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Το Μικροβίωμα του Εντέρου και η 
Συσχέτισή του με Ψυχικές Διαταραχές

Χαράλαμπος Τριάντης1*, Παναγιώτης Θεοδόσης-Νόμπελος1, Ευανθία Ασημακοπούλου2, 
Αθανάσιος Σπαθής1,3 

1Τμήμα Φαρμακευτικής, Πανεπιστήμιο Frederick, Λευκωσία, Κύπρος
2Τμήμα Νοσηλευτικής, Πανεπιστήμιο Frederick, Λευκωσία, Κύπρος

3Synoesis Therapeutics LTD, Λευκωσία, Κύπρος

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ:
Μικροβίωμα; άξονας 

μικροβιώματος-εντέρου-
εγκεφάλου; φλεγμονή; 

συναισθηματικές 
διαταραχές; αγχώδεις 
διαταραχές; ψυχώσεις

*ΣΥΓΓΡΑΦΕΑΣ 
ΑΛΛΗΛΟΓΡΑΦΙΑΣ: 

Χαράλαμπος Τριάντης
Email: hsc.tc@frederick.ac.cy

Tel: +357 22394394
Γ. Φρειδερίκου 7, Λευκωσία, 

1036, Κύπρος

Το μικροβιωμα αποτελεί ένα πολυποίκιλο σύστημα, τόσο σε είδη όσο και 
σε ποσότητα μικροβίων, το οποίο εμπλέκεται σε διάφορες φυσιολογικές 
λειτουργίες. Διατάραξη, μείωση ή ανισορροπία των ειδών του μικροβιώματος 
αποτελεί παράγοντα για διάφορες παθοφυσιολογικές διαταραχές, όπως 
σακχαρώδη διαβήτη, παχυσαρκία και καρδιαγγειακά νοσήματα. Η φλεγμονή 
και το οξειδωτικό στρες δείχνουν να είναι κύριοι αλληλοσυνδεόμενοι 
μηχανισμοί που οδηγούν στην εμφάνιση αυτών των διαταραχών μέσω 
του μικροβιώματος. Κύριο ρόλο σε αυτές τις διαδικασίες παίζει ο άξονας 
μικροβιώματος-εντέρου-εγκεφάλου, ενός περίπλοκου πολυ-οργανικού 
συστήματος αμφίδρομης σηματοδότησης μεταξύ της εντερικής χλωρίδας και 
του εγκεφάλου, επηρεάζοντας τη φυσιολογία του ξενιστή, την ομοιόσταση, 
την ανάπτυξη και το μεταβολισμό και τροποποιώντας το συστηματικό 
και εντερικό ανοσοποιητικό σύστημα. Στη βάση αυτών των μηχανισμών, 
το μικροβίωμα φαίνεται ότι σχετίζεται και με την εκδήλωση και εξέλιξη 
σοβαρών ψυχικών νόσων, όπου το μικροβίωμα αλλά και δείκτες της 
φλεγμονής βρίσκονται τροποποιημένα σε αυτές τις παθήσεις, και πιθανόν 
σε αυτό να εμπλέκεται και η εμφάνιση λοιπών επιπλοκών των νόσων αυτών 
στην περιφέρεια. Έπίσης, η φαρμακευτική αγωγή έναντι των νόσων αυτών 
μπορεί να τροποποιήσει τη χλωρίδα του εντέρου που εμπλέκεται στη σύνθεση 
νευροδραστικών, φλεγμονωδών, και άλλων ουσιών. Οι μεταβολικές επιπλοκές 
διαφόρων φαρμάκων δείχνει να συνδέεται εν μέρει και με το τροποποιημένο 
μικροβίωμα. Με βάση τα ανωτέρω προκύπτει ότι τα μικρόβια του εντέρου 
και τα προβιοτικά θα μπορούσαν να παίξουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη, 
ρύθμιση και λειτουργία του εγκεφάλου καθώς και στην απορρύθμιση του. 
Παρόλα αυτά είναι δύσκολο να υπάρξει συγκεκριμένη οριοθέτηση και 
απόλυτη συσχέτιση μεταξύ μικροβιώματος και ψυχικών διαταραχών λόγω 
πολυπλοκότητας και ποικιλίας των συστημάτων που εμπλέκονται και 
απαιτούνται περαιτέρω μελέτες.

ΠΕΡΙΛΗΨΗ

REVIEW ARTICLE

ΑΡΘΡΟ ΈΠΙΣΚΟΠΗΣΗΣ
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1. Εισαγωγή

Το μικροβίωμα του εντέρου είναι πολυποίκιλο και 
αποτελείται από τρισεκατομμύρια μικροοργανι-
σμών, αλλά κυριαρχείται κυρίως από τέσσερα είδη, 
τα Firmicutes (φιρμοειδή), τα Bacteroidetes (βα-
κτηροειδή), τα Actinobacteria (ακτινοβακτήρια) και 
τα Proteobacteria (πρωτεοβακτήρια).1,2 Η σύσταση 
του μικροβιώματος μεταβάλλεται ανάλογα την ηλι-
κία. Έπίσης μεταβάλλεται και ο λόγος φιρμοειδή 
προς βακτηροειδή (Firmicutes/Bacteroidetes ratio), 
τα οποία αποτελούν το μεγαλύτερο ποσοστό.3 Έπι-
πλέον παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν τη 
σύσταση του μικροβιώματος είναι γενετικοί και 
περιβαλλοντικοί όπως πιθανές λοιμώξεις, χρήση 
αντιβιοτικών, διατροφή, στρες και τρόπος τοκετού 
κτλ.4 Το εντερικό μικροβίωμα έχει σημαντικές μετα-
βολικές δράσεις, όπως τη σύνθεση θρεπτικών συ-
στατικών, βιταμινών και ενέργειας μέσω άπεπτων 
πολυσακχαριτών, όπως φυτικές ίνες και άμυλο.5 

Μια λεπτή ισορροπία στη σύνθεσή των μικροβί-
ων του εντέρου είναι το κλειδί στη διατήρηση της 
εντερικής ανοσίας και της ομοιόστασης ολόκληρου 
του σώματος, ενώ οποιαδήποτε διακοπή αυτής της 
ισορροπίας θα μπορούσε να οδηγήσει σε σημαντι-
κές παθοφυσιολογικές συνέπειες. Η ανισορροπία 
στο μικροβίωμα είναι κοινώς γνωστή ως δυσβίωση. 
Αν και ο χαρακτηρισμός της σύστασης ενός υγιούς 
μικροβιώματος βρίσκεται ακόμα σε πρώιμο στάδιο, 
η ανάλυση της αλληλουχίας 16S rRNA έχει επιτρέψει 
τη διερεύνηση και σύγκριση της μικροβιακής σύν-
θεση μεταξύ ατόμων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα 
αποτελεί ο λόγος Firmicutes/Bacteroidetes, αύξηση 
του οποίου αποτελεί δείκτη παθοφυσιολογικών δι-
αταραχών συμπεριλαμβανομένης της παχυσαρκίας 
λόγω αύξησης της αποθήκευσης ενέργειας και της 
απορρόφησης λιπιδίων.6 Πλήθος διαταραχών έχουν 
συνδεθεί με μεταβολές του μικροβιώματος στις 
οποίες περιλαμβάνονται αλλεργίες, γαστρικός καρ-
κίνος, κοιλιοκάκη, ανορεξία, σύνδρομο ευερέθιστου 
εντέρου (Irritable bowel syndrome, IBS), νόσος 
Crohn, παχυσαρκία, σακχαρώδης διαβήτης (ΣΔ) τύ-
που 2 κτλ.1,7 

Έπιπλέον, τόσο το μικροβίωμα του εντέρου όσο 
και το ανοσοποιητικό σύστημα εμπλέκονται στην 

αιτιοπαθογένεση ή την εκδήλωση νευροαναπτυξι-
ακών, νευροψυχιατρικών και νευροεκφυλιστικών 
ασθενειών, όπως διαταραχές αυτιστικού φάσμα-
τος, μείζων καταθλιπτική διαταραχή, αγχώδης δι-
αταραχή, νόσος Parkinson και Alzheimer.4,8,9 Τα τε-
λευταία χρόνια, υπάρχει έντονη έρευνα πάνω στη 
μικροχλωρίδα του εντέρου10 και έχει δειχθεί ο ρόλος 
της φλεγμονής και η σύνδεσή της με σοβαρές ψυχι-
κές νόσους (Serious mental illness - SMI), εντούτοις 
υπάρχει ακόμα σχετικό έλλειμμα στη διερεύνηση 
των παθοφυσιολογικών μηχανισμών που σχετίζο-
νται με τις παραπάνω διαταραχές.

2. Μικροβίωμα, Νευρικό Σύστημα και Φλεγμονή

H επικοινωνία μεταξύ εντερικού μικροβιώματος και 
εγκεφάλου είναι αμφίδρομη και πραγματοποιείται 
κυρίως μέσω νευρικών, ενδοκρινικών και ανοσο-
ποιητικών μονοπατιών. Από άποψη νεύρωσης, ο 
γαστρεντερικός σωλήνα (ΓΈΣ), το πάγκρεας και η 
χοληδόχο κύστη νευρώνονται από το πνευμονογα-
στρικό νεύρο, το οποίο συνδέει το κεντρικό νευρικό 
σύστημα (ΚΝΣ) με το εντερικό νευρικό σύστημα. Το 
εντερικό νευρικό σύστημα ή “δεύτερος εγκέφαλος” 
ή “εγκέφαλος του εντέρου” όπως συχνά αποκαλεί-
ται, είναι ένα από τα κύρια τμήματα του αυτόνο-
μου νευρικού συστήματος (ΑΝΣ) και αποτελείται 
από ένα δίκτυο νευρικών ινών που νευρώνουν τον 
ΓΈΣ.11 Ο άξονας του υποθαλάμου-υπόφυσης-επι-
νεφριδίων (hypothalamus–pituitary–adrenal, HPA) 
ρυθμίζει την έκκριση κορτιζόλης, η οποία με τη σει-
ρά της, μπορεί (i) να επηρεάσει τα ανοσοκύτταρα,, 
(ii) να αλλάξει τη διαπερατότητα του εντέρου και 
τη λειτουργία του ως φραγμός και (iii) να μεταβάλει 
τη σύσταση των μικροβίων του εντέρου. Αντιστρό-
φως, το μικροβίωμα του έντερο και τα προβιοτικά 
επηρεάζουν τα επίπεδα κυτοκινών στην κυκλο-
φορία, επηρεάζοντας αξιοσημείωτα την εγκεφαλι-
κή λειτουργία. Παράλληλα, τα εντερικά βακτήρια 
έχουν την ικανότητα να παράγουν νευροδιαβιβα-
στές, όπως ακετυλοχολίνη, σεροτονίνη, κατεχολαμί-
νες, γ-αμινοβουτυρικό οξύ (GABA), γλουταμικό και 
χαμηλής αλυσίδας λιπαρά οξέα (short chain fatty 
acids, SCFA).4

