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РЕЗЮМЕ

Останнім часом численні дослідження вказують на те, що мелатонін, як гормон епіфізу, впливає на процеси диференціації бага-
тьох типів клітин, зокрема і преадипоцитів на бурі, бежеві та білі адипоцити. Тому актуальним є вивчення можливостей викорис-
тання мелатоніну як фактора диференціації преадипоцитів для контролю функціональної активності жирової тканини в боротьбі  
з різноманітними захворюваннями, в тому числі і з ожирінням. 

МЕТОЮ РОБОТИ було оцінити морфофункціональний стан бурої жирової тканини за умов дії різних режимів введення мелатоніну.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ. Нелінійних щурів було розподілено на три експериментальні групи: контроль, введення мелатоніну за 1 год 
після ввімкнення світла ZT01 (Zeitgeber time), введення мелатоніну за 1 год до вимкнення світла ZT11. Мелатонін вводили щоденно 
перорально протягом 7 тижнів за стандартної тривалості світлового дня (12:12 год). У тварин визначали відносну масу бурої жирової 
тканини, на гістологічних препаратах підраховували площу поперечного перерізу клітини, ядра та ліпідних включень, ядерно-цито-
плазматичне співвідношення (ЯЦС), кількість ліпідних включень на клітину та оптичну щільність тканини.

РЕЗУЛЬТАТИ. Застосування мелатоніну впливало на морфофункціональний стан бурих адипоцитів незалежно від часу введен-
ня: зростало ядерно-цитоплазматичне співвідношення за рахунок збільшення площі ядра при незмінній площі клітини; зростала 
кількість ліпідних крапель на один адипоцит, проте їх розміри зменшувались. Ефект від різного часу введення мелатоніну проявився  
у збільшенні маси бурої жирової тканини за умови вечірніх введень.

ВИСНОВКИ. Ефекти різних режимів введення мелатоніну на цитологічному рівні проявляються майже однаково на функціональному 
стані бурих адипоцитів, а на рівні організму при вечірніх введеннях спостерігається збільшення відносної маси бурої жирової тканини. 
Оскільки при цьому лінійні розміри бурих адипоцитів не змінюються, це може свідчити про активацію диференціації бурих адипоцитів 
з клітин-попередників.
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ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Мелатонін – гормон епіфізу, який окрім основної функції регу-
ляції циркадної ритміки організму має багато додаткових функцій: 
імуномодуляторна, антиоксидантна, антиапоптична, регуляції енер-
гетичного метаболізму та інші [1]. Реалізація різноманітних ефектів 
мелатоніну здійснюється через залучення багатьох механізмів: 

•	 інтеграція циркадної ритміки всього організму – із залучен-
ням тонкої взаємодії супрахіазматичного ядра гіпоталамуса, 
як ендогенного водія добової ритміки, та синхронізованої 
секреції мелатоніну епіфізом [2];

•	 пряме знешкодження вільних радикалів – мелатонін та його 
безпосередні метаболіти (циклічний гідроксимелатонін, 

N-ацетил-N-форміл-метоксикінурамін, N-ацетил-метоксикі-
нурамін) забезпечують зменшення окисного стресу в ряді 
реакцій послідовної дегідрогенізації, утворенні стійких про-
дуктів з вільними радикалами і збільшенні донорно-акцеп-
торних властивостей для певного впорядкованого потоку 
електронів [3];

•	 решта функцій (імуномодулююча, антиоксидантна, антиапоп-
тична, терморегуляторна, антивікова, нейротрофічна та ін. 
[4]) реалізуються шляхом активації мелатонінових рецепто-
рів, які експресуються майже на усіх клітинах організму [5, 6], 
в тому числі і на стовбурових клітинах різного походження. 
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Рецептори до мелатоніну представлені двома типами мембран-
них рецепторів, які спряжені з G-білками (МТ1, МТ2) [7, 8], та одним 
ядерним, з суперродини орфанних рецепторів ретиноєвої кислоти 
RORa [9, 10]. Поверхневі рецептори були виявлені у багатьох типах 
стовбурових клітин – нейральних [11, 12, 13, 14], мезенхімальних  
(з кісткового мозку [15, 16], жирової тканини [17], кордової крові 
[18]), ембріональних [19], індукованих плюрипотентних [20], стовбу-
рових клітин пульпи зубів [21]. Наявність даних рецепторів свідчить 
про можливість впливу мелатоніну на проліферацію, диференціацію 
та функціональну активність цих клітин, а в подальшому – і на репа-
рацію та відновлення тканин та організму [22, 23].

