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Реферат: У хом’яків і щурів методом гельпроникальної хроматографії вивчали склад молекул у крові за умов природ-

ної (ПГ) і штучної (ШГ) гібернації. У контрольній групі було п’ять фракцій молекул у хом’яків та сім у щурів. Фракції, що 
збігалися (м. м. 530, 1140 і 3300 Да), відрізнялися тільки площами під піками (більше у щурів). За умов ПГ з’являлися нові 
фракції 1350, 2350 і 6350 Да, збільшувалися площі контрольних фракцій 1140 і 1980 Да. За ШГ у щурів площа фракції 1140 Да 
була більшою, фракція 530 Да – меншою і зникала фракція з м. м. 1290 Да, з’являлися нові – 650, 830, 950, 2350 і 5110 Да. 
Через 2 години після ШГ фракції 1140 і 1520 Да були більшими, фракція 530 Да – меншою (як і при ШГ); 650, 2350 і 5110 Да – зни-
кали, з’являлися знову 1290 Да й нова 4030 Да; через 24 години відзначали нові фракції 5820 і 6530 Да. У хом’яків за ШГ збіль-
шувалися фракції 1140, 1600 і 3330 Да, з’являлася нова фракція 5280 Да, як у щурів контрольної групи та через 24 години 
після ШГ.
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Abstract: In this study, molecular composition of hamster and rat blood was studied by gel permeation chromatography under 

natural (NH) and artifi cial hibernation (AH). The control group was represented by 5 fractions of molecules in hamsters and 7 in
rats. The areas under peaks of the fractions similar in molecular weight in hamsters and rats were larger in rats. NH was 
characterized by appearance of new fractions (1,350, 2,350, and 6,350 Da) and an increase in areas under peaks of the control 
fractions (1,140 and 1,980 Da). Artifi cial hibernation in rats led to an increase in areas under peaks of 1,140 Da fraction, a decrease in 
that of 530 Da, and disappearance of 1290 Da, as well as the appearance of new fractions (650, 830, 950, 2350, and 5110 Da). Two hrs 
of later AH, the areas under peaks of 1,140 and 1,520 Da fractions were greater and that of 530 Da was lesser; 650, 2,350 and 5,110 
Da fractions disappeared, 1,290 Da reappeared and new fraction of 4,030 Da appeared. New fractions of 5,820 and 6,530 Da were 
found 24 hrs later. In hamsters under AH, the areas under peaks of 1,140, 1,600, and 3,330 Da increased; as well as a new peak 
in 5,280 Da appeared, both in the control rats and those in 24 hrs after AH. 

Key words: hibernation, hypometabolism, proteins, blood, hamsters, rats.

Адаптація до холоду супроводжується знач-
ними перебудовами метаболічних процесів й ут-
воренням безлічі сполук, а також їх проміжних 
продуктів, які з’являються у крові, інтерсти-
ціальній, спинномозковій та інших рідинах і сти-
мулюють/пригнічують активність задіяних ла-
нок регуляції організму. Увесь комплекс таких 
речовин достовірно відображає перебудови в ор-
ганізмі та активно вивчається за допомогою тех-
нологій геноміки, протеоміки та метаболоміки 
[13, 25, 27, 40]. Мета такого підходу полягає 
в максимальному визначенні у біологічному зраз-
ку всього набору молекул, зокрема й молекуляр-
ні маси (м. м.) яких не відповідають м. м. виз-
начених/відомих сполук, що беруть участь у пев-
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Adaptation to cold is accompanied by signifi cant 
metabolic rearrangements and formation of a large 
number of compounds, as well as their intermediates, 
which appear in blood, interstitial, cerebrospinal 
and other fl uids and stimulate/suppress the activity 
of involved components of body regulation. The 
whole complex of such substances signifi cantly 
refl ects the rearrangements in the body and is acti-
vely studied using genomic, proteomic and meta-
bolomic technologies [8, 24, 27, 40]. This approach 
aims to maximally detect in biological sample the 
whole set of molecules, including the molecular 
weights (MW) of those molecules, diff ered from 
MW of the defi ned / known compounds involved 
in certain biochemical reactions [27, 40]. Elucida-
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них біохімічних реакціях [27, 40]. З’ясування 
фізіологічної та діагностично-прогностичної ролі 
цих речовин є перспективним фундаментально-
прикладним напрямком комплексних досліджень, 
оскільки вони можуть слугувати біологічними 
маркерами для оцінки нормальних і патологічних 
процесів в організмі [27, 29].

Найбільш виражені й добре узгоджені між 
собою перебудови метаболічної активності від-
значаються у гетеротермних тварин у циклі при-
родної гібернації (ПГ). За допомогою геномних 
і протеомних підходів виявлено зміни мРНК 
для генів, відповідальних за процеси гліколі-
зу, глюконеогенезу, апоптозу та обміну жирів, а 
також пов’язаних із процесами клітинного рос-
ту і циркадними ритмами. Крім того, визначено 
молекули-«кандидати», які характеризують гі-
бернаційний фенотип і відіграють роль у реа-
лізації індукованих гібернацією захисних реак-
цій за екстремальних фізіологічних перебудов в 
організмі протягом циклу торпор–пробудження 
[24, 33]. Результати дослідження метаболому гі-
бернаторів показали наявність виражених сезон-
них і залежних від стадій зимової сплячки змін 
активності кофакторів метаболізму, катаболізму 
амінокислот, пуринового, піримідинового та лі-
підного метаболізму [14, 26].

Існує думка, що в діапазоні м. м. 400–12 000 Да 
зазвичай групуються молекули (зокрема, про-
теїни, пептиди та їхні посттрансляційні мо-
дифікації): одна частина з них бере участь у 
регуляції кров’яного тиску і метаболізмі кістко-
вої тканини, захисті від оксидативного стресу 
тощо [13], інша – представлена токсинами [9]. 
До цього діапазону також входять похідні глю-
куронових кислот, поліаміни, кініни, продукти
деградації фібриногену, альбуміну та інші по-
ліпептидні сполуки, окремі компоненти яких 
мають широкий спектр біологічної активнос-
ті, а саме: пригнічують клітинний імунітет, не-
специфічну реактивність, еритропоез, а також
активність ряду ферментів [1]. Крім того, у вка-
заному діапазоні м. м. представлено молекули, 
які сприяють зануренню/виходу з гібернації та 
активації певних захисних механізмів у орга-
нізмі [11].

