипараметричних флуоресцентних зо-
ндів АНС і ДМХ, реєстрацію спектрів їх флуорес-
ценції, проведення математичної обробки 
спектральних даних, яка полягає в тому, що за 
спектрами визначають інтенсивності флуоресцен-
ції (F) зондів на довжинах хвиль: 470 нм для АНС і 
500 нм для ДМХ, за зменшенням F470 для АНС і 
за збільшенням F500 для ДМХ порівняно з аналогі-
чними параметрами, виміряними для контрольних 
мембран даного виду з низьким вмістом холесте-
ролу, роблять висновок про зміну вмісту холесте-
ролу в мембранах. 

Основним недоліком застосування ДМХ для 
моніторингу мембран тромбоцитів є те, що цей 
зонд слабо й повільно проникає в мембрани тром-
боцитів, у зв'язку з чим спостерігається дуже низь-
кий рівень інтенсивності флуоресценції, що не 
дозволяє використовувати цей зонд у масових 
медико-біологічних дослідженнях мембран тром-
боцитів; 

Також, у ході застосування АНС для монітори-
нгу мембран тромбоцитів не виявлено чутливості 
флуоресцентних параметрів зонда до специфічних 
змін цих мембран при гіпертонічній хворобі й ате-
росклерозі; 

Крім того, зонди АНС і ДМХ локалізуються в 
області полярних голівок фосфоліпідів ліпідного 

бішару, отже, застосування цих зондів не дозволяє 
проводити моніторинг змін в інших, більш гідрофо-
бних, областях ліпідних мембран: в області гліце-
ринових залишків фосфоліпідів, в області метиле-
нових ланцюжків фосфоліпідів і в центрі ліпідного 
бішару. 

В основу корисної моделі поставлено задачу 
створення такого способу визначення змін фізико-
хімічних властивостей мембран тромбоцитів у 
хворих з судинною патологією головного мозку 
різного генезу, який, за рахунок використання на-
бору інших мембранних зондів, дозволить прово-
дити експрес-моніторинг змін у всіх областях ліпі-
дного бішару мембрани тромбоцита, точніше 
встановити локалізацію змін у ліпідному бішарі, 
підвищити достовірність визначення змін у мем-
бранах тромбоцитів за рахунок зіставлення даних 
для зондів з різною локалізацією в ліпідному біша-
рі мембран. 

Для вирішення поставленої задачі в способі, 
прийнятому за найближчий аналог, який включає 
введення в досліджувані мембрани набору зондів 
з різною локалізацією в ліпідному бішарі мембран, 
реєстрацію спектрів флуоресценції, проведення 
математичної обробки спектральних даних і зна-
ходження залежності виміряних спектральних па-
раметрів від патології гіпертонічного або атеро-
склеротичного ґенезу, згідно з корисною моделлю, 
в мембрани вводять набір мультипараметричних 
флуоресцентних зондів з різною локалізацією в 
ліпідному бішарі мембран, який включає 2-феніл-
9,10-фенантр-1,3-оксазол і ряд орто-
гідроксипохідних 2,5-діарил-1,3,4-оксазолу і 2,5-
діарил-1,3,4-оксадіазолу, на спектрофлуориметрі 
реєструють спектри їх флуоресценції, після чого 
проводять математичну обробку спектральних 
даних, яка полягає в тому, що за даними спектрів 
визначають інтенсивності флуоресценції Fλ, для 2-
феніл-9,10-фенантр-1,3-оксазолу та 2-(2'-гідрокси-
феніл)-5-(4'-диметиламіно-феніл)-1,3,4-
оксадіазолу на довжині хвилі λ в діапазоні 375-450 
нм, а також значення інтенсивності флуоресценції 
FB та FA інших зондів набору, відповідно, на дов-
жинах хвиль А і Б діапазонів, де діапазон А знахо-
диться в межах 370-425 нм, а діапазон Б - в межах 
450-600 нм, обчислюють відношення значень інте-
нсивності флуоресценції зондів FB/FА і за зміною 
інтенсивності флуоресценції Fλ, і відношень FB/FA у 
разі патології у хворого порівняно з аналогічними 
параметрами, виміряними для даного виду мем-
бран за умов відсутності патологічних змін, роб-
лять висновок про наявність судинної патології, її 
характер і стадію. 

Положення й інтенсивність смуг флуоресценції 
2-феніл-9,10-фенантр-1,3-оксазолу залежить від 
полярності й в'язкості мікрооточення цього зонда. 