Στη γαστρεντερική οδό, όπως και σε άλλα συ-
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στήματα οργάνων, το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) 
διαδραματίζει έναν καθοριστικό ρόλο στη ρύθμιση 
πολλών λειτουργιών τόσο στις φυσιολογικές όσο 
και στις παθολογικές καταστάσεις. Το ΝΟ συμβάλ-
λει στη διατήρηση της ακεραιότητας και της αιματι-
κής κυκλοφορίας του βλεννογόνου του γαστρεντε-
ρικού, τη ρύθμιση της έκκρισης οξέος, τη λειτουργία 
των λείων μυών ή την εκδήλωση της φλεγμονής του 
βλεννογόνου,12 ενώ παράγεται από τη νευρωνική 
συνθετάση του NO (Neuronal nitric oxide synthase, 
nNOS) και είναι ένας από τους κύριους ανασταλ-
τικούς νευροδιαβιβαστές των λείων μυών του γα-
στρεντερικού. Παρότι mRNA και των τριών ενζύμων 
που την παράγουν έχουν βρεθεί στα εντερικά νεύ-
ρα, η αναλογία των νιτρεργικών νευρώνων βρίσκε-
ται περιορισμένη στο υποβλεννογόνιο πλέγμα, ενώ 
σημαντικά ενισχυμένη είναι η αναλογία τους στο 
μυεντερικό τμήμα όπου έχουν ανασταλτικό ρόλο 
στην κινητικότητα.13 Βρέθηκε ότι δίαιτα με υψηλή 
περιεκτικότητα σε λιπαρά οδηγεί σε απόπτωση των 
νιτρεργικών νευρώνων του μυεντερικού πλέγματος 
μέσω ενεργοποίησης της κασπάσης-3 και των ανά-
λογων των Toll υποδοχείς-4 (Toll-like receptor-4, 
TLR4) στο λεπτό και παχύ έντερο, οδηγώντας στην 
εκδήλωση μειωμένης εντερικής κινητικότητας και 
στην αύξηση της συγκέντρωσης λιποπολυσακχαρι-
τών και φλεγμονής, δείχνοντας και τη διασύνδεση 
μεταξύ φλεγμονής, μεταβολικού συνδρόμου και ψυ-
χικών νόσων.14

Η εμπλοκή της φλεγμονής και η ενεργοποίηση 
νευροφλεγμονωδών μονοπατιών αποτελεί αιτιολο-
γικό παράγοντα των SMI. Καταθλιπτικά συμπτώ-
ματα συνοδεύονται από αυξημένα επίπεδα προ-
γλεγμονώδων κυτοκινών όπως της ιντερλευκίνης 1 
και 6 και περιορισμού των αντιφλεγμονωδών κυτο-
κινών όπως οι ιντερλευκίνες 4 και 10, πιθανόν μέσω 
πολυμορφισμού των γονιδίων που κωδικοποιούν 
τις πρωτεΐνες αυτές και συνακόλουθης γενετικής 
προδιάθεσης σε SMI.15 Άλλωστε, οι υποδοχείς της 
ιντερλευκίνης-1 και η ίδια, βρίσκονται υπερεκφρα-
σμένοι σε περιοχές το εγκεφάλου σχετιζόμενες με 
την ανταπόκριση στο στρες και η δράση της είναι 
ουσιαστική στη ρύθμιση των νευροχημικών και 
ενδοκρινικών εκδηλώσεων της προσαρμογής, ενώ 
χρόνια χορήγηση της ιντερλευκίνης ή χρόνιο στρες 

εμφανίζονται καταθλιπτικές συμπεριφορές.16 Έπί-
σης, η κασπάση-1 και η πρωτεΐνη ενεργοποίησης 
της, η NLRP3, βρίσκονται υπερεκφρασμένες στα 
μονοκύτταρα καταθλιπτικών ασθενών υποδη-
λώνοντας τη σημασία του λεγόμενου «φλεγμονο-
σώματος» στην εκδήλωση της κατάθλιψης.17 Ώς 
αποτέλεσμα αυτών των ευρημάτων, η μινοκυκλίνη 
έδειξε να περιορίζει την απόπτωση, προσφέροντας 
νευροπροστατευτική και αντικαταθλιπτική δράση, 
μέσω αναστολής των κασπασών 1 και 3 και περιο-
ρισμού της μετατροπής των προφλεγμονώδων κυ-
τοκινών στις τελικές μορφές τους.18,19

Ένδείξεις συνηγορούν στη διασύνδεση του ΑΝΣ 
και της χρόνιας χαμηλού βαθμού φλεγμονής στη 
δυσλειτουργία οργάνων. Στην περιφέρεια, το μικρο-
βίωμα του εντέρου διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 
στη διαμόρφωση ενός ισχυρού συστηματικού και 
εντερικού ανοσοποιητικού συστήματος.20 Αναφέ-
ρεται συνήθως ως ένα «ουσιαστικό» έξωθεν τοπο-
θετούμενο όργανο, αφού η σύνθεση και η κατανομή 
του τροποποιούνται συνεχώς ανάλογα με το περι-
βάλλον, τον ξενιστή, την ηλικία, τη διατροφή, τις 
τροποποιήσεις του τρόπου ζωής και τις ασθένειες.7 

Σε ασθενείς με υπέρταση που λάμβαναν προβιοτι-
κά για διάστημα τριών ή και περισσότερων μηνών, 
μειώθηκε σημαντικά τόσο η συστολική όσο και η 
διαστολική αρτηριακή πίεση,21 υποδηλώνοντας 
ότι το μικροβιακό εντερικό σύστημα μπορεί να δι-
αδραματίσει βασικό ρόλο στον έλεγχο της ομοιό-
στασης της αιματικής πίεσης και ροής. Μείωση του 
βακτηριακού πληθυσμού που παράγει βουτυρικό 
οξύ καθώς η τροποποίηση της ποικιλότητας του μι-
κροβιώματος υπέρ ευκαιριακών παθογόνων μπορεί 
να παίξει ρόλο στην ενίσχυση ποικίλων ασθενειών 
και διαταραχών, όπως ΣΔ, παχυσαρκία και καρδι-
αγγειακή δυσλειτουργία, ενώ και φλεγμονώδεις 
παθήσεις του εντέρου δείχνουν να συνδέονται με 
αυτή τη δυσβίωση, παρά σε στοχευμένη τροποποί-
ηση της σύνθεσης του μικροβιώματος. Παράλληλα, 
ενίσχυση των μηχανισμών που σχετίζονται με οξει-
δωτικό στρες έχουν βρεθεί αυξημένες σε τέτοιες 
καταστάσεις, θέτοντας και την αδυναμία αντιμε-
τώπισης του οξειδωτικού φόρτου ως αποτέλεσμα 
αυτής της μικροβιακής ανισορροπίας.22 Αυτή η 
ποικιλία στις ομάδες των μικροβίων του μικροβιώ-
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ματος δείχνει να είναι σημαντική για την ενίσχυση 
αποικιών που παράγουν SCFA που είναι ωφέλιμα 
λόγω μείωσης της φλεγμονής, ενίσχυσης της ευαι-
σθησίας των κυττάρων στην ινσουλίνη, ρύθμισης 
της διαφοροποίησης των επιθηλιακών κυττάρων, 
λειτουργίας ως φραγμού, ενεργοποίησης ρυθμιστι-
κών κυττάρων και περιορισμού των νεοπλασιών 
μέσω της μειωμένης εξαλλαγής των κυττάρων.23 
Έπίσης, προπιονικό και βουτυρικό οξύ έχουν δείξει 
να περιορίζουν την διάχυση των κυττάρων του ανο-
σοποιητικού και να μειώνουν την καταστροφή του 
γαστρεντερικού επιθηλίου λόγω ισχαιμίας, ενισχύ-
οντας την αγγειοδιαστολή, ενώ οι αυξημένες συγκε-
ντρώσεις των μικροβίων που παράγουν γαλακτικό 
οξύ έδειξαν να επιδρούν αρνητικά.24 Έπιπλέον, στοι-
χεία δείχνουν ότι ενίσχυση ανοτροποποιητικών μη-
χανισμών όπως ενεργοποίηση ιντερλευκίνης-4 (IL-
4) και ρυθμιστικών μακροφάγων επέρχονται λόγω 
επιρροής επί του μικροβιώματος.25 Αυτά τα χαμηλής 
αλυσίδας λιπαρά οξέα επεμβαίνουν στη λειτουργία 
του κυττάρου του ξενιστή και του παχέος εντέρου 
και δίνουν μια ποικιλία κυτταρικών αποκρίσεων, 
συμπεριλαμβανομένης της ρύθμισης της γονιδιακής 
έκφρασης.26

Έπιπλέον, τα επίπεδα του γένους Bifidobacterium, 
ενός γένους που συσχετίζεται με την καταστολή της 
φλεγμονής μέσω της αναστολής της οδού του πυρη-
νικού παράγοντα-κΒ (Nf-KB), βρέθηκαν σημαντικά 
μειωμένα στα ζώα που υποβάλλονται σε περιορισμό 
της κίνησης, σε φαινόμενο δηλαδή εκδήλωσης βιο-
λογικού στρες.27,28 Τέτοια ευρήματα συμβαδίζουν με 
την άποψη ότι ο πυρηνικός παράγοντας-κΒ αυξά-
νεται ως απόκριση στο στρες και είναι ένας κρίσι-
μος μεσολαβητής της επαγόμενης από άγχος κατα-
θλιπτικής συμπεριφοράς και της εξασθένησης της 
αναγέννησης των νευρώνων μέσω του στρες.29,30 
Έπιπλέον, μικρόβια του γένους Allobaculum, το 
οποίο αντιπροσωπεύει ένα σημαντικό συστατικό 
της μικροχλωρίδας, απουσίαζαν σε αντίστοιχη πε-
ρίπτωση περιορισμού της κίνησης και η ύπαρξη 
του συσχετίζεται αντιστρόφως με δείκτες φλεγμο-
νής, συμπεριλαμβανομένων της λεπτίνης και των 
ιντερλευκινών.31 Η χρόνια ακινητοποίηση οδήγησε 
επίσης σε αύξηση των συγκεντρώσεων του γένους 
Lactobacillus, τα μέλη του οποίου εμπλέκονται στην 

ενεργοποίηση της ιντερλευκίνης-1β (IL-1β) από τα 
μακροφάγα.32

Από κλινικής σκοπιάς, έχει δειχθεί ότι η σύνθεση 
της μικροβιακής χλωρίδας είναι σημαντικά τρο-
ποποιημένη σε ποντίκια με σοβαρή καταθλιπτι-
κή διαταραχή. Παράλληλα, η μεταφορά αυτής της 
χλωρίδας σε φυσιολογικά πειραματόζωα είχε ως 
αποτέλεσμα την εμφάνιση παρόμοιων καταθλιπτι-
κών συμπτωμάτων.33 Τροποποιήσεις στην έκφραση 
μικροβιακών γονιδίων καθώς και τροποποιημένοι 
μεταβολίτες εμφανίστηκαν στον ξενιστή, υποδει-
κνύοντας ότι η εμφάνιση των συμπτωμάτων κατά-
θλιψης προέρχεται εν τέλει από τον ίδιο τον ξενιστή 
υποδεικνύοντας ότι η συνεργασία μεταξύ μικροβι-
ώματος-εντέρου-εγκεφάλου είναι αμφίδρομη. Αλ-
λαγές της χλωρίδας επηρεάζουν τη συμπεριφορά 
ενώ και αλλαγές στη συμπεριφορά επηρεάζουν την 
εντερική χλωρίδα αντίστοιχα.34 

3. Μικροβίωμα και ψυχικές διαταραχές

Ο άξονας μικροβιώματος-εντέρου-εγκεφάλου απο-
τελεί ένα περίπλοκο πολυ-οργανικό σύστημα αμφί-
δρομης σηματοδότησης μεταξύ της εντερικής χλω-
ρίδας και του εγκεφάλου που παίζει βασικό ρόλο 
στη φυσιολογία του ξενιστή, την ομοιόσταση, την 
ανάπτυξη και το μεταβολισμό. Τα αναπτυσσόμενα 
στοιχεία δείχνουν επιδράσεις της σύστασης του 
μικροβιώματος στη συμπεριφορά ποντικών, υπο-
στηρίζοντας το ρόλο τους στη διαμόρφωση αυτής.35 
Οι διαφορές στις συμπεριφορές που σχετίζονται 
με το στρες αναφέρονται συνήθως σε ποντίκια με 
τροποποιημένη εντερική χλωρίδα, που εμπλέκουν 
το ρόλο της στο άγχος και την κατάθλιψη. Από το 
μεγάλο φάσμα των νευροψυχιατρικών διαταραχών 
που εμπλέκονται με το μικροβίωμα, έχουν επιλεγεί 
να αναλυθούν οι συναισθηματικές διαταραχές, οι 
αγχώδεις διαταραχές και οι ψυχώσεις. 