Адаптація до холоду проявляється у зміні 
загальних характеристик геному та активності 
генів, продукти яких забезпечують пристосування 
організмів до певних умов. Передбачається, що 
у гетеротермних тварин для індукції стану гібер-
нації й активації захисних стратегій відбувається 
диференціальна експресія такого набору генів, 
який наявний й у більшості гомойотермних ор-
ганізмів [35]. Стан ПГ поєднує потужне приг-

tion of physiological and diagnostic-prognostic 
role of these substances is a promising fundamental 
and applied trend in the integrated research due to 
the possibility to use them as biological markers 
to estimate normal and pathological processes in 
the body [27, 29].

Heterotherms in natural hibernation (NH) de-
monstrate the most pronounced and well-coordinated 
rearrangements in metabolic activity. Genomic and 
proteomic approaches have identifi ed the mRNA 
changes for genes responsible for glycolysis, glu-
coneogenesis, apoptosis, and fat metabolism, as well 
as for those, associated with cell growth and circa-
dian rhythms. In addition, the ‘candidate’ molecu-
les, characterizing the hibernation phenotype and 
playing a role in hibernation-induced protective 
responses under extreme physiological rearrange-
ments in the body during torpor-arousal cycle, have 
been identifi ed [23, 33]. The fi ndings on hiber-
nator metabolome showed the presence of pro-
nounced seasonal and hibernation stage-dependent 
changes in the activity of cofactors of metabolism, 
amino acid catabolism, purine, pyrimidine and 
lipid metabolisms [12, 26]. 

It is believed that within the range of 400–12,000 
Da there are usually grouped the molecules (particu-
larly, proteins, peptides and their posttranslational 
modifi cations), a part of which is involved into 
regulation of blood pressure, bone metabolism, pro-
tection against oxidative stress etc. [11], another 
is the toxins [6]. This range also includes the de-
rivatives of glucuronic acids, polyamines, kinins, 
fi brinogen degradation products, albumin and other 
polypeptide compounds. Some components of these 
substances have a wide range of biological acti-
vity, specifi cally they suppress cell immunity, non-
specifi c reactivity, erythropoiesis, and the activity 
of certain enzymes as well [9]. In addition, within 
this range of MW, there are the molecules pro-
moting the entry into hibernation / arousal and ac-
tivation of certain protective mechanisms in the bo-
dy [8]. 

The adaptation to cold is manifested in changes 
in general characteristics of genome and gene 
activity, the products of which ensure the adapta-
tion of organisms to certain conditions. Hetero-
therms are assumed to have diff erential expression 
of such a set of genes, which is present in most 
homeotherms, to induce hibernation and activate 
protective strategies [35]. The NH state combines 
a strong inhibition of metabolic rate with a selec-
tive increase in key gene expression and syn-
thesis of specifi c proteins to ensure the required 
level of metabolic processes [3]. Today, the ques-
tion whether the factors (hunger, cold, daylight 
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нічення швидкості обміну речовин із селектив-
ним збільшенням експресії ключових генів та 
синтез специфічних білків для забезпечення 
необхідного рівня метаболічних процесів [6]. 
На сьогодні питання можливості факторів (го-
лод, холод, тривалість світлового дня, газовий 
склад навколишнього середовища тощо), які 
сприяють зануренню тварин у ПГ, активувати по-
дібні метаболічні шляхи у негібернуючих тва-
рин потребує ґрунтовного вивчення. Моделю-
вання подібних до ПГ станів у гомойотермних
організмів є актуальним для подальшого вико-
ристання отриманих результатів у практичній 
медицині та для дослідження космосу [8].

Мета роботи – порівняльне вивчення фракцій-
ного складу поліпептидних сполук із м. м. 100–
10 000 Да у сироватці крові гетеро- (хом’яки) і 
гомойотермних (щури) тварин за умов природної 
та штучної гібернації.

Матеріали і методи
Експерименти проведено відповідно до Зако-

ну України «Про захист тварин від жорстокого 
поводження» (№ 3447-IV від 21.02.2006 р.) з дот-
риманням вимог комітету з біоетики Інсти-
туту проблем кріобіології і кріомедицини НАН 
України, погоджених із положеннями «Європейсь-
кої конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментальних та ін-
ших наукових цілей» (Страсбург, 1986). Роботу 
виконували в осінньо-зимовий період на сам-
цях золотистих хом’яків (Mesocricetus auratus) 
і безпородних білих щурів (Rattus norvegicus) 
(масою 85–95 та 220–280 г відповідно). До по-
чатку експерименту тварин утримували в умовах 
віварію за природного світлового режиму на 
стандартному раціоні ad libitum із додаванням 
зерен пшениці та насіння соняшнику.

Хом’яки були розділені на 3 групи: контроль 
(інтактні тварини); занурення у природну (ПГ) і 
штучну гібернацію (ШГ). Щури були розділені на 
4 групи: контроль (інтактні тварини); занурення 
у ШГ; через 2 і 24 години після виходу із ШГ 
(n = 3 у кожній групі).

Хом’яків перед зануренням у ПГ розсаджу-
вали в індивідуальні клітки, з раціону виклю-
чали соковиту їжу, забезпечували гніздовим 
матеріалом (деревна тирса, сіно) і переносили 
в темне приміщення з температурою повітря 
(5 ± 2)°С (промислова холодильна камера об’є-
мом 20 м3 із автоматичним регулюванням тем-
ператури). Хом’яки занурювалися в сплячку 
через 10–14 діб. Середня тривалість бауту ста-
новила (3 ± 0,5) доби, температура тіла (ТТ) зни-
жувалася до (8 ± 1)°С. 

hours, gas composition of the environment, etc.), 
contributing to animal entering the NH, can acti-
vate the similar metabolic pathways in non-hiber-
nators, should be thoroughly studied. Simulating the 
NH-like states in homeotherms is relevant to enrol 
the obtained results into practical medicine and for 
space research [5]. 

The purpose herein was a comparative study of 
fractional composition of polypeptide compounds 
with MW 100–10,000 Da in serum of hetero- (hams-
ters) and homeotherms (rats) under natural and arti-
fi cial hibernation. 