Орто-гідроксипохідні 2,5-діарил-1,3,4-оксазолу 
і 2,5-діарил-1,3,4-оксадіазолу здатні до ізомериза-
ції у збудженому електронному стані з утворенням 
нормальної (N*) і таутомерної (Т*) форм [14]. По-
ложення й інтенсивність смуг флуоресценції кож-
ної з форм залежать від параметрів оточення їх 
молекул, таких, як в'язкість, полярність, і від здат-
ності утворювати міжмолекулярні водневі зв'язки 
[15]. 
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У мембранах орто-гідроксипохідні 2,5-діарил-
1,3,4-оксазолу і 2,5-діарил-1,3,4-оксадіазолу лока-
лізуються відповідно до ліпофільності зондів [16]: 
2-(2'-ОН-феніл)-5-(4'-N(СН3)2-феніл)-1,3,4-
оксадіазол (зонд D7) - в області полярних голівок 
фосфоліпідів і в області гліцеринових залишків 
фосфоліпідів; 2-(2'-ОН-феніл)-5-феніл-1,3,4-
оксадіазол (зонд D1) - в області гліцеринових за-
лишків фосфоліпідів; 2-(2'-ОН-феніл)-5-феніл-1,3-
оксазол (зонд О1О) - в області гліцеринових зали-
шків фосфоліпідів і в області карбонільних груп 
фосфоліпідів; 2-(2'-ОН-феніл)-5-(4'-феніл-феніл)-
1,3-оксазол (зонд О6О) - в області карбонільних 
груп фосфоліпідів і в області метиленових ланцю-
жків фосфоліпідів; 2-(2'-ОН-феніл)-9,10-фенантр-
1,3-оксазол (зонд РН7) - в області метиленових 
ланцюжків фосфоліпідів і в центрі ліпідного бішару 
мембран; 2-феніл-9,10-фенантр-1,3-оксазол (зонд 
РН1) - у центрі ліпідного бішару мембран. 

Використання набору флуоресцентних зондів 
з різною локалізацією в ліпідному бішарі мембран 
для визначення змін фізико-хімічних властивостей 
мембран тромбоцитів у хворих з судинною патоло-
гією головного мозку дозволяє: 

- здійснювати моніторинг змін у всіх областях 
ліпідного бішару мембран; 

- точніше встановити локалізацію змін у ліпід-
ному бішарі мембран; 

- підвищити достовірність визначення змін в 
мембранах за рахунок зіставлення даних для зон-
дів із різною локалізацією у ліпідному бішарі мем-
бран; 

- дозволяє скоротити час дослідження (час 
вимірювання кожного із зондів близько 2 хв.) і по-
низити трудомісткість аналізу за рахунок спрощен-
ня процедури підготовки зразка порівняно з існую-
чими біохімічними методами. 

Спосіб здійснюють таким чином. 
Кожний із флуоресцентних зондів набору (2-

феніл-9,10-фенантр-1,3-оксазол і ряд орто-
гідроксипохідних 2,5-діарил-1,3,4-оксазолу і 2,5-
діарил-1,3,4-оксадіазолу) додають у кількості 10 
мкл до 2 мл суспензії мембран тромбоцитів за на-
явності судинної патології у вигляді ацетонітриль-
ного розчину з початковою концентрацією 2×10

-4
 

М. Кінцева концентрація зонда в суспензії дослі-
джуваних мембран складе 1×10

-6
 М (молярне від-

ношення ліпід/зонд складає 1000:1). Після 60-
хвилинної інкубації зразка із зондом вимірюють 
його спектр флуоресценції, вибираючи довжину 
хвилі збудження в області 330 нм. 

За отриманими спектрами флуоресценції ви-
значають інтенсивності флуоресценції Fλ для 2-
феніл-9,10-фенантр-1,3-оксазолу та 2-(2'-гідрокси-
феніл)-5-(4'-диметиламіно-феніл)-1,3,4-
оксадіазолу на довжині хвилі λ в діапазоні 375-450 
нм, а також значення інтенсивності флуоресценції 
FB та FA інших зондів набору, відповідно, на дов-
жинах хвиль А і Б діапазонів, де діапазон А знахо-
диться в межах 370-425 нм, а діапазон Б - в межах 
450-600 нм, обчислюють відношення значень інте-
нсивності флуоресценції зондів FB/FA і за зміною 

інтенсивності флуоресценції Fλ, і відношень FB/FA у 
разі патології у хворого порівняно з аналогічними 
параметрами, виміряними для даного виду мем-
бран за умов відсутності патологічних змін, роб-
лять висновок про наявність судинної патології, її 
характер і стадію. 