3.1. Ο ρόλος του μικροβιώματος στις συναισθη-
ματικές διαταραχές

Σε ασθενείς με συναισθηματικές διαταραχές έχουν 
αναφερθεί τροποποιήσεις στη μικροβιακή σύσταση 
του εντέρου. Μελέτη, μετά από ανάλυση του μικρο-
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βιώματος των κοπράνων ασθενών που είχαν δια-
γνωσθεί με καταθλιπτική διαταραχή σε σύγκριση 
με ομάδα ελέγχου, διαπίστωσε σημαντικές συσχε-
τίσεις και κατέγραψε την ύπαρξη υπερβολικής και 
χαμηλής συγκέντρωσης των ειδών Bacteroidales 
και Lachnospiraceae, αντίστοιχα.36 Το πιο έντο-
νο αποτέλεσμα ήταν η γενική τροποποίηση των 
Bacteroidetes σε εκείνους που διαγνώστηκαν με 
κατάθλιψη. Πιο συγκεκριμένα, το Alistipes, ένα γέ-
νος των Bacteroidetes, βρέθηκε σε υψηλή συγκέ-
ντρωση, ενώ αντίστοιχη αύξηση παρατηρήθηκε 
και σε ποντίκια που εκτέθηκαν σε στρεσογόνους 
παράγοντες.37 Έπίσης, αυτό το είδος μικροβίων πα-
ρουσιάζεται υψηλό στο σύνδρομο χρόνιας κόπω-
σης και στο IBS, υποδηλώνοντας ένα πιθανό κοινό 
χαρακτηριστικό σε αρκετές διαταραχές που έχουν 
ως συνοδό χαρακτηριστικό κατάθλιψη και άγχος.38 
Έχει προταθεί ότι τα Alistipes ειδικότερα σχετίζο-
νται με τη φλεγμονή και έτσι συνδέονται πιθανώς 
με την κατάθλιψη μέσω των φλεγμονωδών οδών. 
Σημειώνεται ότι τα επίπεδα του Alistipes και άλλων 
μικροβίων του εντέρου μπορούν να τροποποιηθούν 
μέσω διαιτητικής παρέμβασης.39 Έπίσης, δείγματα 
κοπράνων από ασθενείς με μείζων καταθλιπτική 
διαταραχή (Major depressive disorder, MDD) δια-
πίστωσαν ασθενή αρνητική συσχέτιση μεταξύ της 
σχετικής αφθονίας του Faecalibacterium και της 
σοβαρότητας των καταθλιπτικών συμπτωμάτων 
και ότι οι ασθενείς με MDD είχαν αυξημένα επίπεδα 
των Enterobacteriaceae και Alistipes.40

Μελέτη σε ποντικούς μοντέλα επί της κατάθλι-
ψης έδειξε ότι τα βακτήρια του εντέρου σχετίζονται 
με μεταβολές στα επίπεδα νευροδιαβιβαστών και 
SCFAs.41 Η σύνδεση μεταξύ του ισοβαλερικού οξέ-
ος, ενός συνήθους SCFA, και της κατάθλιψης είναι 
γνωστή,42 όπως έχει δειχθεί και η σύνδεση των υπο-
δοχέων αδενοσίνης με τον ύπνο και ορισμένες ψυ-
χικές νόσους όπως συναισθηματικές και αγχώδεις 
διαταραχές.43 Το βαλερικό οξύ, που περιέχεται σε 
εκχύλισμα βαλεριάνας, μπορεί να δράσει ως αντί-
στροφος αγωνιστής του υποδοχέα αδενοσίνης Α1 
και να επηρεάσει την απελευθέρωση των νευροδι-
αβιβαστών στον εγκέφαλο.44 Έπιπλέον, τα επίπεδα 
σεροτονίνης καθώς και τρυπτοφάνης, πρόδρομη 
ένωση της σεροτονίνης, και 5-υδροξυινδολοοξικού 

οξέος, μεταβολίτης της σεροτονίνης, επηρεάζονται 
από την μικροβιακή χλωρίδα, συμβάλλοντας στην 
ανάπτυξη κατάθλιψης.45 Παράλληλα, η χορήγηση 
προβιοτικών οδήγησε σε μείωση των δεικτών ιντερ-
φερόνη-γ (IFN-γ), παράγοντα νέκρωσης όγκων α 
(TNF-α) και IL-6 καθώς και σε σημαντική αύξηση 
των συγκεντρώσεων τρυπτοφάνης και κινουρενι-
κού οξέος στο πλάσμα πειραματοζώων.46 

Σε άλλη διπλά τυφλή, ελεγχόμενη με εικονικό 
φάρμακο μελέτη, οι ασθενείς με MDD έλαβαν εικο-
νικό φάρμακο ή συμπληρώματα προβιοτικών σε 
κάψουλες, που περιείχαν Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus casei και Bifidobacterium bifidum, για 
οκτώ εβδομάδες. Στο τέλος της περιόδου μελέτης, οι 
ασθενείς που έλαβαν τις προβιοτικές κάψουλες εμ-
φάνισαν σημαντικές βελτιώσεις στα συμπτώματα 
της κατάθλιψης, όπως εκτιμήθηκε από το ερωτημα-
τολόγιο του Beck.47 Αντίστοιχα, πρόσφατη πιλοτική 
μελέτη εξέτασε τα αποτελέσματα των συνδυασμέ-
νων συμπληρωμάτων προβιοτικών και οροτικού 
μαγνησίου σε μικρή ομάδα ασθενών με MDD, αν-
θεκτική σε εκλεκτικούς αναστολείς επαναπρό-
σληψης σεροτονίνης (Selective serotonin reuptake 
inhibitors, SSRI). Στο τέλος της περιόδου μελέτης 
οκτώ εβδομάδων, η πλειονότητα της ομάδας εμφά-
νισε σημαντικά βελτιωμένα τα συμπτώματα κατά-
θλιψης και ποιότητας ζωής. Ώστόσο, παρατηρήθηκε 
υποτροπή όταν οι ασθενείς σταμάτησαν να παίρ-
νουν τα προβιοτικά συμπληρώματα και το οροτικό 
μαγνήσιο, παρότι ελάμβαναν αγωγή με SSRI.48

Τα προβιοτικά έχουν αποδειχθεί ότι βελτιώνουν 
τη διάθεση στον υγιή πληθυσμό. Μια διπλά τυφλή, 
ελεγχόμενη με εικονικό φάρμακο μελέτη ερεύνησε 
τα αποτελέσματα των προβιοτικών στη διάθεση.49 
Οι υγιείς εθελοντές έλαβαν ημερησίως γαλακτοκομι-
κά που περιείχαν Lactobacillus casei ή εικονικό φάρ-
μακο για τρεις εβδομάδες. Στο τέλος της περιόδου 
μελέτης, οι συμμετέχοντες που έλαβαν προβιοτικά, 
και είχαν αρχικά καταθλιπτική διάθεση, παρουσία-
σαν βελτίωση. Από την άλλη μεριά, μια τυχαιοποιη-
μένη, διπλή τυφλή, ελεγχόμενη με εικονικό φάρμακο 
μελέτη, κατέληξε στο ότι η χορήγηση σκευάσματος 
προβιοτικών Lactobacillus και Bifidobacterium, δεν 
έδειξε στατιστικά σημαντική διαφορά με την ομάδα 
ελέγχου σε κανέναν ψυχολογικό δείκτη.50
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Τα αντικαταθλιπτικά φάρμακα παρουσιάζουν 
μια σειρά αντιμικροβιακών δράσεων, με τους εκλε-
κτικούς αναστολείς επαναπρόσληψης σεροτονίνης 
(SSRI), όπως σερτραλίνη, φλουοξετίνη και παροξε-
τίνη, να εμφανίζουν δραστικότητα έναντι θετικών 
και αρνητικών κατά Gram βακτηριδίων όπως στα-
φυλόκοκκους, εντερόκοκκους και ψευδομονάδες. 
Τα συγκεκριμένα SSRI, όπως η φλουοξετίνη, έχουν 
ακόμη συσχετιστεί με αυξημένο κίνδυνο ανάπτυ-
ξης λοίμωξης από Clostridium difficile.51,52 Αξίζει να 
αναφερθεί ότι αν και ο μηχανισμός δράσης των SSRI 
για την κατάθλιψη δεν σχετίζεται με οποιαδήποτε 
αντιμικροβιακή δράση αυτών των φαρμάκων, οι 
πιθανές αλλαγές στο μικροβίωμα μπορεί να έχουν 
επίδραση σε άλλες φλεγμονώδεις ή φυσιολογικές 
παραμέτρους που συνδέονται με τη διάθεση, όπως 
αναφέρθηκε και παραπάνω.