Materials and methods 
The experiments were carried out in accordance 

with the Law of Ukraine ‘On the Protection of 
Animals Against Cruelty’ (№ 3447-IV of February 
21, 2006) in compliance with the requirements of 
the Bioethics Committee of the Institute for Prob-
lems of Cryobiology and Cryomedicine of the Natio-
nal Academy of Sciences of Ukraine, agreed with 
the provisions of the ‘European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for Expe-
rimental and Other Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 
1986). The research was conducted in the autumn-
winter period in male golden hamsters (Mesoc-
ricetus auratus) and outbred white rats (Rattus norve-
gicus) (weighing 85–95 and 220–280g, respec-
tively). Prior to experiment the animals were housed 
in animal facility with natural light/dark cycle and 
a standard diet ad libitum, supplemented with wheat 
and sunfl ower seeds.

Hamsters were divided into 3 groups: control 
(intact animals); those entering natural (NH) and 
artifi cial hibernation (AH). Rats were divided into 
4 groups: control (intact animals); animals entering 
AH; those in 2 and 24 hrs after arousal from AH, 
(n = 3 in each group). 

Hamsters before entry into NH were placed into 
individual cages, the diet was deprived of juicy food. 
The animals were provided with nesting material 
(sawdust, hay) and then transferred to a dark room 
with air temperature (5 ± 2)°C (industrial cooling 
chamber of 20 m3 volume with automatic tempera-
ture control). The hamsters entered hibernation after 
10–14 days. The average bout duration was (3 ±
± 0.5) days, body temperature (BT) decreased down 
to (8 ± 1)°C.

Artifi cial hibernation (AH) was simulated by the 
‘closed vessel’ method [19, 25]. Animals in a sealed 
vessel (3 and 2 dm3 volume for rats and hamsters, 
respectively) were placed into an industrial cooling 
chamber at 2–5°C. Animals, being in the dark, 
under reduced temperature and increasing hypo-
xia-hypercapnia entered gradually (within (171.9 ±
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Стан ШГ моделювали методом «закритої 
посудини» [2, 3]. Тварин у герметично закритій 
посудині (об’єм для щурів – 3 дм3 і для хо-
м’яків – 2 дм3) розміщували у промисловій холо-
дильній камері за температури 2–5°С. Тварини 
в умовах темряви, зниженої температури і наро-
стаючої гіпоксії-гіперкапнії поступово (щури – 
протягом (171,9 ± 9,9) хв і хом’яки – (175,0 ± 
± 25,1) хв) занурювалися в подібний до ПГ
стан, який характеризувався зниженням ТТ, змен-
шенням частоти серцевих скорочень (ЧСС) і 
дихання.

Зразки крові тварин отримували після дека-
пітації (у рамках проведення комплексного за-
бору матеріалу для біохімічних і морфологічних 
досліджень) при досягненні гіпометаболічного 
стану (ПГ і ШГ) і через 2 і 24 години після пе-
реміщення тварин в умови кімнатної температури 
(22°С) і нормального газового складу навколиш-
нього середовища. 

Оцінку фракційного складу сироватки крові 
тварин проводили методом гель-проникної хрома-
тографії. Петельним інжектором вводили 0,2 мл 
сироватки крові в колонку довжиною 400 мм і 
внутрішнім діаметром 16 мм, заповнену полі-
вініловим гелем «TSK-Gel Toyopearl HW-40 
Fine» («Toyo Soda Manufacturing Co», Японія), 
який дозволяє розділяти поліпептидні молеку-
ли в діапазоні м. м. 100–10 000 Да. Здатний до 
елюації фосфатно-сольовий буферний розчин 
(Na2HPO4/NaH2PO4 30 ммоль/л, NaCl 100 ммоль/л, 
pH 7,4) подавався в колонку через петельний ін-
жектор за допомогою перистальтичного насосу 
(«Microperpex LKB 2132», Швеція). Швидкість 
потоку становила 1,6–1,7 мл/хв і оцінювалася за 
часом наповнення каліброваної піпетки об’ємом 
5,0 мл. Оптичну щільність елюату реєстрували 
УФ-монітором («Uvicord SII LKB 2238», Швеція) 
за довжини хвилі 254 нм. Сигнал монітора запи-
сувався у вигляді хроматограми двоканальним 
потенціометром («Recorder LKB 2210», Швеція) 
і одночасно подавався на інтегратор («Waters 746 
Data Module», США), який визначає час утри-
мування, площі під піками і процентний вміст 
кожної фракції. Попереднє калібрування про-
водили стандартними розчинами пептидів із 
вказаною м. м. Для побудови калібрувально-
го графіка використовували залежності лога-
рифма м. м. і величини Ve/V0, де Vе – об’єм 
утримування стандартної речовини, мл; V0 – «мерт-
вий» об’єм колонки (мл), який визначаєть-
ся за часом утримування блакитного декстрану 
(м. м. 2 000 кДа).

Пошук речовин із м. м., близькими за зна-
ченням до виявлених нами фракцій молекул, 

± 9.9) and (175.0 ± 25.1) min for rats and ham-
sters, respectively) the NH-like state, characterized 
by a decreased BT, reduced heart rate (HR) and 
respiration. 

Following decapitation of animals, the blood 
samples were taken (as a part of integrated sampling 
for biochemical and morphological studies) upon 
achieving hypometabolic state (NH and AH) and 
2 and 24 hrs after transferring animals under room 
temperature conditions (22°C) and natural gas com-
position of the environment. 