У зв’язку з нещодавнім відкриттям у дорослої людини функціо-
нально активної бурої жирової тканини (БЖТ) [24, 25] тривають ак-
тивні дослідження механізмів регуляції її метаболічного стану. Ця тка-
нина може виступати потенційною мішенню для терапії метаболічних 
порушень, що можуть проявлятися в розвитку ожиріння, зниженні  
чутливості до інсуліну (оскільки жирова тканина є інсулін-чутливою)  
та дисліпідемії [26, 27]. 

Наразі пропонуються різні підходи для модуляції фізіології БЖТ:
•	 катехоламіни – в нормі підвищують теплопродукуючі влас-

тивості БЖТ після активації холодом центру терморегуляції  
в гіпоталамусі та стимуляції роботи симпатичної нервової сис-
теми, проте вони мають ряд побічних ефектів [28, 29];

•	 ірисін – міокін, який секретується міоцитами під час фі-
зичних навантажень та стимулює біогенез мітохондрій як  
в м’язах, так і жировій тканині, що спричиняє появу класич-
них бурих адипоцитів та бежевих адипоцитів в білій жировій 
тканині [30, 31];

•	 мелатонін – не тільки підвищує кількість мітохондрій в бурих 
адипоцитах, але і сприяє збільшенню кількості БЖТ. Раніше 
вважали, що така дія мелатоніну опосередкована впливом на 
супрахіазматичне ядро гіпоталамуса і активацією в подаль-
шому симпатичної нервової системи. Яскравим прикладом 
цього може слугувати сезонна ритміка зростання маси БЖТ 
у видів, що впадають у гібернацію взимку – бурих ведмедів, 
гризунів та інших [32]. Проте пізніше було показано наявність 
рецепторів до мелатоніну безпосередньо і на бурих адипоци-
тах, що робить мелатонін цікавим агентом для регуляції жит-
тєдіяльності цих клітин, а також преадипоцитів [33, 34]; 

•	 клітинна терапія та тканинна інженерія – передбачає тран-
сплантацію в міжлопаткову ділянку бурих адипоцитів (напри-
клад, з прогеніторів жирової клітковини), диференційованих 
за допомогою транскрипційних факторів ВМР7, PRDM16 або 
генної трансфекції аденовірусом, для збільшення маси функ-
ціонально активної БЖТ у людини [35-37], що може бути ко-
рисним при терапії ожиріння та метаболічного синдрому [26, 
27, 38]. Були проведені успішні трансплантації таких клітин 
мишам та щурам, проте їх ефективність потребує подальшого 
дослідження [39, 40]. Крім цього, для успішного приживлення 
великих трансплантатів та уникнення пост-трансплантаційного 
некрозу потрібно використовувати синтетичні матриці та скаф-
фолди [41, 42].

Фізіологія БЖТ суттєво регулюється мелатоніном, який не тіль-
ки збільшує її масу, але також підвищує метаболічну активність 
бурих адипоцитів. Таким чином, мелатонін – нетоксична речовина 
природного походження, яка є висококонсервативною молекулою, 
що реалізує біологічні ефекти майже у всіх живих організмах, по-
чинаючи з антиоксидантної функції у бактерій, та не має побічної дії 
[43, 44], а тому може служити новим підходом для активації функ-
цій БЖТ [38]. Окрім опосередкованого впливу через гіпоталамус, 
мелатонін стимулює свої мембранні рецептори на бурих адипоцитах 
[45] та може стимулювати експресію термогеніну (UCP1) – білка, що 
роз’єднує дихальний ланцюг в мітохондріях та забезпечує недри-
жальний термогенез. Також мелатонін стимулює експресію рецеп-
тора PPARg (peroxisome proliferator-activated receptors gamma), що 