Σε ασθενείς με οξεία μανία έχει προταθεί ότι η 
ανοσοποίηση που προκαλείται από το μικροβίωμα 
μπορεί να συνεισφέρει στη μείωση επανεισαγωγής 
στο νοσοκομείο μετά το εξιτήριο.53 Αυτή η υπόθε-
ση φαίνεται να προέρχεται από την παρατήρηση 
ότι ασθενείς με οξεία μανία εμφάνισαν υψηλότερα 
ποσοστά μικροβιακών λοιμώξεων, γεγονός που 
αποδείχθηκε μέσω πρόσφατης συνταγογράφησης 
αντιβιοτικών. Έπιπλέον, η πρόληψη και αποτελε-
σματική θεραπεία βακτηριακών λοιμώξεων απο-
τελούν σημαντικές παρεμβάσεις για τη διαχείριση 
ασθενών με μανία.54 

Από τότε, άρχισαν να φαίνονται τα στοιχεία που 
μαρτυρούν τη δράση της χλωρίδας στη διπολική 
διαταραχή. Το μικροβίωμα ασθενών με σοβαρά 
συμπτώματα διπολικής διαταραχής διαφέρει από 
την ομάδα ελέγχου.55 Συγκεκριμένα, παρατηρήθη-
κε σημαντική μείωση σε δύο ξεχωριστά γένη των 
Firmicutes, όπως μείωση στα κύτταρα του είδους 
Faecalibacterium (η οποία παρατηρείται επίσης και 
στη μείζονα κατάθλιψη). Διακυμάνσεις και σε άλλα 
γένη, κυρίως μείωσης του αριθμού τους, φαίνεται 
να συσχετίζονται με τη σοβαρότητα των συμπτω-
μάτων. Το Faecalibacterium είναι ένας θετικός κατά 
gram μικροοργανισμός του εντέρου που εμφανίζει 
αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες και χαμηλή παρουσία 
σε καταστάσεις όπως η φλεγμονώδης νόσος του 
εντέρου, η μη αλκοολική στεατοηπατίτιδα και σε 

ψυχικές διαταραχές. Έπιπλέον, μια πρόσφατη πιλο-
τική μελέτη έδειξε ότι η συμπληρωματική χορήγηση 
προβιοτικών μειώνει τα ποσοστά επανανοσηλείας 
σε ασθενείς που έχουν πρόσφατα εξέλθει από νοση-
λεία με μανία.56 

Αντίστοιχα, σε πρόσφατη μελέτη57 ανιχνεύθηκαν 
μειωμένα ποσοστά στην ποσότητα και την ποικιλο-
μορφία των ειδών στα μικροβιακά δείγματα κοπρά-
νων ατόμων με διάγνωση διπολικής διαταραχής, σε 
σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. Έπιπρόσθετα, οι 
συγγραφείς αναγνώρισαν σημαντική αύξηση στην 
αφθονία των οργανισμών που ταξινομήθηκαν στο 
φάσμα Actinobacteria και Coriobacteria. 

Δεδομένου ότι δίνεται πλέον μεγαλύτερη προ-
σοχή στη σχέση μικροβιώματος-ξενιστή, γίνεται 
αντιληπτό ότι τα μικρόβια του εντέρου είναι ση-
μαντικά για την εξατομικευμένη ανταπόκριση στη 
φαρμακοθεραπεία. Οι αλληλεπιδράσεις μικροβί-
ων-ξενιστών κυμαίνονται από την άμεση επίδρα-
ση στη φαρμακοκινητική του φαρμάκου μέχρι την 
έμμεση μεταβολή του μεταβολισμού του ξενιστή 
μέσω της τροποποίησης της ηπατικής ενζυμικής 
δραστηριότητας.58,59 Τα μικρόβια του εντέρου είναι 
από τα πρώτα σημεία επαφής μεταξύ του σώμα-
τος και των φαρμάκων από το στόμα, επομένως η 
προσοχή πρόσφατα επεκτάθηκε στην εξέταση του 
μικροβιώματος επί στοχευμένων θεραπειών, ενώ 
ανομοιομορφία στη μικροβιολογική σύνθεση μπο-
ρεί να επιδρά στον τρόπο με τον οποίο τα άτομα 
ανταποκρίνονται στο φάρμακο, οδηγώντας σε υπο-
θεραπεία.60 Ένα μεγάλο ποσοστό φαρμάκων που 
κατευθύνονται από το ξενιστή (μη αντιμικροβιακά) 
παρουσιάζουν άμεση δράση εναντίον συνηθισμέ-
νων μικροβίων που μπορούν να μεταβάλλουν την 
κανονική λειτουργία των μικροβίων του εντέρου.61

Σε πρόσφατη μελέτη διερευνήθηκε η επίδραση 
φαρμάκων του ΚΝΣ στο μικροβίωμα αρουραίων.62 
Σε αυτή τη μελέτη, το λίθιο δεν παρουσίασε αντιμι-
κροβιακή δράση έναντι του Escherichia coli ή του 
gram-θετικού οργανισμού Lactobacillus rhamnosus, 
ωστόσο, παρατηρήθηκε αύξηση της ποσότητας και 
της ποικιλομορφίας των διαφόρων μικροβιακών 
ειδών στο έντερο. Έπίσης, το λίθιο, η αριπιπραζόλη 
και το βαλπροϊκό έδειξαν να προκαλούν σημαντικές 
αλλαγές στη σύσταση του εντερικού μικροβιώμα-
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τος και των επιπέδων των χαμηλής αλυσίδας λιπα-
ρών οξέων, ενώ η εσιταλοπράμη και η φλουοξετίνη 
έδωσαν διφορούμενα αποτελέσματα in vitro και in 
vivo, ενώ δείχνουν να τροποποιούν τη διαβατότητα 
του ειλεού μέσω αναστολής της δράσης του μετα-
φορέα της σεροτονίνης, με παρόμοιο μηχανισμό με 
το αυτόν της δράσης τους.

3.2. Ο ρόλος του μικροβιώματος στις αγχώδεις 
διαταραχές

Οι αγχώδεις διαταραχές, κυρίως ως κοινωνική αγ-
χώδης διαταραχή (κοινωνική φοβία), διαταραχή 
πανικού, αγοραφοβία και γενικευμένη διαταραχή 
άγχους (Generalized anxiety disorder,GAD), αποτε-
λούν σημαντική κατηγορία στο φάσμα των ψυχι-
κών διαταραχών και το άγχος μπορεί να αποτελεί 
σύμπτωμα σε πολλές άλλες ψυχικές νόσους. Έίναι 
γνωστό ότι το άγχος μπορεί να επηρεάσει τη σύ-
σταση του μικροβιώματος του εντέρου. Παράλλη-
λα, όλο και περισσότερες μελέτες συσχετίζουν το 
μικροβίωμα και τη δυσβίωση με το άγχος. Πρόσφα-
τη μελέτη του 2021, σε σειρές ποντικιών μοντέλων 
για άγχος (Collaborative Cross mice), συμπέρανε ότι 
το μικροβίωμα εν μέρει μεσολαβεί και συντονίζει 
στις επιδράσεις της γενετικής πάνω στο άγχος.63 
Συστηματική ανασκόπηση παρουσίασε 21 τυχαιο-
ποιημένες ελεγχόμενες μελέτες με συνολικό δείγμα 
πάνω από 1500 άτομα. Η ανασκόπηση κατέληξε ότι 
περισσότερες από τις μισές μελέτες που συμπεριε-
λήφθησαν, έδειξαν ότι η ρύθμιση του εντερικού μι-
κροβιώματος συνέβαλε θετικά στην αντιμετώπιση 
των συμπτωμάτων άγχους.64 

Η σύσταση των μικροβίων του εντέρου μπορεί να 
μεταβληθεί με κατάλληλη διαιτητική παρέμβαση,39 
γεγονός που μπορεί να φανεί χρήσιμο και στις αγ-
χώδεις διαταραχές. Για παράδειγμα, η χορήγηση του 
προβιοτικού, Lactobacillus casei Shirota, μείωσε το 
άγχος σε ασθενείς με σύνδρομο χρόνιας κόπωσης, 
ενώ σε ασθενείς με IBS με κλινικά σημαντικό άγχος, 
καθημερινή θεραπεία με ένα μίγμα προβιοτικών 
γαλακτοολιγοσακχαριτών για 4 εβδομάδες μείωσε 
τα ποσοστά άγχους και είχε σημαντική θετική επί-
δραση στην ποιότητα ζωής.65 Να αναφερθεί επίσης, 
ότι υψηλότερος λόγος Firmicutes/Bacteroidetes σε 

ασθενείς με IBS, συσχετίστηκε με κλινικά σημαντι-
κά επίπεδα άγχους και κατάθλιψης.66 Ώς μια γενικό-
τερη έννοια, υψηλότερες βαθμολογίες άγχους κα-
ταγράφηκαν σε ασθενείς με IBS και συσχετίστηκαν 
με χαμηλότερη μικροβιακή ποικιλία των κοπράνων 
υποστηρίζοντας μια σχέση μεταξύ της μικροβιακής 
και της ψυχολογικής κατάστασης.

Τα προβιοτικά έχουν δείξει ότι βελτιώνουν τη 
διάθεση στον υγιή πληθυσμό. Σε μελέτη, σε ποντι-
κούς, η χορήγηση σκευάσματος προβιοτικών με 
Lactobacillus και Bifidobacterium περιόρισε την 
αγχώδη συμπεριφορά και βελτίωσε τη διάθεση.67 
Συστηματική ανασκόπηση μελέτησε προκλινικά 
και κλινικά δεδομένα, σχετικά με την αγχολυτική 
δράση των προβιοτικών. Στη μελέτη αυτή προέκυ-
ψε η διαφορά ότι ενώ οι μελέτες σε πειραματόζωα 
έδειξαν πολύ θετικά αποτελέσματα στη μείωση του 
άγχους, αυτή η θετική επίδραση δεν έχει ακόμα 
μεταφερθεί και αποδειχθεί στα κλινικά δεδομένα, 
καταλήγοντας στην ανάγκη περαιτέρω μελέτης σε 
κλινικό επίπεδο και μάλιστα εστιάζοντας σε προβι-
οτικά με Lactobacillus rhamnosus.68

Αναφορικά με τη GAD, πρόσφατη μελέτη εντόπι-
σε τη μικροβιακή δυσβίωση του εντέρου σε ασθε-
νείς με GAD, προτείνοντας μάλιστα τη στόχευση 
του μικροβιώματος ως έναν χρήσιμο θεραπευτικά 
και προληπτικά στόχο για την εν λόγω διαταρα-
χή.69 Συγκεκριμένα, τα Firmicutes και Tenericutes 
είχαν χαμηλότερα επίπεδα σε ασθενείς με GAD 
ενώ βρέθηκαν και αρκετές διαφορές στη σύσταση 
των μικροβίων σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. Τα 
Eubacterium coprostanoligenes, Ruminococcaceae 
και Prevotella συσχετίστηκαν αρνητικά με τη σο-
βαρότητα του άγχους και θετικά με τη μείωση του 
άγχους, ενώ τα Bacteroides και Escherichia-Shigella 
συσχετίστηκαν θετικά με τη σοβαρότητα του άγ-
χους.70

Η διαταραχή μετατραυματικού στρες 
(Posttraumatic stress disorder, PTSD), διαφέρει 
από τις άλλες κύριες αγχώδεις διαταραχές και χα-
ρακτηρίζεται από χαμηλές αποκρίσεις κορτιζόλης, 
γεγονός που μπορεί να συμβάλλει στην πρόβλεψη 
ατόμων με προδιάθεση ανάπτυξης PTSD μετά από 
ένα τραυματικό συμβάν. Πρόσφατα πειραματικά 
και κλινικά δεδομένα συγκλίνουν στην υπόθεση 
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ότι η διαταραχές στο μικροβίωμα του εντέρου, ει-
δικά στην πρώιμη ζωή, μπορεί να έχει μακροχρόνιες 
ανοσοποιητικές και άλλες φυσιολογικές επιδράσεις 
κάνοντας τα άτομα πιο ευαίσθητα στην ανάπτυξη 
PTSD μετά από ένα τραυματικό συμβάν.71 Μετά από 
διερεύνηση της σύστασης του μικροβιώματος ασθε-
νών με PTSD σε σύγκριση με ασθενείς που υπέστη 
τραύμα, αλλά χωρίς να αναπτύξουν PTSD, οι σχε-
τικές αναλογίες των Actinobacteria, Lentisphaerae 
και Verrucomicrobia μειώθηκαν σε άτομα με PTSD 
σε βαθμό που μπορούσαν να διακριθούν οι ασθενείς 
αυτοί με υψηλό βαθμό ακρίβειας.72