The fractional composition of animal serum 
was assessed by gel permeation chromatography. 
Using loop injector, 0.2 ml of serum was introdu-
ced into a column of 400 mm length and 16 mm 
inner diameter, fi lled with polyvinyl gel ‘TSK-
Gel Toyopearl HW-40 Fine’ (Toyo Soda Manu-
facturing Co, Japan), which allowed separating 
polypeptide molecules within the MW range of 
100–10,000 Da. Elutable phosphate-buff ered saline 
(Na2HPO4 / NaH2PO4 30 mmol/l, NaCl 100 mmol/l, 
pH 7.4) was supplied to the column through a loop 
injector using a peristaltic pump (Microperpex LKB 
2132, Sweden). The fl ow rate was 1.6–1.7 ml/min, 
which was estimated by the time of fi lling of 5.0 ml 
calibrated pipette. The optical density of eluate 
was registered with UV monitor (Uvicord SII LKB 
2238, Sweden) at the 254 nm wavelength. The mo-
nitor signal was recorded as a chromatogram with 
a two-channel potentiometer (Recorder LKB 2210, 
Sweden) and simultaneously fed to an integrator 
(Waters 746 Data Module, USA), which determined 
the retention time, areas under peaks and percen-
tage of each fraction. Preliminary calibration was 
performed using the standard peptide solutions with 
the specifi ed MW. To build the calibration graph 
we used the dependences of MW logarithm and 
Ve/V0 values, where Ve was the retention volume 
of the standard substance, ml; V0 was the ‘dead’ 
column volume (ml), determined by the retention 
time for blue dextran (MW 2,000 kDa).

The substances with MW close by value to the 
detected by us molecular fractions were found using 
the PubChem and The Human Metabolome Data-
base (HMDB).

The nonparametric Mann-Whitney test was used 
for statistical data processing. 

Results and discussion 
Gel fi ltration of serum samples from the intact 

animals (control group) within the range of MW 
100–10,000 Da enabled detecting fi ve molecular 
fractions in hamsters (MW 530, 1,140, 1,600, 1,980, 
and 3,300 Da) and seven fractions in rats (MW 530, 
1,140, 1,290, 1,520, 1,880, 3,330 and 5,280 Da), 
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проводили за допомогою баз даних «PubChem» 
(США) та «The Human Metabolom Database» 
(Канада).

Для статистичної обробки даних використо-
вували непараметричний критерій Манна-Уїтні.

Результати та обговорення
Гель-фільтрація зразків сироватки крові ін-

тактних тварин (контрольна група) у діапазоні 
м. м. 100–10 000 Да дозволила виявити п’ять 
фракцій молекул у хом’яків (із м. м. 530, 1140, 
1600, 1980 та 3300 Да) і сім фракцій у щурів (із 
м. м. 530, 1140, 1290, 1520, 1880, 3330 та 5280 Да), 
причому три фракції (із м. м. 525, 1140 і 3300 Да) 
збігалися у обох видів тварин, але відрізнялися 
тільки площею під піками, яка була більшою у 
щурів (таблиця).

Занурення у ПГ хом’яків (зниження ТТ із 
(37,5 ± 0,5) до (8 ± 1)°С) супроводжувалося 
появою у крові трьох нових фракцій молекул – 
із м. м. 1350, 2350 і 6350 Да, а також збіль-
шенням площ, виявлених у контролі фракцій із 
м. м. 1140 і 1980 Да, в чотири і два рази відповідно 
(таблиця). 

Розвиток ШГ у щурів (зниження ТТ із (38 ± 1) 
до (17 ± 1)°С) призводив до збільшення площі 
фракції 1140 Да, значного зменшення фракції 530, 
зникнення піку 1290 і утворення нових фракцій 
із м. м. 650, 830, 950, 2350 і 5110 Да. Площа 
фракції 1140 Да збільшувалася у шість разів, 
а 530 Да – зменшувалася майже вдвічі. Через 
2 години після виходу з ШГ фракції 650, 2350 і 
5110 Да не визначалися, але знову з’являлася фрак-
ція 1290 і утворювався новий пік із м. м. 4030 Да. 
Площі під піками 1140 і 1520 Да збільшувалися 
у 2,5 і 1,4 рази відповідно, фракція 530 Да змен-
шувалася вдвічі (як і за ШГ). Через 24 години 
після ШГ також з’являлися нові фракції із м. м. 
5280 і 6530 Да. 

У хом’яків ШГ (зниження ТТ до (16 ± 1)°С) 
сприяла появі тільки однієї нової фракції із м. м. 
5280 Да й збільшенню площ фракцій 1140, 1600 
і 3330 Да. Фракція 5280 Да була також й у щурів – 
у контрольній групі та через 24 години після ШГ 
(таблиця).

Таким чином, три фракції (із м. м. 530 1140 і 
3300 Да) у зразках сироватки крові були «загаль-
ними» для обох видів тварин: визначалися як 
у контрольній групі, так за вивчених станів. Ще дві 
фракції також були знайдені в контрольній групі 
та за умов гібернації, але мали невелику різницю 
м. м.: 1520 і 1600 та 1880 і 1980 Да у щурів і хо-
м’яків відповідно. Найбільш лабільною вияви-
лася фракція 1140 Да: відзначалося значне збіль-
шення її площі за ПГ у хом’яків і ШГ у обох 

moreover three fractions (MW 525, 1,140 and 
3,300 Da) coincided for both animal species, but 
diff ered in area under peaks only, which was larger 
in rats (Table). 

When hamsters entered the NH (BT decreased 
from (37.5 ± 0.5) down to (8 ± 1)°C), three new 
molecular fractions with MW 1,350, 2,350 and 
6,350 Da appeared in blood, and the areas of frac-
tions, detected in the control with MW 1,140 and 
1,980 Da increased four times and twice, respec-
tively (Table). 

The development of AH in rats (BT decrease 
from (38 ± 1) down to (17 ± 1)°C) resulted in an 
increase in 1,140 Da fraction area, a signifi cant 
decrease in fraction 530, disappearance of peak 
1,290 and formation of new fractions with MW 650, 
830, 950, 2,350 and 5,110 Da. The area of 1,140 Da 
fraction augmented six times, but that of 530 Da 
was almost twice decreased. Two hours after arousal 
from AH, no fractions of 650, 2,350 and 5,110 Da 
were revealed, but the fraction 1,290 reappeared and 
a new peak with MW 4,030 Da was formed. The 
areas under peaks of 1,140 and 1,520 Da increased 
by 2.5 and 1.4 times, respectively, the fraction of 
530 Da decreased twice (as under AH). In 24 hrs 
after AH, the new fractions of MW 5,280 and 
6,530 Da appeared as well. 

In hamsters, the AH (BT decrease down to 
(16 ± 1)°C) promoted the appearance of only one 
new fraction with MW 5,280 Da and an increase 
in the areas of 1,140, 1,600 and 3,330 Da fractions. 
The 5,280 Da fraction was also detected in rats, 
namely in the control group and 24 hrs after AH 
(Table). 