активується проліфератором пероксисом, та його ко-активатора 
PGC1a – ключових факторів для диференціації нових бурих ади-
поцитів та біогенезу мітохондрій [46]. Підтвердженням цього  
є ряд дослідів in vitro на культурі ембріональних фібробластів, які 
були направлено диференційовані в преадипоцити [47]. Проте є та-
кож і протилежні свідчення: на культурі людських мезенхімальних 
стовбурових клітин під впливом мелатоніну показано послаблення 
адипогенезу через інгібування кінази глікоген-синтетази GSK-3β [48], 
підсилення остеогенезу через підвищення експресії Runx2 та зни-
ження PPARg [49]. На культурі ембріональних фібробластів, які були 
направлено диференційовані в преадипоцити, показано інгібування 
транскрипційного фактора C/EBPb, що активує експресію PPARg [50]. 
Такі неоднозначні дані, отримані на культурах клітин, потребують по-
дальших досліджень in vivo з детальною характеристикою змін мор-
фології бурих адипоцитів та врахування відносної маси бурої жирової 
тканини.

Окремим цікавим питанням є різна чутливість організму до ме-
латоніну впродовж доби, що проявляється відмінностями експресії 
його мембранних та ядерних рецепторів клітинами [51, 52]. Одним 
з актуальних питань хронофармакології є вибір ефективного часу 
введення препарату для збільшення корисного результату та змен-
шення побічної дії [53, 54, 55]. Тому метою нашого дослідження було 
оцінити морфофункціональні зміни бурої жирової тканини за умов 
дії різних режимів введення мелатоніну.

Усі експерименти на тваринах виконані з дотриманням міжнарод-
них принципів Європейської конвенції про захист хребетних тварин, 
що використовуються в експериментальних та інших наукових цілях 
(Страсбург, 1986 р.), статті 26 Закону України «Про захист тварин від 
жорсткого поводження» (№3447-IV, від 21.02.2006 р.), а також усіх 
норм біоетики, біологічної безпеки та загальних етичних принципів 
експериментів на тваринах, ухвалених Першим національним конгре-
сом України з біоетики (вересень 2001 р.).

У нашому дослідженні ми використовували білих нелінійних 
щурів масою 130-140 г, які утримувались при постійному темпера-
турному режимі за стандартних умов віварію та раціону харчування  
з вільним доступом до води та їжі. Як зовнішній синхронізатор часу 
використовували штучне освітлення. Добовий ритм (Zeitgeber time –  
ZT) складався з 12 годин світла та 12 годин темряви з ввімкнен-
ням світла о 7-й годині ранку (ZT00) та вимкненням о 19:00 (ZT12). 
Щури були випадковим чином розподілені на три групи по 7 тварин  
в кожній: 1) контрольна група; 2) введення мелатоніну за 1 год після ввім-
кнення світла – М ZT01; 3) введення мелатоніну за 1 год до вимкнення 
світла – М ZT11 (рис. 1, див. с. 76). Мелатонін (Alcon Biosciences, США) 
вводили щоденно перорально через зонд протягом 7 тижнів в дозі  
30 мг/кг/день в зазначений час.

Підрахунок споживання води та корму проводили щодня о 10:00 
та обчислювали відносне денне споживання води (мл/день/кг маси 
тіла) та корму (ккал/день/кг маси тіла) для кожної тварини. Масу тіла 
вимірювали один раз на тиждень та підраховували приріст маси тіла. 
В останній день експерименту тварин декапітували, після чого виді-
ляли та зважували буру жирову тканину з міжлопаткової ділянки для 
визначення її відносної маси. 

Для характеристики морфофункціонального стану бурої жирової 
тканини було проведено гістологічне дослідження. Фрагменти бурої 
жирової тканини розміром 1х1см фіксували в 4 % розчині парафор-
мальдегіду на 0,1 М фосфатному буфері протягом 72 годин, після 
чого зневоднювали та заливали в парафін за загальноприйнятою 
методикою. З парафінових блоків на мікротомі виготовляли зрізи 
товщиною 5 мкм, які потім фарбували гематоксиліном Бемера та 
еозином. Подальше дослідження препаратів проводили за допомо-
гою світлового мікроскопа BX41 (Olympus, Японія). Мікрофотографії  

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
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отримували з використанням цифрової камери DP20 (Olympus, Японія) 
та програмного забезпечення QuickPHOTO MICRO (Promicra, Чехія).

Як критерії оцінки морфофункціонального стану бурих адипо-
цитів використовували площу поперечного перерізу клітини, ядра та 
ліпідних включень; ядерно-цитоплазматичне співвідношення (ЯЦС); 
кількість ліпідних включень на одну клітину та оптичну щільність тка-
нини. Усі параметри вимірювали з використанням програми ImageJ 
(National Institutes of Health, США).