3.3. Ο ρόλος του μικροβιώματος στις ψυχώσεις

Έπιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι η προ-
γεννητική μικροβιακή μόλυνση είχε 10 έως 20 φο-
ρές αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης σχιζοφρένειας73 
και έχουν μελετηθεί πιθανές συσχετίσεις μεταξύ 
σχιζοφρένειας και ενός διαταραγμένου εντερικού 
μικροβιώματος.74 Έπιπλέον, η σχιζοφρένεια συχνά 
συνυπάρχει σε διαταραχές του γαστρεντερικού 
συστήματος οι οποίες χαρακτηρίζονται από αλλοι-
ώσεις των μικροβιακών ομάδων του εντέρου. Με-
λέτες σε πειραματόζωα έδειξαν ότι το μικροβίωμα 
του εντέρου είναι κρίσιμο για τη μεταγεννητική 
ανάπτυξη και την ωρίμανση των νευρικών, ανοσο-
λογικών και ενδοκρινικών συστημάτων και αυτές 
οι συμπεριφορικές και φυσιολογικές διεργασίες συ-
χνά είναι εξασθενημένες σε ασθενείς με σχιζοφρέ-
νεια, δείχνοντας και την αμφίδρομη επιρροή της 
ασθένειας με τη χλωρίδα.45,75 

Το εντερικό μικροβίωμα ρυθμίζει μια ποικιλία 
νευροτροφινών και πρωτεϊνών, όπως ο νευροτρο-
φικός παράγοντας που προέρχεται από τον εγκέ-
φαλο (Brain-derived neurotrophic factor, BDNF), 
που έχει δειχθεί ότι εμπλέκονται στην ανάπτυξη 
του εγκεφάλου και στην πλαστικότητα του. Μεί-
ωση του BDNF και της έκφρασης της υπομονάδας 
2α των υποδοχέων Ν-μεθυλ-d-ασπαρτικού (NMDA) 
βρέθηκε στον φλοιό και τον ιππόκαμπο ζώων με 
πλήρη απουσία εντερικών μικροβίων σε σύγκρι-
ση με την ομάδα ελέγχου.76,77 Η υπολειτουργία του 
υποδοχέα NMDA πιστεύεται ότι είναι κεντρική 
στην παθοφυσιολογία της σχιζοφρένειας, καθώς οι 

ανταγωνιστές των υποδοχέων NMDA παράγουν συ-
μπτώματα παρόμοια με τη σχιζοφρένεια, ενώ παρά-
γοντες που ενισχύουν τη λειτουργία του υποδοχέα 
NMDA μειώνουν τα συμπτώματα και βελτιώνουν τη 
γνωστική λειτουργία.78

Η παραλλαγή στην έκφραση του BDNF έχει πα-
ρατηρηθεί ότι παίζει ρόλο στον μοριακό μηχανισμό 
που υποκρύπτει τη γνωστική δυσλειτουργία στη 
σχιζοφρένεια, ενώ μελέτες έδειξαν αυξημένα επί-
πεδα προ-φλεγμονωδών κυτοκινών ορού σε ασθε-
νείς με σχιζοφρένεια σε σύγκριση με την ομάδα 
ελέγχου καθώς και συσχέτιση των επιπέδων των 
φλεγμονωδών δεικτών με τη σοβαρότητα των κλι-
νικών συμπτωμάτων.79 Έπιπλέον, αυξημένος λόγος 
των συστημάτων των Τ-βοηθητικών κυττάρων (T 
helper cell, Th1/Th2) αναφέρεται σε ασθενείς με 
ψύχωση στην οξεία φάση, γεγονός που υποδηλώνει 
αυξημένη φλεγμονώδη απόκριση, ενώ η μετατόπι-
ση αυτής της αναλογίας σε φυσιολογικές τιμές έχει 
συσχετιστεί με θετική απόκριση στη θεραπεία.80 
Αυτά τα στοιχεία μπορεί να επιβαρύνουν αρνητικά 
το μεταβολικό σύνδρομο, καθώς σημαντικές τρο-
ποποιήσεις του μικροβιώματος συμβαίνουν σε ΣΔ 
και παχυσαρκία, με την εντερική χλωρίδα να δείχνει 
να ελέγχει τη διακίνηση και την αποθήκευση των 
αποθεμάτων ενέργειας, μέσω ρύθμισης της ανο-
χής στην ινσουλίνη και την αρνητική επίδραση επί 
του συστήματος μέσω παραγωγής ενδοτοξινών. Τα 
ανωτέρω υποδεικνύουν τη συσχέτιση και ρίχνουν 
επιπλέον φως στους πιθανούς μηχανισμούς που 
εμπλέκουν τη σχιζοφρένεια με την εκδήλωση καρ-
διαγγειακών νόσων, αλλά και το αντίστροφο.81 
Έπίσης, όσον αφορά στη σύσταση της χλωρίδας και 
τη χρήση αντιψυχωσικής αγωγής, έχει δειχθεί ότι 
σε ασθενείς που λάμβαναν ολανζαπίνη παρατηρή-
θηκαν σημαντικές αλλαγές κυρίως στην αύξηση του 
λόγου Firmicutes/Bacteroidetes και στην αύξηση 
συστηματικών δεικτών όπως TNF-a, IL-1 και IL-6.82 
Έπίσης, σε μελέτη πραγματοποιήθηκε μεταμόσχευ-
ση μικροβιώματος από μοντέλα ποντικών επί της 
σχιζοφρένειας σε ποντίκια ελεύθερα μικροβίων, 
οπότε παρατηρήθηκε περιορισμός της ποικιλότη-
τας των μικροβίων, ανάπτυξη συγκεκριμένων κα-
τηγοριών μικροβίων και επακόλουθα σχιζοφρενικά 
συμπτώματα και υπολειτουργία του γλουταμινερ-
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γικού συστήματος.83

Έκτός των άλλων, μέσω τροποποίησης της διάβα-
σης του τοιχώματος του γαστρεντερικού, παθογό-
νοι παράγοντες μπορούν να διέλθουν προκαλώντας 
ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού και δημιουργία 
ακόμα και αυτοάνοσων αποκρίσεων, εμφανίζοντας 
μεγαλύτερη πιθανότητα να διαθέτουν αυτοαντι-
σώματα κυρίως έναντι της αμυγδαλής, του ιππό-
καμπου και του μετωπιαίου φλοιού.84,85 Έπίσης, 
αυξημένα αντιγόνα έναντι τροφών, γλουτένης και 
καζεΐνης, ειδικά βοδινής, βρέθηκαν σε ασθενείς με 
σχιζοφρένεια υποδηλώνοντας τη σημασία της αντί-
δρασης του ίδιου του οργανισμού σε σχέση με τον 
παράγοντα έκθεσης.86

Ο Dickerson και οι συνεργάτες του, σε μια τυ-
χαιοποιημένη, ελεγχόμενη με εικονικό φάρμακο 
κλινική μελέτη διερεύνησαν τις επιδράσεις των 
συμπληρωμάτων προβιοτικών στα συμπτώματα 
της σχιζοφρένειας και της γαστρεντερικής λειτουρ-
γίας.87 Ασθενείς με ήπια έως σοβαρά συμπτώματα 
ψύχωσης έλαβαν προβιοτικά (με Lactobacillus και 
Bifidobacterium) ή εικονικό φάρμακο για 14 εβδο-
μάδες. Η μελέτη διαπίστωσε ότι, παρόλο που δεν 
προσέφερε βελτίωση στα συμπτώματα σχιζοφρέ-
νειας, η χορήγηση των προβιοτικών συσχετίστηκε 
με βελτιωμένη γαστρεντερική λειτουργία, πιθανόν 
λόγω ρύθμισης της εντερικής ανοσοαπόκρισης. Σε 
μετέπειτα μελέτη του ίδιου πληθυσμού εδείχθη ότι 
τα επίπεδα των IgG έναντι του Candida albicans σε 
άνδρες ασθενείς μειώθηκε σημαντικά, γεγονός που 
συσχετίστηκε με βελτιώσεις στις γαστρεντερικές 
ενοχλήσεις τους.88

Ασθενείς με σχιζοφρένεια εμφανίζουν συχνά γα-
στρεντερικά προβλήματα,89 γεγονός που ενδεχομέ-
νως σχετίζεται με την προτεινόμενη ανοσολογική 
προέλευση της διαταραχής και παρέχει μια θεωρη-
τική βάση για τη διερεύνηση του ρόλου του μικρο-
βιώματος στη σχιζοφρένεια. Σε μελέτη ασθενών με 
ψύχωση πρώτου επεισοδίου εντοπίστηκαν διαφο-
ρές στη σύνθεση της εντερικής χλωρίδας, συμπε-
ριλαμβανομένου του μειωμένου επιπολασμού των 
ειδών Lactobacillus και Bifidobacteria σε σύγκριση 
με υγιείς ασθενείς.90 Έίναι σημαντικό ότι οι διαφο-
ρές στην μικροβιακή σύσταση συσχετίστηκαν με 
τη σοβαρότητα των συμπτωμάτων και τον κίνδυνο 

ύφεσης κατά την παρακολούθηση 12 μηνών, αλλά 
δεν συσχετίστηκαν με τη διάρκεια της θεραπείας με 
αντιψυχωσικά φάρμακα.

Τα αντιψυχωσικά φάρμακα έχουν συσχετιστεί με 
επιβάρυνση της καρδιαγγειακής λειτουργίας και 
του μεταβολικού συνδρόμου, ενώ αντίστοιχα πολ-
λά δεδομένα, που παρουσιάστηκαν και ανωτέρω, 
συνδέουν το τροποποιημένο μικροβίωμα με παχυ-
σαρκία και μεταβολικό σύνδρομο. Ο Maier και οι συ-
νεργάτες του91 έδειξαν ότι υπάρχει άμεση επίδραση 
των αντιψυχωσικών επί συνηθισμένων μικροβίων 
που σχετίζονται με τη βελτίωση της μεταβολικής 
υγείας και περιορισμός τους, ενώ η ύπαρξη συγκε-
κριμένων κατηγοριών μικροβίων έδειξε να αποτε-
λεί σημαντικό αιτιολογικό παράγοντα στην αύξηση 
βάρους, ενώ επηρέασε και σειρά φλεγμονωδών, φυ-
σιολογικών και μικροβιακών δεικτών.92 Έπίσης, αξί-
ζει να τονιστεί το γεγονός ότι αυτές οι αλλαγές ήταν 
εντονότερες σε αρσενικά ζώα και βελτιώθηκαν με 
τη χρήση αντιβιοτικών.93 Αντίστοιχα, η χρήση της 
δεύτερης γενιάς αντιψυχωσικής ρισπεριδόνης και η 
δευτερογενής αύξηση βάρους έχουν συσχετιστεί με 
τροποποιημένο μικροβίωμα σε έφηβους αρσενικού 
φύλου, ενώ συσχετίστηκε και με περιορισμό της 
βιοποικιλότητας.94 Λόγω αυτής της τεκμηριωμένης 
αλληλεπίδρασης των αντιψυχωσικών και της χλω-
ρίδας του εντέρου, λαμβάνοντας υπόψη την επί-
δραση των συνταγογραφούμενων φαρμάκων στα 
μικρόβια, θα μπορούσαν να είναι μια σημαντική με-
ταβλητή όταν εξετάζονται οι αλληλεπιδράσεις με-
ταξύ ξενιστή και φαρμάκου σε μελλοντικές μελέτες.