Thus, three fractions (with MW 530, 1,140 and 
3,300 Da) in serum samples were ‘common’ for 
both animal species, i. e. they were revealed both 
in control group and under studied conditions. Two 
fractions were also found out in the control group 
and in animals during hibernation, but they had a 
small diff erence in MW: 1,520 and 1,600 in rats, and 
1,880 and 1,980 Da in hamsters. The fraction of 1,140 
Da occurred to be the most labile, i. e. a signifi cant 
increase in its area during NH in hamsters and under 
AH in both animal species, as well as 2 hrs after AH in 
rats, was observed. Among the compounds detected 
during NH in hamsters (with MW 1,350, 2,350 and 
6,530 Da), 1,350 Da fraction only was specifi c, a 
small number of molecules with MW 2,350 Da was 
detected in rats during AH, and the 6,530 DA fraction 
appeared in rat blood in 24 hrs only after AH.

The endogenous substances, inducing hiberna-
tion development (‘hibernation triggers’) and like-
ly mediating the activation of hibernation-specifi c 
neuroprotective mechanisms were fi rst reported 
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Примітка: * – різниця значуща порівняно з відповідним контролем, р < 0,05. 
Note: * – diff erence is signifi cant as compared to the corresponding control, p < 0.05.

Вміст фракцій поліпептидних молекул з молекулярною масою 100–10 000 Да у сироватці крові хом’яків і щурів 
за умов природної та штучної гібернації

Content of fractions of polypeptide molecules within MW range of 100–10,000 Da in serum from hamsters and rats 
under natural and artifi cial hibernation

Відомі сполуки, 
г/Моль
Known

compounds,
g/mol 

Фракції 
поліпептидів, Да

Polypeptide 
fractions, Da

Види тварин
Animal species 

Хо’мяки
Hamsters

Щури
Rats

Експериментальні групи
Experimental groups

Контроль
Control

ШГ
AH

ПГ
NH

Контроль
Control

ШГ
AH

ШГ 2 години
AH 2 hrs

ШГ 24 години
AH 24 hrs

- 6530 - - 8 ± 6 - - - 2,8 ± 0,2

- 5280 - 31 ± 11 - 4,8 ± 2 - - 3 ± 0,4

- 5110 - - - - 13,3 ± 3,5 - -

- 4030 - - - - 2,2 ± 1 -

VIP (3300) 3300 3 ± 0,5 27 ± 8,9* 5 ± 0,5 10,2 ± 4 14,8 ± 2,75 17,6 ± 6,1 5,9 ± 1,2*

- 2350 - - 8,5 ± 2,5 - 1,6 ± 0,5 - -

- 1980 14 ± 7 13,5 ± 3,7 59,5 ± 12,5* - - - -

- 1880 - - - 20 ± 8 16±4,5 27,7± 6,7 16 ± 2,4

Bombesin 
(1619.85) 1600 35 ± 11 58,2 ± 12 31,75 ± 12,8 - - - -

- 1520 - - - 56,6 ± 15 41,1 ± 9,8 80,5 ± 11,6 86,7 ± 12,5

Substance P 
(1347) 1350 - - 26 ± 9 - - - -

Angiotensin I 
(1296) 1290 - - - 169 ± 30 - 157,9 ± 25 142,9 ± 22

Neuromedin B 
(1132)/ GRP

(18-27) 
(1120.29)

1140 50 ± 10 173,7 ± 25,8* 114 ± 32* 100,4 ± 24 615 ± 100* 263,9 ± 50* 71,6 ± 17

Angiotensin A 
(1002)/ 

Angiotensin 3 
(931)

950 - - - - 20 ± 4,8 99,3 ± 12,7 -

Angiotensin 
(1-7) (899)/
Alamandine 

(855)

830 - - - - 11,5 ± 0,7 16 ± 3,2 -

- 750 - - - - - 29,1 ± 5,6 -

Glutathione 
Oxidized 
(612,63)

650 - - - 5,9 ± 0,8 - -

Metenkephalin 
(500) 530 45 ± 11 34,2 ± 11,1 43,5 ± 12 118,3 ± 26 65,7 ± 12,5* 63,2 ± 10,8* 93,9 ± 22,6
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видів тварин, а також через 2 години після ШГ 
у щурів. Серед сполук, виявлених за ПГ для хом’я-
ків (із м. м. 1350, 2350 і 6530 Да), специфічною 
була тільки фракція 1350 Да, невелика кількість 
молекул із м. м. 2350 Да визначалася за ШГ у 
щурів, а фракція 6530 Да з’являлася у крові щурів 
тільки через 24 години після ШГ. 

Перші повідомлення про ендогенні речовини, 
які індукують розвиток зимової сплячки («три-
гери гібернації») та, можливо, опосередковують 
активацію характерних для гібернації нейро-
протекторних механізмів, з’явилися ще в сере-
дині 70-х років минулого століття [4, 11]. Вони 
виявлені тільки в периферичній крові ховрахів 
у стані ПГ [18]. Встановлено, що це ендоген-
ні термолабільні опіатні пептиди із м. м. 1000–
1400 Да. У 90-х роках описаний більший за м. м. 
пептид (88 кДа) – HIT (hibernation induction trig-
ger), який також сприяє зануренню тварин в ести-
вацію. Незважаючи на те, що окремі дослідники 
поставили під сумнів цей феномен [30, 37], по-
казано, що деякі субстанції крові гібернаторів, 
зокрема [D-Ala2, D-Leu5]-Enkephalin (DADLE) – 
опіоїдна речовина з м. м. 569 Да, мають здатність 
захищати органи і тканини в процесі зберігання 
з метою подальшої їх трансплантації [7]. Також 
описано специфічні властивості інших низькомо-
лекулярних сполук (нейротензин, опіати, бомбе-
зин, нейромедіатори), які певною мірою імітують 
стан ПГ як у гібернуючих, так і негіберную-
чих тварин [11, 30]. Крім того, виявлено спец-
ифічний комплекс сполук, що пов’язаний із ПГ 
і складається з чотирьох пептидів (20, 25, 27 і 
55 кДа), концентрація якого в крові та централь-
ній нервовій системі (ЦНС) регулюється ендоген-
ним цирканулярним ритмом [20]. Однак гомо-
логічний комплекс знайдено й у гомойотермних 
тварин, але його експресія пов’язана тільки з се-
зонними змінами [32].