Статистичний аналіз даних проводили за допомогою програмно-
го забезпечення Statistica 6.0 (StatSoft, США) та Microsoft Excel 2010 
(Microsoft, США). Характер розподілу числових значень оцінювали  
з використанням W-критерія Шапіро-Уілка. Оскільки відхилення роз-
поділу цих значень від нормальності були несуттєвими, перевірку для 
оцінки відмінностей між значеннями виконували з застосуванням па-
раметричних (t-критерія Стьюдента) методів варіативної статистики. 
Достовірними вважали відмінності при ймовірності нульової гіпотези 
р < 0,05. Отримані результати представлені у вигляді середнього зна-
чення ± стандартна похибка середнього.

За морфологією бурі адипоцити суттєво відрізняються від білих 
центральним розташуванням овального ядра (на відміну від перифе-
рійного розташування сплощеного ядра білих адипоцитів), поліго-
нальною формою клітин (білі адипоцити – округлі), мультилокуляр-
ною локалізацією численних ліпідних включень (у білих адипоцитів 
– одна велика крапля), а також в рази більшою кількістю мітохондрій 
та меншими лінійними розмірами клітин (рис. 2). 

При введенні тваринам мелатоніну локалізація та форма ядра не 
змінюється, проте колір стає світлим, тобто менше базофільним. При 
цьому морфологія клітин залишається полігональною з яскраво ео-
зинофільною цитоплазмою (рис. 3).

За даними морфометричного аналізу при введенні мелатоніну 
площа поперечного перерізу ядра бурих адипоцитів збільшується 
на 46 % в групі М ZT01 і на 60 % в М ZT11, причому вечірні вве-
дення індукують ці зміни на 10 % більше в порівнянні за ранкові  
(рис. 4, див. с. 77). Площа поперечного перерізу клітини за впливу 

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Рис. 2. Мікрофотографії зрізів жирової  
тканини щурів: А – білої, Б – бурої;  
забарвлення гематоксилін-еозином, 
світлова мікроскопія, ок. х10, об. х40.

Рис. 3. Мікрофотографії зрізів бурої 
жирової тканини щурів: А – контроль,  
Б – група М ZT01, В – група М ZT11;  
забарвлення гематоксилін-еозином, 
світлова мікроскопія, ок. х10, об. х100.

мелатоніну достовірно не змінювалась. Ядерно-цитоплазматичне 
співвідношення після дії мелатоніну значно зростало за обох режимів 
введення – у М ZT01 на 53 %, у М ZT11 на 68 % відповідно. Різниця між 
групами, що отримували мелатонін, становить більше 10 % у М ZT11  
в порівнянні за ранкові введення. Це свідчить про підвищення функці-
ональної активності бурих адипоцитів за рахунок стимуляції синтетич-
них процесів в ядрі, що може бути пов’язано з експресією ряду генів,  
в тому числі і термогеніну [56].

За стандартної гістологічної обробки матеріалу ліпіди, що де-
понуються в адипоцитах у вигляді включень, вимиваються під час 
зневоднення тканини. Тому місця їх локалізації у цитоплазмі клітини 
після фарбування еозином залишаються незабарвленими. На мен-
шому збільшенні об’єктива можна оцінити загальну яскравість, що 
напряму залежить від кількості ліпідів в тканині – оптично темніше 
виглядає тканина після впливу мелатоніну (рис. 5, див. с. 77). 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
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Рис. 1. Схема протоколу введення мелатоніну в експериментальних 
групах щурів.

БA

Б ВА



www.transplantology.org 

77 Клітинна та органна трансплантологія    Том 6, № 1, травень 2018

 Дані морфометричного аналізу є цьому підтвердженням: у групі 
М ZT01 оптична щільність БЖТ зростає на 29 %, у М ZT11 – на 21 %  
(рис. 6). Такий результат спостерігається, оскільки збільшується 
кількість ліпідних включень на кожен адипоцит: у М ZT01 на 70 % 
і у М ZT11 на 60 %. При цьому зменшується площа їх поперечного 
перерізу – у М ZT01 на 50 % і у М ZT11 на 45 %. Оскільки оптична 
щільність БЖТ підвищується, а ліпідних включень стає більше при 
зменшенні їх розмірів за умови незмінної площі адипоцита, за літера-
турними даними [57, 58] це може бути опосередкованим свідченням 
зростання кількості мітохондрій в клітинах. Даний факт пояснюється 
тим, що більша кількість мітохондрій забезпечує значне розщеплен-
ня триацилгліцеридів, що веде до поступового зменшення розміру 
ліпідних включень. Дані про зменшення розмірів ліпідних включень 
узгоджуються з результатами, що були отримані на культурі клітин 
ембріональних фібробластів мишей лінії 3T3-L1 після додавання  