4. Συμπεράσματα

Τα προβιοτικά χορηγούνται μέσα από τροφές όπως 
γαλακτοκομικά προϊόντα, αλλά και με τη μορφή 
φακελίσκων ή καψουλών. Αν και οι προκαταρκτι-
κές μελέτες είναι σαφώς υποσχόμενες, απαιτούνται 
ελεγχόμενες με εικονικό φάρμακο τυχαιοποιημένες 
διπλά-τυφλές κλινικές δοκιμές για να διευκρινι-
στεί ο συμπληρωματικός ρόλος των προβιοτικών 
στη θεραπεία των ψυχικών νόσων. Η επιλογή των 
προβιοτικών βακτηρίων, η βέλτιστη δόση, ο τρό-
πος χορήγησης και η διάρκεια της θεραπείας μένει 
να καθοριστούν επακριβώς. Ο λεπτομερής χαρα-
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κτηρισμός του στελέχους απαιτείται επίσης για 
όλα τα πιθανά προβιοτικά, δεδομένου ότι οι ενδεί-
ξεις συσσωρεύονται και υποδηλώνουν μια αλλοί-
ωση της αναλογίας των βακτηριδίων του εντέρου. 
Έπομένως, φαίνεται λογικό μια παρέμβαση προς 
την κατεύθυνση της διαμόρφωσης της εντερικής 
χλωρίδας να είναι θεμιτή. Όλο και περισσότερο, οι 
έρευνες υποδεικνύουν ότι τα προβιοτικά μπορεί να 
προσφέρουν εναλλακτική ή συμπληρωματική προ-
σέγγιση της συμβατικής θεραπείας, μεταβάλλοντας 
την εντερική μικροχλωρίδα και τροποποιώντας το 
ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή.

Η συνεχιζόμενη εξερεύνηση του ανθρώπινου μι-
κροβιώματος υπόσχεται να φέρει τη σύνδεση με-
ταξύ του εντέρου και του εγκεφάλου σε σαφέστε-
ρη εστίαση, δείχνοντας τελικά τον αντίκτυπο στην 
κατάσταση του νου μας που μπορεί να επιφέρει η 
σύσταση της εντερικής χλωρίδας. Η σύνδεση εντέ-
ρου-εγκεφάλου φαίνεται να είναι αμφίδρομη, ο 
εγκέφαλος δρα επί γαστρεντερικών και ανοσοποι-
ητικών λειτουργιών που συμβάλλουν στη διαμόρ-
φωση της μικροβιακής σύνθεσης του εντέρου και 
τα μικρόβια του εντέρου δημιουργούν νευροδρα-
στικές ενώσεις, συμπεριλαμβανομένων των νευρο-

διαβιβαστών και μεταβολιτών, που δρουν επίσης 
στον εγκέφαλο. Τα μικρόβια του εντέρου βοηθούν 
στον έλεγχο της διαπερατότητας τόσο μέσω του 
εντερικού επιθηλίου όσο και μέσω του αιματοεγκε-
φαλικού φραγμού, ο οποίος προστατεύει τον εγκέ-
φαλο από δυνητικά επιβλαβείς παράγοντες.

Θα μπορούσε να προταθεί ότι ένα τροποποιημέ-
νο μικροβίωμα μπορεί να συμβάλλει σε ανωμαλίες 
στην ανάπτυξη του εγκεφάλου, σε ανοσολογική 
απορύθμιση, μεταβολική δυσλειτουργία και σε ψυ-
χικές διαταραχές. Ώστόσο, η οριοθέτηση μιας σχέ-
σης μεταξύ μίας συγκεκριμένης μικροχλωρίδας και 
μιας συγκεκριμένης νευροψυχιατρικής διαταραχής 
είναι πολύπλοκη, και ακόμα και αν υπάρχει διασύν-
δεση, μπορεί να είναι μη πλήρως συγκεκριμένη, ενώ 
οι συσχετισμοί μεταξύ ειδικής νευροψυχιατρικής 
νόσου και συγκεκριμένου περιβαλλοντικού παρά-
γοντα ή ανοσολογικού δείκτη ή μικροβιακού προ-
φίλ είναι συχνά ασαφείς.

Κατά την ολιστική προσέγγιση στη μελέτη της δι-
ατήρησης της ψυχικής υγείας και των παραγόντων 
των ψυχικών διαταραχών, τονίζεται η σημασία του 
μικροβιώματος του εντέρου το οποίο κατέχει πλέον 
έναν σημαντικό ρόλο. 

KEYWORDS:
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gut-microbiome axis; 
inflammation, mood 
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The microbiome is a multivariate system in species and quantity 
of microbes that it is involved in various physiological functions. 
Disruption, reduction or imbalance of microbial species appears 
consist of a factor in various pathophysiological disorders, such 
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as diabetes, obesity and cardiovascular disease. Inflammation and 
oxidative stress appear to be major interconnected mechanisms that 
lead to these imbalances via microbial imbalance. A major role in these 
processes play the microbiome-intestinal-brain axis, a complex multi-
organ, bidirectional, signalling system between the intestinal flora 
and the brain, influencing host physiology, homeostasis, growth and 
metabolism and modifying the systemic and intestinal immune system. 
The microbiome seems to be related to the occurrence, promotion 
and development of serious psychiatric diseases. The microbiome and 
inflammatory markers are modified in these diseases, and potentially 
these are partly implicated to the occurrence of other complications of 
those diseases in the peripheral system. Furthermore, the medication 
against these diseases could modify the intestinal flora involved 
in the synthesis of neuroactive, inflammatory, and various others 
substances. Metabolic complications of various drugs also appears to 
be associated partly with a modified microbiome. Based on the above, 
it seems that microbiome and probiotics could play an important 
role in the development, regulation and function of the brain as well 
as in its deregulation. However, it is difficult to establish a perfectly 
clear demarcation and absolute correlation between microbiome and 
psychiatric disorders due to the complexity and variety of the involved 
systems and further studies are needed.
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A promising direction of the development of new approaches to improving 
the effectiveness of neurodegenerative disease therapy is the stimulation of 
neurogenesis by activating the functions of progenitor cells of nerve tissue. 
In vitro, the role of NF-кB-, сАМР/РКА-, JAKs/STAT3-, ERK1/2-, p38-, JNK- 
и p53-mediated signaling pathways in realizing the growth potential of 
neuronal-committed progenitors (NCP, PSA-NCAM + clonogenic cells) was 
studied. To do this, the method of the pharmacological blockade with the 
use of selective inhibitors of individual signaling molecules was used. The 
features of intracellular signaling in the neuronal-committed progenitors 
have been revealed. The functional value of individual signaling molecules 
in the precursors of neurons and multipotent neural stem cells (NSC) 
was compared. Some of the fundamental differences in participation and 
the role of certain signaling molecules in determining the proliferation 
and differentiation of progenitors of different types have been revealed. 
It has been possible to develop tools with neuroregenerative activity 
based on STAT3 inhibitors or JNK activators. It is shown that the blockade 
of STAT3 leads to the stimulation of the combined predecessors against 
the background of the absence of a “negative” effect on the functioning of 
multipotent progenitor cells. The possibility of isolated induction of the 
progression of the NSC cell cycle by activation of JNK has been revealed. 
The possibility of induction of the progression of the NSC cell cycle with the 
help of JNK activation has been detected.

ABSTRACT

1. Introduction 

Neurodegeneration, including the dysfunction of the 
systems of cellular renewal of nerve tissue, is accom-
panied by a pronounced reorganization of the central 
nervous system and the formation of a qualitative-

ly new pathological, pattern of brain structures1-3. 
The current concept of pharmacotherapy of these 
states, based on the principle of modulation of the 
functions of mature cells of nerve tissue preserved 
in the conditions of pathology, is completely unten-
able. Available drugs are often not able to restore 
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the morphofunctional state of the central nervous 
system as well as to prevent the progression of dis-
eases4, 5. In this regard, it seems relevant to develop 
new drugs for the treatment of neurodegenerative 
diseases with fundamentally different mechanisms 
of action. 

The development of approaches for stimulating 
neurogenesis by activating the functions of progeni-
tor cells of the nervous tissue — multipotent neural 
stem cells (NSC) and neuronal-committed progeni-
tors (committed precursors of neurons) looks prom-
ising6, 7. 

Information obtained in recent years on the prop-
erties and patterns of stem cell (SC) functioning has 
led to the development of the «Pharmacological 
strategy of regenerative medicine», which is based 
on the principle of imitation of the activity of natural 
regulatory systems for the functioning of endoge-
nous progenitor cells using drugs - analogs of endog-
enous regulators of SC functions3. At the same time, 
the modern trend in the development of drugs is the 
creation of highly selective (targeted) drugs. By se-
lectivity, in this case, it should be understood selec-
tive action, to a specific organ or tissue and the effect 
on specific cellular and/or subcellular structures5, 8, 

9. In this aspect receptors to growth factors could be 
considered. However, genetically engineered growth 
factors do not fully comply with the requirements 
for drugs, in terms of selectivity and safety criteria. 
Almost all growth factors, to one degree or another, 
are pleiotropic and multifunctional regulators, and 
their protein nature, initially determines relatively 
high immunogenicity and toxicity. Several pharma-
cokinetic characteristics of cytokine analogs are also 
unacceptable3. At the same time, it is known that the 
implementation of external signals occurs through 
an intracellular signaling system, represented by 
cascades of signaling molecules sequentially activat-
ed by each other8, 10. Our information on the particu-
larities of intracellular signaling in epigenetically 
and functionally different progenitor cells5 served 
as the basis for creating a new direction of targeted 
therapy in regenerative medicine - “Strategy of the 
pharmacological regulation of intracellular signal 
transduction in regeneration-competent cells”3, 9. 

This approach involves the use of key components 
of intracellular signal transduction as targets that 
determine the realization of the growth potential of 
various progenitor cells and the functioning of tis-
sue microenvironment elements that indirectly de-
termine the course of reparative processes in tissues 
in various progenitors. In this case, the identification 
of the specific role of individual signaling molecules 
(potential targets) in the regulation of the cell cycle 
of various types of parent cells is a basic stage in the 
development of this direction. For the development 
of agents with neuroregenerative activity, signaling 
molecules that do not possess the opposite impor-
tance for the functioning of NSC and neuronal-com-
mitted progenitors (NCP)- eg. the stimulating effect 
on one type of progenitors does not inhibit at the 
same time the functioning of another type of pro-
genitors)- and which also do not possess a “nega-
tive” effect on the vital functions of mature neurons 
and the neurotrophic function of glial cells (neuro-
trophic function), can be considered a promising 
approach11. Previously, we studied the features of 
intracellular signaling in the NSC5. 