Відомо, що гіпотермія, яка розвивається за 
умов зимової сплячки, на відміну від штучної 
гіпотермії гомойотермного організму, є добре 
контрольованим фізіологічним процесом, розви-
ток якого відбувається за первинним зниженням 
метаболічної активності. Рівень зниження мета-
болізму, ТТ, ЧСС та інших функцій, а також 
спроможність організму протистояти цим змі-
нам можуть визначати відмінності у спектраль-
ному складі сполук, які з’являються у крові за при-
родної та штучної гібернації. У роботі N. Ohwatari 
та співавт. [28] за порівняльного вивчення гіпо-
термії до (7,2 ± 0,3) і (17,1 ± 0,4)°C у сирійських 
хом’яків і щурів лінії Вістар відповідно виявле-
но односпрямовані зміни: збільшення фракцій 
пептидів із м. м. 17,5; 19, 35 і 43 кДа та змен-

in the mid-1970s [1, 8]. They were identifi ed in 
peripheral blood of ground squirrels during NH 
only [16]. This substance was found to be an en-
dogenous thermolabile opiate peptide with MW 
1000–1400 Da. In the 1990s, the peptide with higher 
MW (88 kDa), being HIT (hibernation induction 
trigger), promoting the entry of animals in estivation, 
has been described. Although this phenomenon 
has been questioned by some researchers [30, 37], 
certain blood substances of hibernators, in particu-
lar [D-Ala2, D-Leu5]-Enkephalin (DADLE), being 
an opioid substance with MW 569 Da, showed the 
ability to protect organs and tissues during storage 
for further transplantation [4]. The specifi c pro-
perties of other low molecular weight compounds 
(neurotensin, opiates, bombesin, neurotransmitters), 
which to some extent simulate the NH state in both 
hibernators and non-hibernators, have been also 
described [8, 30]. In addition, a specifi c complex 
of compounds, associated with NH and consisting of 
four peptides (20, 25, 27 and 55 kDa), the concent-
ration of which in blood and central nervous sys-
tem (CNS) is regulated by endogenous circannual 
rhythm, has been outlined [18]. However, a homolo-
gous complex has been also revealed in homeo-
therms, but its expression is associated with seasonal 
changes only [32].

A hypothermic condition, developing during 
hibernation, in contrast to artifi cial hypothermia of 
a homeotherm, is a well-controlled physiological 
process, which develops after the primary decrease 
in metabolic activity. The level of reduction of 
metabolism, BT, heart rate and other functions, as 
well as the body’s ability to resist these changes, may 
determine the diff erences in spectral composition 
of the compounds that appear in blood during natu-
ral and artifi cial hibernation. A comparative study 
of hypothermia to (7.2 ± 0.3) and (17.1 ± 0.4)°C 
in Syrian hamsters and Wistar rats, respectively, 
reported by N. Ohwatari et al. [28] showed the 
unidirectional changes, namely an increase in blood 
of peptide fractions with MW 17.5, 19, 35 and 43 
kDa and a decrease in those with MW 32 and 40 kDa. 
Our fi ndings testify to the appearance of a diff erent 
molecular pool with 100–10,000 Da range in blood 
under NH in hamsters and AH in rats, when the 
BT decreased down to (8 ± 1) and (17.0 ± 1.7)°C, 
respectively. Moreover, despite the same conditions 
for hypothermia achievement under AH, as well 
as the level of BT reduction down to (17.0 ± 1.7) 
and (15.3 ± 2.8)°C in rats and hamsters, respecti-
vely, a fractional composition of molecules in their 
blood was diff erent.

Proceeding from the known features of the 
processes occurring under development of natural 
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шення із м. м. 32 і 40 кДа у крові. Отримані нами 
результати вказують на появу різного пулу мо-
лекул діапазону 100–10 000 Да за ПГ у крові 
хом’яків і за ШГ щурів, коли ТТ знижувалася до 
(8 ± 1) і (17,0 ± 1,7)°С відповідно. Більш того, за 
однакових умов досягнення гіпотермії при ШГ і 
рівня зниження ТТ до (17,0 ± 1,7) і (15,3 ± 2,8)°С 
у щурів і хом’яків відповідно, фракційний склад 
молекул у їхній крові відрізнявся.

Ґрунтуючись на відомих особливостях про-
цесів, що протікають за умов розвитку природ-
них і штучних гіпометаболічних станів [3, 6, 8 
20, 24, 37, 39], а також на збігах м. м., виявлених 
нами в ході експериментів сполук, із м. м. відо-
мих молекул можна лише з певною часткою ймо-
вірності стверджувати, що ці молекули у крові 
щурів і хом’яків є тими самими, які беруть участь 
у забезпеченні адаптивної відповіді організму. 

Так, найлегша фракція (530 Да), яка присутня 
в крові тварин усіх експериментальних груп (таб-
лиця), є близькою за м. м. до DADLE (569,659 г/
моль), Met-enkephalin (573,665 г/моль) та Leu-
enkephalin (555,632 г/моль). При цьому DADLE 
– одна з опіоїдних речовин, виявлених у крові 
гібернуючих тварин, – залежно від способу вве-
дення гомойотермним тваринам може викликати 
гіповентиляцію, знижувати артеріальний тиск 
(АТ), ЧСС [15] та ТТ (на холоді) [37] або ніяк не 
впливати на організм. Зокрема, введення лей-ен-
кефаліну в латеральний шлуночок мозку, у cisterna 
magna, або внутрішньовенно підвищує АТ і ЧСС 
[31]. Опіоїди також сприяють забезпеченню це-
реброваскулярної вазоділятації, викликаної дією 
гіпоксії [38]. Можливо, зменшення площі фракції 
530 Да за умов ШГ у щурів вказує на участь цієї 
сполуки в забезпеченні вазоділятації судин мозку. 