Приклад 1. 
Флуоресцентні зонди (2-феніл-9,10-фенантр-

1,3-оксазол і ряд орто-гідроксипохідних 2,5-діарил-
1,3,4-оксазолу і 2,5-діарил-1,3,4-оксадіазолу) роз-
чиняли в ацетонітрилі до початкової концентрації 
кожного із зондів 2×10

-4 
М. 10 мкл ацетонітрильно-

го розчину зонда додавали до 2,0 мл суспензії 
тромбоцитів хворих на церебральний атероскле-
роз. Флуоресцентні зонди інкубували з тромбоци-
тами протягом 60 хв. і реєстрували спектри флуо-
ресценції зондів в області 340-600 нм на 
спектрофлуориметрі Hitachi F4010 (Японія) за ши-
рини щілин монохроматорів збудження і флуорес-
ценції 5 нм і 5 нм, відповідно, та довжині хвилі 
збудження 330 нм. Після цього з отриманих спект-
рів флуоресценції знаходили значення інтенсив-
ності флуоресценції зонда D7 на довжині хвилі 435 
нм, значення інтенсивності флуоресценції зонда 
РН1 на довжині хвилі 385 нм і значення інтенсив-
ностей флуоресценції інших зондів (D1, О1О, О6О, 
РН7) на довжинах хвиль А і Б, які вибирали при 
410 і 500 нм відповідно. Для зондів D1, 010, 060, 
РН7 обчислювали відношення інтенсивностей 
флуоресценції F500/F410. Аналогічні вимірювання 
виконували для зразків мембран тромбоцитів у 
людей без судинної патології, знаходили значення 
інтенсивності флуоресценції для D7 на 435 нм, 
значення інтенсивності флуоресценції для РН1 на 
385 нм, значення інтенсивностей флуоресценції 
інших зондів (D1, O1O, О6О, РН7) при 410 і 500 нм 
й обчислювали відношення інтенсивностей флуо-
ресценції F500/F410. За різницею відповідних вели-
чин інтенсивностей флуоресценції D7, РН1 і відпо-
відних величин відношень F500/F410 зондів D1, О1О, 
О6О, РН7 для контрольних мембран і для мем-
бран хворих на церебральний атеросклероз оці-
нювали порушення структури мембран тромбоци-
тів і локалізацію цих змін у ліпідному бішарі 
мембран. Отримані результати фіксували в табл. 
1 і табл. 2. Обстежено 16 хворих на церебральний 
атеросклероз: жінок - 9, чоловіків - 7, віком від 60 
до 74 років. У хворих спостерігалися стабільно 
підвищені показники холестеролу (понад 5,2 
ммоль/л) і ліпопротєїнів (рівень ЛПНП - понад 4,0 
ммоль/л). Як контроль досліджувалися тромбоци-
ти 8 людей (чоловіків - 5, жінок - 3, віком від 18 до 
35 років) без судинної патології. Тромбоцити 
отримували з цитратної плазми (1:9) центрифугу-
ванням при 1000 об/мін протягом 5 хв. з подаль-
шим відмиванням фізіологічним розчином і повто-
рним центрифугуванням за тих самих умов і 
диспергуванням у 0,15 М фосфатному буфері до 
кінцевої концентрації суспензії тромбоцитів, що 
має поглинання при довжині хвилі 405 нм, яке до-
рівнює 0,24-0,25. 
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Таблиця 1 
 

Інтенсивності флуоресценції Fλ зондів D7 і РН1, зв'язаних з мембранами  
тромбоцитів, у хворих з судинною патологією атеросклеротичного генезу і в контрольній групі 

 

Зонд λ, нм 
Fλ, умовні одиниці 

контроль атеросклероз 

D7 435 382 647 

РН1 385 275 857 

 
Таблиця 2 

 
Відношення F500/F410 зондів D1, 010, О6О, РН7, зв'язаних з мембранами  

тромбоцитів, у хворих з судинною патологією атеросклеротичного генезу і в контрольній групі 
 

Зонд 
F500/F410 

контроль атеросклероз 

D1 17,7 52,9 

О1О 7,8 17,2 

О6О 9,1 11,7 

РН7 3,2 7,7 

 
Збільшення величин інтенсивностей флуоре-

сценції зондів D7 і РН1 і збільшення величин від-
ношень F500/F410 зондів D1, О1О, О6О, РН7 для  
мембран тромбоцитів хворих на церебральний 
атеросклероз порівняно з відповідними парамет-
рами для контрольних мембран свідчить про 
зменшення протоноакцепторної здатності і/або 
полярності мікрооточення зондів в мембранах 
тромбоцитів хворих на церебральний атероскле-
роз унаслідок збільшення вмісту в них холесте-
ролу в усіх областях локалізації зондів у ліпідно-
му бішарі мембран. 