The work aimed to study the role of NF-кB-, 
сАМР/РКА-, JAKs/STAT3-, ERK1/2-, p38-, JNK- и 
p53-mediated pathways in the implementation of 
the functions of the neuronal-committed progeni-
tors in vitro. 

2. Materials and methods
2 .1 Chemicals and Drugs

Serum-free MACS Neuro Medium; anti-PSA-NCAM 
MicroBeads (Miltenyi Biotec, Germany); The follow-
ing inhibitors of signaling molecules have been used 
(in brackets the concentration of in vitro is indicat-
ed). For NF-кB : aurothiomalate (50 μM), for ERK1/2 
: PD98059 (100 μM); for p38: SB203580 (10 μM); 
for adenylate cyclase (AC): 2’,5’-dideoxyadenosine 
(30 μM), for PKA: KT3761 (10 μM); for STAT3: STAT3 
Inhibitor XIV, LLL12» (5 μM) (all manufactured by 
Calbiochem, USA); for JAKs : Pan JAK Inhibitor Rux-
olitinib (200 nМ), for JNK: SP600125» (10 μM) (all 
manufactured by InvivoGen, USA); for p53 «Pifithrin-α, 
Cyclic» (5 μM) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA). 
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The working concentrations of inhibitors of signaling 
molecules were determined following the instructions 
of the developers of these reagents and confirmed as 
optimal in preliminary experiments on test crops. Hy-
droxyurea was from Calbiochem, USA; plastic plates 
for cultural studies were from Costar, USA). 

2 .2 Animals and Experimental Design 

All animal experiments were carried out following the 
U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and 
associated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for 
animal experiments. The study was approved by the 
Institute`s local Ethics Committee (Goldberg Research 
Institute of Pharmacology and Regenerative Medicine, 
Tomsk National Research Medical Center, Russian 
Academy of Sciences). Experiments were carried out 
on C57B1/6 mice (n=69) at the age of 2-2.5 months, 
weighing 20-22 g (7 mice in each experimental group 
(with each signaling molecule inhibitor) and 6 mice in 
the control group (culture without signaling molecule 
inhibitors)). Animals of the 1st category (convention-
al linear mice) were obtained from the Experimental 
Biological Models Department of Goldberg Research 
Institute of Pharmacology and Regenerative Medicine 
(Tomsk, Russia) (certificate available). Before the be-
ginning of experiments (during 10 days) and over the 
study period, animals were contained in the vivarium 
(air temperature 20–220C, humidity 50-60 %) in plas-
tic cages (10-15 mice) on a normal diet (solid diet pel-
lets (Limited Liability Company «Assortiment Firm», 
Sergiev Posad city, Russia), water ad libitum. To ex-
clude seasonal fluctuations of studied parameters, all 
the experiments were performed in the autumn-win-
ter period. The animals were removed from the exper-
iment (sacrificed) using CO2 cameras.

Using the cultural methods, we studied the direct 
effect of the signaling molecule inhibitors on the re-
alization of the growth potential of neural tissue pre-
cursor cells in vitro.

2 .3 Study of functional activity of neuronal-commit-
ted progenitors 

To study neuronal-committed progenitors (NCP) 

from cells of the subventricular zone (SVZ) of the 
brain an immunomagnetic separator “MIniMACS 
Cell Separator” (Miltenyi Biotec, Germany), PSA-
NCAM (CD56 +) was used. Cells were obtained by 
positive selection12 (using appropriate antibody kits 
according to the methodological manufacturer’s in-
structions). The PSA-NCAM + cells at a concentration 
of 105 / ml were incubated in MACS Neuro Medium 
(Miltenyi Biotec, Germany) for 5 days in a CO2 incu-
bator at 37°C, 5% CO2, and 100% air humidity with 
signaling molecules inhibitors. After incubation, the 
content of clonogenic cells, their mitotic activity, and 
intensity of specialization was calculated. 

The number of NCP was determined by the yield in 
the respective cultures of colony-forming units (CFU, 
CFU-NPSA-NCAM+, colonies containing more than 
100 cells). The proliferative activity of the progeni-
tor cells was assessed by the method of cell suicide 
using hydroxyurea (1 µM). The pool of CFU in the 
S-phase of the cell cycle was determined according 
to the formula: N = [(a-b)/a] × 100%, where a is the 
average for the group the number of CFU from cells 
not treated with hydroxyurea; b - the average for the 
group the number of CFU from cells treated with hy-
droxyurea. The intensity of the processes of special-
ization (differentiation/maturation) of progenitor 
elements was determined by calculating the ratio of 
the corresponding cluster-forming units (ClFU, neu-
rospheres of 30 - 100 cells) to CFU (differentiation 
index)13. The control was the NCAM + cells culture 
without signaling molecules inhibitors.

2 .4 Statistical Analysis

The results were analyzed with one-way ANOVA fol-
lowed by Dunnett’s test, Wilcoxon’s test for depend-
ent samples, and Mann–Whitney test for independ-
ent samples. The data are expressed as arithmetic 
means. The significance level was p < 0.0514.

3. Results 
3 .1 Role of cAMP/PKA-signaling in the regulation of 
the functions of the neuronal-committed progenitors

There has been an increase in the output of CFU-NPSA-
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NCAM+ (Figure 1), their proliferation activity (Figure 
2), and the rate of differentiation (Figure 3) during the 
blockade of adenylate cyclase against the background 
in the absence of significant changes in the functioning 
of the selective inactivation of PKA. The different ef-
fects of the adenylate cyclase and РКА inhibitors on the 
functional state of CFU-NPSA-NCAM+ are likely to in-
dicate the potential bivalent nature of cAMP-mediated 
signaling for the functioning of the committed precur-

sors of neurons5. The described phenomenon is the ab-
sence of PKA/CREB-signaling effect on their mitotic ac-
tivity, while the decrease in intracellular concentration 
of cAMP (blockade of adenylate cyclase) stimulates the 
progression of the cell cycle by interacting with alter-
native secondary messengers (without the participa-
tion of PKA), possibly by activating the Ca2+/calmod-
ulin-dependent protein kinase and MAPK-pathways15. 
It is important that the increase in intracellular cAMP 
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Here and also in  figures 2 and 3: cell culture without inhibitors (intact) and when 

adding in vitro inhibitors of the: NF-кB, ERK1 / 2, p38, AC, PKA, JNK, p53, JAKs, STAT3. 6 
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Figure 2. Proliferative activity of neuronal-committed progenitors 
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concentrations in their most postnatal cells, inhibits on 
the contrary mitotic activity8, 16. 

3 .2 Role JAKs/STAT3-signaling in the regulation of the 
functions of the neuronal-committed progenitors

The stimulation of colony formation of PSA-NCAM+ 
cells and their proliferative activity was observed in 
violation of STAT3 phosphorylation (additions to the 
cultural environment of the STAT3 inhibitor) (Figure 
1, 2). The identified phenomenon is of particular inter-
est in the development of pharmacological approach-
es to stimulation of neurogenesis, as it is known that 
in some cases plays a key role in carcinogenesis. On 
this basis, the development of drugs based on block-
ers of this protein (STAT3) meets the requirements 
of carcinogenic safety, which is especially important 
in the creation of drugs for regenerative medicine (to 
minimize the risk of tumor transformation).

At the same time, the inactivation of JAKs, phos-
phorylating of the STAT proteins family13, 17, caused a 
change only in the rate of differentiation of CFU-NP-
SA-NCAM+ (Figure 3). This fact was related to the se-
lectivity of the Ruxolitinib used as a Pan-JAKs inhibi-
tor. The Ruxolitinib has a pronounced blocking effect 
against JAK1, JAK2, and, to a lesser extent, JAK3, 

against TYK2 (the fourth representative of JAKs)18. 
Thus, JAK3 and/or TYK2 are likely to play a major 
role in activating STAT3 in the combined neuronal 
precursors, and the influence of Ruxolitinib on the 
intensity of the specialization of CFU-NPSA-NCAM+ 
is determined by the phosphorylation of JAK1 and 
JAK2 by other representatives of STAT proteins.

3 .3 Role ERK1/2 and р38-signaling in the regulation 
of the functions of the neuronal-committed progeni-
tors

Unambiguous results were obtained in the study of 
the participation of individual МАРK (mitogen-acti-
vated protein kinase)  in the realization of the growth 
potential of the neuronal-committed progenitors. The 
ERK1/2 inhibitor and the p38 inhibitor reduced colo-
ny formation of PSA-NCAM+ cells (Figure 1) and CFU-
NPSA-NCAM+ proliferative activity (Figure 2) against 
the backdrop of increasing maturation rate (Figure 3).

3 .4 Role JNK/р53-signaling in the regulation of the 
functions of the neuronal-committed progenitors

The pharmacological blockade of JNK did not affect 
the output of CFU-NPSA-NCAM+, as well as the num-
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ber of their mitotic-active cells and the intensity of 
differentiation (Figure 1, 2, 3).

Similar results were obtained in the inactivation 
of p53. There was no progression of the cell cycle. 
This circumstance undoubtedly has a significant sci-
entific and theoretical interest and requires further 
study. The pro-apoptotic function of this protein and 
its role in preventing spontaneous carcinogenesis 
19, for drug safety, make the study of the possibility 
of using p53 inhibitors for neuroregeneration un-
promising.

3 .5 Role NF-кВ-signaling in the regulation of the func-
tions of the neuronal-committed progenitors

The study of the participation of the nuclear tran-
scription factor in the regulation of the functions of 
PSA-NCAM+ clonogenic cells did not reveal the ef-

fect of the NF-кВ inhibitor on the parameters under 
study (Figure 1, 2, 3). The levels of colony formation, 
the amount of CFU-NPSA-NCAM+ in the S-phase of 
the cell cycle, and the intensity of cell differentiation 
were not different from those in the environment 
without the addition of the NF-кВ inhibitor.

4. Discussion 

Comparative analysis of the identified role of in-
dividual signaling molecules in the functioning of 
neuronal-committed progenitors with their role in 
multipotent neural SC, studied previously by our 
group5, 6 (Figure 4), confirms the findings on the pres-
ence of specific features of intracellular signaling 
transduction in the regulation of different types of pro-
genitors3. The results of the experiments indicate the 
existence of some fundamental differences in the par-
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Figure 4. The role of individual intracellular signaling pathways in the regulation of proliferative activity of 
neuronal-committed progenitors and neural stem cells .
Arrows marked by a simple line indicate not involvement of the proteins in the regulation; arrows marked by a 
thick line  indicate stimulation of proliferative activity; аrrows marked by a dashed line indicate target inhibi-
tion of proliferative activity; curly (red) arrows show on prospective targets for drugs with neuroregenerative 
activity . 
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ticipation and role of individual signaling molecules in 
determining the proliferative and differential status of 
the neuronal-committed progenitors and NSC. 

Previous studies have shown the same role as 
ERK1/2 and p38 in controlling the proliferative 
activity of NSC as that found in this study for neu-
ronal-committed progenitor functions5 (Figure 
4). At the same time, the distinctive feature of the 
molecular mechanisms of the regulation of NSC 
functions in comparison with those in NCP is the 
lack of participation of STAT3 in their functions. 
Besides, cAMP/PKA/CREB-pathways have the op-
posite value in realizing the growth potential of 
NSC. The cAMP synthesis in NSC is accompanied 
by an increase in their functional activity3, 16.