Як показано в роботі С. Д. Мельничука та 
співавт. [3], за умов ШГ, крім зниження ТТ, 
зменшується рН крові, розвивається респіратор-
ний ацидоз і уповільнюється поглинання кисню 
тканинами. Вказані зміни можуть збільшувати 
ймовірність проявів оксидативного стресу, одним 
із критеріїв якого є зміна співвідношення віднов-
леної та окисленої форм глутатіону (із м. м. 307,32 
та 612,63 г/моль відповідно). Поява за ШГ у крові 
щурів фракції з м. м. 650 Да, яка є близькою до 
окисленої форми глутатіону, може вказувати 
на розвиток оксидативного стресу за цих умов. 

Виявлені за ШГ у крові щурів фракції моле-
кул із м. м. 830, 950 і 1290 Да можуть відповіда-
ти сполукам, що входять до складу ренін-ангіо-
тензин-альдостеронової системи (РААС), яка має 
декілько сигнальних шляхів і виконує багато 
функцій в організмі [17]. Так, ангіотензин (А) I 
(м. м. 1296 г/моль) – попередник АII (1046,18 г/

and artifi cial hypometabolic states [3, 5, 12, 23, 25, 
37, 39], as well as basing on the coincidences of 
MW values of the compounds we found out during 
experiments, with those of the known molecules, 
we most likely assume these molecules in rat and 
hamster blood to be the same, involved in adaptive 
responses of a body. 

Thus, the lightest fraction (530 Da), which is pre-
sent in blood of animals of all experimental groups 
(Table), is close in MW to DADLE (569.659 g/mol), 
Met-enkephalin (573.665 g/mol) and Leu-enkephalin 
(555.632 g/mol). In this case, DADLE as one of opioid 
substances found in blood of hibernators, depending 
on the method of administration to homeothermic 
animals can induce hypoventilation, reduce blood 
pressure (BP), HR [13] and BT (in the cold) [37] 
or cause no impact on the body. In particular, the 
introduction of Leu-enkephalin into lateral ventricle 
of the brain, into cisterna magna or intravenously 
increases BP and HR [31]. Opioids are also involved 
in providing cerebrovascular vasodilation caused 
by hypoxia (hypoxic cerebrovasodilation) [38]. A 
decrease in the area of 530 Da fraction under AH 
in rats likely indicates the participation of this 
compound in ensuring vasodilation of cerebral ves-
sels.

S.D. Melnychuk et al. [25] showed under AH, 
in addition to BT decrease, the reduction of blood 
pH, development of respiratory acidosis and slo-
wing down of oxygen uptake by tissues. These chan-
ges may increase the probability of signs of oxi-
dative stress, one of the criteria of which is a change 
in the ratio of reduced and oxidized glutathione 
forms (with MW 307.32 and 612.63 g/mol, re-
spectively). The appearance of 650 Da fraction in 
rat blood under AH, which is close to the oxidized 
glutathione form, may testify to the oxidative stress 
development under these conditions. 

Molecular fractions with MW 830, 950 and 
1,290 Da revealed in rat blood under AH, may 
correspond to the compounds within the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS), having se-
veral signaling pathways and implementing many 
functions in the body [15]. For example, angio-
tensin (A) I (MW 1296 g / mol), precursor of AII 
(1046.18 g/mol), has no biological activity, while 
AIII (931.109 g/mol) and AA (1002,54 g/mol) induce 
the blood vessel vasoconstriction and BP increase 
[7]. In addition, A (1–7) (899 g/mol) as a vasodilator, 
of coronary arteries in particular, in contrast, re-
duces the probability of ischemia-reperfusion-in-
duced arrhythmias, and improves the myocardial 
function recovery after ischemia [10]. We should 
mention another compound: Alamandine (855.011 g/
mol), which simulates the regulation of peripheral 
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моль) – не має біологічної активності, в той са-
мий час як АIII (931,109 г/моль) і АA (1002,54 г/
моль) викликають вазоконстрикцію судин і під-
вищення АТ [10]. Крім того, A(1–7) (899 г/моль) 
у ролі вазодилятатора, зокрема коронарних арте-
рій, навпаки, зменшує ймовірність появи викли-
каних ішемією-реперфузією аритмій, а також 
покращує відновлення функції міокарда після 
ішемії [12]. Слід відзначити ще одну сполуку – 
Alamandine (855,011 г/моль), яка моделює регу-
ляцію периферичного і центрального кров’яного 
тиску, а також кардіоваскулярне ремоделювання. 
Цю сполуку можна «отримати» з діаметрально 
протилежних за кінцевою дією каскадів – AA і 
А (1–7) [17]. 

Поява фракцій 830 і 950 і «зникнення» фрак-
ції 1290 Да, які спостерігали у різні терміни 
за ШГ (таблиця), можуть вказувати на участь 
РААС у розвитку гіпометаболічних станів і по-
дальше відновлення функціональної активності, 
зокрема серцево-судинної системи у щурів. 

Фракція 1350 Да, яку виявлено тільки у хом’я-
ків за ШГ (таблиця), збігається з такою за м. м. 
речовини Р (Substance P, 1350 г/моль). Але цей 
нейропептид родини тахікінінів широко пред-
ставлений у ЦНС і активно залучається до за-
пального процесу, вивільняється на початковому 
етапі гострого пошкодження ЦНС, викликає ней-
рогенну запальну відповідь, яка відзначається 
збільшенням проникності гематоенцефалічного 
бар’єра і розвитком вазогенного набряку [22], 
що є нехарактерним для нормального перебігу 
зимової сплячки. Однак показано, що концент-
рація речовини Р у крові збільшується за умов 
розвитку депресивних станів [5], а у досліджен-
нях J. A. Tsiouris [36] виявлена подібність роз-
витку зимової сплячки і депресивних станів. 