в середовище культивування мелатоніну [47]. При цьому авторами 
було показано підвищену експресію PPARg.

Відносна маса БЖТ після введення мелатоніну значно зросла:  
у групі М ZT01 на 20 % і у М ZT11 на 56 %, причому відмічена до-
стовірна різниця між групами, що отримували мелатонін – на 30 % 
більше у М ZT11 в порівнянні з М ZT01. Проте при вплив на приріст 
загальної маси був відсутнім (табл. 1). Ми вважаємо, що такі зміни 
відбулися не за рахунок підвищення споживання корму, а через сти-
мулювання мелатоніном диференціації преадипоцитів в напрямку 
бурих адипоцитів, оскільки гіпертрофія адипоцитів не спостерігалась 
(лінійні розміри бурих адипоцитів не змінювались). 

При цьому різниця в дії мелатоніну при різних режимах введення 
може пояснюватись залученням не лише мелатонінових рецепторів 
на адипоцитах, але і опосередкованих шляхів сигналінгу через вклю-
чення гіпоталамічних ядер та периферичної нервової системи.

Б ВA

Рис. 4. Дані морфометричного аналізу площі поперечного перерізу клітини, ядра та ядерно-цитоплазматичного співвідношення бурих адипоцитів щурів.

Примітки: * – відмінності достовірні між контрольною та дослідними групами, р ≤ 0,05; # – відмінності достовірні між групами M ZT01 та M ZT11, р ≤ 0,05.

Рис. 6. Дані морфометричного аналізу кількості, площі поперечного перерізу ліпідних включень бурих адипоцитів та оптичної щільності БЖТ щурів.

Примітки: * – відмінності достовірні між контрольною та дослідними групами, р ≤ 0,05; # – відмінності достовірні між групами M ZT01 та M ZT11, р ≤ 0,05. 
Шкала в умовних одиницях: 100 – чорне, 0 – біле.

Рис. 5. Мікрофотографії зрізів бурої жирової тканини щурів: А – контроль, Б – група М ZT01, В – група М ZT11; забарвлення гематоксилін-еозином, світлова 
мікроскопія, ок. х10, об. х40.
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ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

ПАРАМЕТР К М ZT01 М ZT11

Відносна маса бурої жирової тканини, % 0,068 ± 0,005 0,082 ± 0,011* 0,106 ± 0,011* #

Приріст маси тіла, % 195 ± 23 236 ± 16 207 ± 23

Споживання їжі, ккал/г маси тіла за день 0,247 ± 0,002 0,258 ±0,005 0,245 ±0,003

Споживання води, мл/ г маси тіла за день 38,9 ± 0,8 39,3 ± 0,9 39,3 ± 0,6

Таблиця 1. Загальна характеристика змін маси бурої жирової тканини, тіла і споживання їжі у щурів експериментальних груп.

ВИСНОВКИ

За даними морфофункціонального аналізу мелатонін підсилює адипогенез бурої жирової тканини та активує роботу бурих адипоцитів, 
що проявляється у зміні відносної маси тканини і кількості ліпідних включень в клітині.

Даний ефект має залежність від часу введення. Ефективним режимом введення мелатоніну для активації функції ліполізу бурої жиро-
вої тканини є вечірнє введення за годину до вимкнення світла, оскільки при цьому збільшується площа поперечного перерізу ядра бу-
рих адипоцитів, ядерно-цитоплазматичне співвідношення та відносна маса бурої жирової тканини в порівнянні з ранковим введенням 
за годину після ввімкнення світла.

Ефекти різних режимів введення мелатоніну на цитологічному рівні проявляються майже однаково на функціональному стані бурих 
адипоцитів, проте на рівні організму при вечірніх введеннях спостерігається збільшення відносної маси бурої жирової тканини.
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