Приклад 2 
Флуоресцентні зонди (2-феніл-9,10-фенантр-

1,3-оксазол і ряд орто-гідроксипохідних 2,5-
діарил-1,3,4-оксазолу [2,5-діарил-1,3,4-
оксадіазолу) розчиняли в ацетонітрилі до почат-
кової концентрації кожного із зондів 2×10

-4
М. 10 

мкл ацетонітрильного розчину зонда додавали до 
2,0 мл суспензії тромбоцитів хворих на гіпертоні-
чну хворобу, інкубували 60 хв. і реєстрували спе-
ктри флуоресценції зондів, як описано в прикладі 
1. З отриманих спектрів флуоресценції знаходили 
значення інтенсивності флуоресценції зонда D7 
на довжині хвилі 435 нм, значення інтенсивності 
флуоресценції зонда РН1 на довжині хвилі 385 
нм і значення інтенсивностей флуоресценції ін-
ших зондів (D1, O1O, О6О, РН7) на довжинах 

хвиль А і Б, які вибирали при 410 і 500 нм відпо-
відно. Для зондів D1, O1O, О6О, РН7 обчислюва-
ли відношення інтенсивностей флуоресценції 
F500/F410. Аналогічні вимірювання виконували для 
зразків мембран тромбоцитів у людей без судин-
ної патології, знаходили значення інтенсивності 
флуоресценції для D7 на 435 нм, значення інтен-
сивності флуоресценції для РН1 на 385 нм, для 
інших зондів (D1, 010, 060, РН7) обчислювали 
відношення інтенсивностей флуоресценції 
F500/F410. За різницею відповідних величин інтен-
сивностей флуоресценції D7, РН1 і відповідних 
величин відношень F500/F410 зондів D1, О1О, О6О, 
РН7 для контрольних мембран і для мембран 
хворих на гіпертонічну хворобу оцінювали пору-
шення структури мембран тромбоцитів і локалі-
зацію цих змін у ліпідному бішарі мембран. 
Отримані результати фіксували в табл. 3 і табл. 
4. Обстежено 14 хворих на гіпертонічну хворобу II 
стадії: жінок - 9, чоловіків - 5, віком від 60 до 74 
років, цифри артеріального  тиску складали від 
165/95 мм.рт.ст. до 200/110 мм.рт.ст. в період 
кризових станів. Як контроль досліджувалися 
тромбоцити 8 людей (чоловіків - 5, жінок - 3, віком 
від 18 до 35 років) без судинної патології. Зразки 
тромбоцитів готували до вимірювань, як описано 
в прикладі 1. 

 
Таблиця 3 

 
Інтенсивності флуоресценції Fλ зондів D7 і РН1, зв'язаних з мембранами  

тромбоцитів, у хворих з судинною патологією гіпертонічного генезу і в контрольній групі 
 

Зонд Fλ, нм 
Fλ, умовні одиниці 

контроль гіпертонія 

D7 435 382 84 

РН1 385 275 120 
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Таблиця 4 

 
Відношення F500/F410 зондів D1, О1О, О6О, РН7, зв'язаних з мембранами  

тромбоцитів, у хворих з судинною патологією гіпертонічного генезу і в контрольній групі 
 

Зонд 
F500/F410 

контроль гіпертонія 

D1 17,7 50,8 

O1O 7,8 15,1 

О6О 9,1 6,3 

РН7 3,2 2,4 

 
Зменшення величин інтенсивностей флуоре-

сценції зондів D7 і РН1 і зменшення величин від-
ношень F500/F410 зондів О6О, РН7 для мембран 
тромбоцитів хворих на гіпертонічну хворобу в 
порівняно з відповідними параметрами для конт-
рольних мембран свідчить про збільшення про-
тоноакцепторної здатності і полярності оточення 
молекул зондів у мембранах тромбоцитів хворих 
на гіпертонічну хворобу в результаті змін у зовні-
шніх шарах мембран (в області гліцеринових за-
лишків фосфоліпідів), які призводять до збіль-
шення їх полярності (наприклад, унаслідок 
збільшення гідратації), що створює перешкоди 
для проникнення зондів усередину мембран. Збі-
льшення величин відношень F500/F410, що спосте-
рігається для зондів D1, O1O, було віднесено до 
можливого накопичення холестеролу в області 
гліцеринових залишків фосфоліпідів і в області 
карбонільних груп жирнокислотних ланцюгів фо-
сфоліпідів. 

Як випливає з прикладів, запропонований 
набір зондів є чутливим до змін фізико-хімічних 
властивостей мембран тромбоцитів, викликаних 
цереброваскулярними порушеннями гіпертоніч-
ного і атеросклеротичного генезу. 
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