Фракція 1600 Да (спостерігається тільки у 
хом’яків усіх експериментальних груп) збігаєть-
ся із м. м. бомбезину (Bombesin (1619,85 г/моль), 
а м. м. фракції 1140 Да (виявлена в обох видів 
тварин усіх груп) є близькою за м. м. до бом-
безин-подібних пептидів нейромедину (Neuro-
medin B (1132 г/моль) і попередника гастрин-
вивільняючого пептиду (Gastrin Releasing Peptide 
(GRP) (18–27), 1120,29 г/моль). Ці речовини бе-
руть участь у реалізації процесів навчання і па-
м’яті, регуляції тривожності та страху, терморе-
гуляції, споживанні їжі та формуванні стресо-
вих відповідей [23, 34]. Відомо, що бомбезину 
в організмі ссавців немає, однак його гомологи 
(GRP (18–27) і нейромедин) широко представлені 
в периферичній та центральній нервових систе-
мах. Цікаво відзначити, що експресія нейроме-
дину в гіпофізі регулюється глюкокортикоїдами 

and central blood pressure, as well as cardiovascular 
remodeling. This compound can be ‘obtained’ from 
the cascades, diametrically opposite by fi nal action: 
AA and A (1–7) [15]. 

The appearance of fractions of 830 and 950 Da 
and disappearance of that of 1,290 Da, observed 
within diff erent time periods under AH (Table), may 
suggest the participation of RAAS in development 
of hypometabolic conditions and further recovery 
of functional activity, particularly cardiovascular sys-
tem in rats.

The fraction of 1,350 Da, which was found in 
hamsters under AH only (Table) coincided with that 
by MW of substance P (Substance P, 1,350 g/mol). 
But this neuropeptide of tachykinin family, wide-
ly present in the CNS, is actively involved in in-
fl ammatory process. It is released at the initial 
stage of acute CNS damage, induces a neurogenic 
infl ammatory response, characterized by an in-
creased permeability of the blood-brain barrier and 
vasogenic edema development [21], that is not ty-
pical for normal course of hibernation. Hence, the 
concentration of substance P in blood was shown to 
rise in case of development of depressive states [2], 
and J. A. Tsiouris [36] found a similarity between the 
development of hibernation and depressive states. 

The fraction of 1,600 Da (only observed in hams-
ters of all experimental groups) coincides with the 
MW of bombesin (1619.85 g / mol), and the MW 
of 1,140 Da fraction (found in both animal species 
of all the groups) is close by MW to bombesin-like 
peptides: neuromedin (Neuromedin B (1,132 g/mol)
and precursor of gastrin-releasing peptide (Gastrin 
Releasing Peptide (GRP) (18–27), 1120.29 g/mol). 
These substances are engaged in learning and me-
mory processes, regulation of anxiety and fear, ther-
moregulation, food consumption and stress response 
formation [22, 34]. It is known that bombesin is 
absent in mammal organism, but its homologues 
(GRP (18–27) and neuromedin) are widely present 
in peripheral and central nervous systems. Note-
worthy, that the neuromedin expression in pituitary 
gland is regulated by glucocorticoids and corticotro-
pin-releasing hormone [17]. In addition, its expression 
is well seen in adipose tissue [14], which is also ac-
tively involved in metabolism and thermoregula-
tion. It should be noted that the area under peaks 
of 1,140 Da fraction changes most pronouncedly 
when hypometabolic states develop in both animal 
species (Table).

Vasoactive intestinal polypeptide (VIP, MW 
3,300 g/mol) is produced in the intestine, pancreas, 
as well as in suprachiasmatic nuclei of hypothala-
mus. It is believed that the release of VIP may 
have an adaptive and compensatory response, pro-
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і кортикотропін-рилізинг гормоном [19]. Крім 
того, його експресія добре представлена в жи-
ровій тканині [16], яка також активно залу-
чається до реалізації метаболізму та терморегуля-
цію. Слід зазначити, що площа під піками фрак-
ції 1140 Да зазнає найбільш виражених змін за 
розвитку гіпометаболічних станів у обох видів 
тварин (таблиця).

Вазоактивний інтестинальний поліпептид 
(VIP, м. м. 3300 г/моль) продукується в кишеч-
нику, підшлунковій залозі, а також у супрахіаз-
матичних ядрах гіпоталамуса. Вважається, що 
вивільнення VIP може мати адаптивну і компен-
саторну відповідь, що сприяє вазодилятації та 
поліпшенню перфузії в життєво важливих ор-
ганах [21]. Фракцію 3330 Да виявлено у крові 
тварин усіх експериментальних груп. 

Висновки 
Таким чином, гель-фільтрація сироватки крові 

гетеро- (хом’яки) і гомойотермних (щури) тварин 
контрольної (інтактної) групи в діапазоні м. м. 
100–10 000 Да дозволила виявити п’ять (м. м. 530, 
1140, 1600, 1980 та 3300 Да) і сім (530, 1140, 1290, 
1520, 1880, 3330, 5280 Да) фракцій поліпептид-
них сполук відповідно. Занурення тварин у гіпо-
метаболічні стани викликало появу нових фрак-
цій молекул із м. м. 1350, 2350 і 6530 Да за ПГ 
у хом’яків і 650, 830, 950, 2350 і 5110 Да у щурів, 
а також фракції 5280 Да у хом’яків за умов ШГ. 
Через 2 години після ШГ у щурів з’являлися 
сполуки з м. м. 750 і 4030 Да, а через 24 годи-
ни відновлювалися площі під піками сімох кон-
трольних фракцій до вихідного рівня, а також 
з’явилася нова фракція 6530 Да, яка спостері-
галася й у хом’яків за ПГ. 

moting vasodilation and improving perfusion in 
vital organs [20]. Fraction of 3,330 Da was detected 
in blood of animals from all experimental groups.

Conclusions 
Thus, the gel fi ltration of serum of hetero- 

(hamsters) and homeotherms (rats) of the control 
(intact) group within the range of 100–10,000 Da 
revealed fi ve (MW 530, 1,140, 1,600, 1,980 and 
3,300 Da) and seven (530, 1,140, 1,290, 1,520, 
1,880, 3,330, 5,280 Da) fractions of polypeptide 
compounds, respectively. The entry of animals into 
hypometabolic states induced the appearance of 
new molecular fractions with MW 1,350, 2,350 
and 6,530 Da under NH in hamsters, and 650, 830, 
950, 2,350 and 5,110 Da in rats, as well as fractions 
of 5,280 Da in hamsters under AH. In 2 hrs after 
AH in rats, the compounds with MW 750 and 4,030 Da 
were found, and 24 hrs later the areas under peaks 
of seven control fractions achieved the initial level, 
as well as a new fraction of 6,530 Da, observed 
in hamsters under NH, appeared. 
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