An important difference in the regulation of NSC 
functions is the stimulating role of JNK and p53 con-
cerning the progression of the cell cycle. However, in 
the neuronal-committed progenitors, such a fact was 
not detected. At the same time, it is known that the 
main value of p53 in cells is to ensure the stability of 
their genome19. Therefore, from the point of view of 
drug safety, p53 in principle can not be considered 
as drug target for the therapy of neurodegenerative 
diseases.

5. Conclusion

Thus, the comparison of the role of individual sig-
naling molecules in different types of progenitors 
of the nervous tissue demonstrates the prospect of 
developing novel neuroregenerative drugs, based on 
STAT3 inhibitors and JNK activators. These modifiers 
of signaling molecule activity can stimulate the reali-

zation of the growth potential of the neuronal-com-
mitted progenitors and NSC respectively. At the 
same time, the blockade of STAT3 does not have a 
“negative” effect on the functioning of multipotent 
progenitor cells, and the increase in the content of 
phosphorylated forms of JNK in NCP does not inhibit 
their proliferation and differentiation. Also, to date, 
it is believed that the blockage of STAT3 or activation 
of JNK is not able to reduce the neurotrophic func-
tion of neuroglia cells9, the importance of which is 
difficult to overestimate for neuroregeneration20. 
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Introduction: The choice of medicines for total intravenous anesthesia re-
mains a relevant issue in practical anesthesiology. Ketamine is a well-known 
drug that has been widely used in the world, however its’ effect on the CNS 
is debatable. It is reasonable to question the use of neuroprotective agents to 
protect against the negative effects of general anesthesia. Some studies have 
shown the neuroprotective activity of the RAIL. A new dosage form of RAIL - a 
gel for intranasal administration has been developed. This study was designed 
to evaluate the neuroprotective and anti-apoptotic activity of RAIL-gel in com-
parison with Citicoline and Piracetam during ketamine anesthesia
Methods: In this study, 50 white nonlinear rats were randomly assigned to 5 
groups: intact, ketamine anesthesia group, ketamine anesthesia + Piracetam 
(500 mg/kg, intraperitoneally) group, ketamine anesthesia + Citicoline (500 
mg/kg, intraperitoneally) group, ketamine anesthesia + RAIL-gel (1 mg / kg 
intranasally) group. Expression of c-fos in the CA1 zone of the hippocampus 
and concentration of bcl-2 protein in the cytoplasmic fraction of the brain were 
determined by indirect immunofluorescence and Western blot analysis respec-
tively.  
Results: Our research demonstrated the neurodegradative effect of ketamine 
anesthesia. The use of neuroprotective agents (Piracetam, Citicoline, RAIL-gel) 
in rats after general anesthesia led to a decrease in the neurodegradative effect 
of ketamine. The neuroprotective effect of RAIL-gel was significantly higher 
compared to reference drugs (p < 0.05).
Conclusion: The neuroprotective effect of RAIL-gel is an experimental justifi-
cation for further study of IL-1β RAIL antagonist as a potential neuroprotective 
agent.

ABSTRACT
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Introduction 

The choice of medicines for total intravenous anes-
thesia remains a relevant issue in practical anesthe-
siology for many years. Requirements for drugs that 
cause anesthesia are numerous and varied - rapid 
onset of anesthesia, high efficiency, controllability, 
safety and more, but in recent years, these criteria 
have been supplemented by the absence or mini-
mal negative impact on the central nervous system 
(CNS)1. 

Ketamine is a well-known drug that has been wide-
ly used in the world since the 1970s. Its mechanism 
of action is associated with non-competitive N-me-
thyl-D-aspartate receptors (NMDA receptor) antago-
nism, leading to functional disorganization of non-
specific midbrain and thalamic ligaments, causing 
dissociative anesthesia2, 3. Ketamine was developed 
as a safe alternative to phencyclidine, the neurotox-
icity of which has been known and experimentally 
proven4-10. For many years, scientific debate about 
ketamine effect on the CNS is going on. Some authors 
in their articles report data on the neuroprotective 
properties of this drug, suggesting its use in order to 
reduce brain damage in acute CNS lesions50, or dis-
cuss its neuroprotection at the cellular level6. Others 
have experimentally demonstrated that it causes 
neuroapoptosis and prolonged behavioral disorders 
in rodents of different age groups, including new-
borns7,11. The neurotoxic effect of ketamine is due 
to the expression of c-fos early responsive genes8, 12. 
Furthermore ketamine reduces the total antioxidant 
capacity and causes excessive formation of reactive 
oxygen species (ROS) and malondialdehyde13, and ap-
optosis levels have been shown to correlate with the 
level of 3-methyladenine autophagy inhibitor8. 

NMDA receptors’ hyperstimulation is known to 
cause excess Ca2+ influx, leading to free radical for-
mation, activation of proteolytic processes and, ulti-
mately, neuron necrosis. At the same time, moder-
ate activation of NMDA receptors leads to oxidative 
stress and neuroapoptosis14. Therefore, ketamine, as 
a non-competitive antagonist of NMDA receptors, 
should not cause excitotoxicity, but rather cause 
a neuroprotective effect. However, it has been ex-

perimentally demonstrated that ketamine anesthe-
sia causes pervasive developmental disorder in the 
form of anxiety and cognitive disorders associated 
with neuroapoptosis9. There is a strong evidence 
for dose-dependent apoptotic neurodegeneration 
caused by ketamine in the immature brain of mice15. 
The mechanism of neuroapoptosis is associated with 
the ketamine induced manifested expression of c-fos 
in the posterior cingulate gyrus and in the retrospi-
nal cortex. Ketamine-induced expression is mediated 
not only through NMDA receptors but also through 
sigma-receptors12. Apoptosis is a programmed cell 
death with a complex pathogenesis. The regulation 
of apoptosis in the nervous system is carried out by 
numerous signaling systems. One way to implement 
this process is through the direct activation of early 
immediate response genes (c-jun, c-fos). C-fos pro-
tein acts as a regulator of transcription of a num-
ber of inducible genes and plays a significant role 
in cellular growth and differentiation processes and 
appears a recognized marker of neuronal cell acti-
vation16. One of the defense mechanisms is the pro-
duction of anti-apoptotic modulators, one of which 
is the bcl-2 protein, which action is associated with 
the normalization of mitochondrial function. There 
is a mechanism of caspase1-dependent apoptosis of 
CA1 hippocampal neurons after ketamine anesthe-
sia, associated with the exit of proapoptotic proteins 
from mitochondria. It is established that the active 
caspase-3 and -9 proteins, which are responsible for 
the release of cytochrome C and the mitochondrial 
translocation of p53, which is associated with mi-
tochondrial apoptosis, are found to be significant-
ly activated after a single administration of keta-
mine. Also, the introduction of ketamine increases 
the levels of pyroptosis-related proteins, including 
caspase-1 and -11, the NOD-like receptor family, the 
pyrin domain containing 3 (NLRP3), and IL-1β17. An-
esthesia with ketamine or thiopental is also known to 
increase IL-1 and TNFα levels in the hippocampus 2 
hours after anesthesia18.

According to modern ideas, the nature of the im-
mune response and the development of pathophysi-
ological changes in neurodegradation, both ischem-
ic and non-ischemic, depends on the predominant 
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activation of subpopulations of T-lymphocytes, 
their synthesis of various types of cytokines and 
the formation of a “cytokine cascade,” namely, the 
ratio of pro-inflammatory and anti-inflammatory 
cytokines19. In case of brain tissue damage, activat-
ed microglia begin to produce pro-inflammatory 
cytokines, primarily IL-1β, which contributes to an 
increase in cerebral edema and increases the adher-
ence to endothelium20,21. IL-1β can increase the ex-
pression of iNOS and stimulate the NO-mechanisms 
of neurodegradation. This induces neuroapoptosis, 
leads to delayed neuronal losses and a decrease in 
cognitive and mnestic functions of the CNS9,17,19.

Many scientific papers and researches are devoted 
to the medico-social problem of cognitive impair-
ment after anesthesia and surgery known as post-
operative cognitive dysfunction (POCD). POCD is a 
cognitive disorder that develops in the postoperative 
period (may be delayed in time) and is associated 
with impaired higher cortical function, more com-
monly manifested as impairment of memory, speech, 
decreased attention spans, and more22-24. The most 
accurate, attention-grabbing study of the occurrence 
of POCD is the international randomized controlled 
trial of the ISPOCD1 study, published in 1998. Accord-
ing to the results of this study, cognitive dysfunction 
was diagnosed in 8% of patients 7 days after surgery 
and 9.9% 99 days after surgery8, which indicates the 
prevalence of this problem in the world and the rel-
evance of its study. The etiology and pathogenesis 
of POCD are complex and multifactorial. Risk factors 
include genetic and some somatic diseases as well as 
preoperative stress, but general anesthesia has been 
conclusively proven to be the major etiologic fac-
tor in the ISPOCD1 study25. In connection with these 
data, it is reasonable to question the use in everyday 
practice of effective and safe neuroprotective agents 
to face the negative effects of general anesthesia. 
These agents should act on the same systems that 
are suppressed by general anesthesia and interrupt 
the cascades of pathological reactions. According 
to the definition of The World Health Organization, 
nootropics are pharmacological agents that activate 
learning, improve memory and mental activity, while 
they increase the brain’s resistance to aggressive hy-

poxia, trauma and intoxication. It may be justified to 
use the metabolite-tropic and endothelial protective 
drug Piracetam, which has a neuroprotective effect, 
as it has been proven in many studies26,27. Also, the 
drug Citicoline can be considered as a cerebropro-
tector, which inhibits the activation of phospholi-
pases A1, A2, C and D, reduces the formation of free 
radicals, prevents the destruction of membrane sys-
tems, preserves antioxidant protective systems and 
inhibits apoptosis. Recently, studies have appeared 
on the cytokine mechanisms of the pathogenesis of 
anesthesia-induced neurodegradation20,28. Cytokine 
imbalance - the overproduction of IL-1β and the rel-
ative deficiency of its receptor antagonist IL-2 - has 
a great importance in brain damage. This allows us 
to consider IL-1 receptors as a promising target for 
neuroprotection in case of anesthesia-induced brain 
damage. Several studies have shown the neuropro-
tective activity of the interleukin-1 receptor antago-
nist (RAIL - IL-1 blocker) in experimental acute cere-
brovascular accident, traumatic brain injury, and di-
abetic encephalopathy19-21,28. Recombinant RAIL-1 is a 
non-glycosylated analogue of an interleukin 1 which 
differs by one amino acid sequence in the N-termi-
nal part from its native form. A new dosage form of 
RAIL - a gel for intranasal administration has been 
developed.

In this study, we first made attempts to interrupt 
the reaction of initiation of neuroapoptosis after ket-
amine, by the use of IL-1b antagonists - the active 
pharmacological agent RAIL in the form of an intra-
nasal gel. The aim of the study was to evaluate the 
neuroprotective and anti-apoptotic activity of the 
IL-1 antagonist RAIL-gel in comparison with refer-
ence drugs Citicoline and Piracetam during ketamine 
anesthesia. 

Materials and methods
Materials

Ketamine and Piracetam were purchased by PJSC FAR-
MAK, Ukraine and  Citicoline byTakeda, Japan. The 
substance RAIL was obtained from the Federal State 
Unitary Enterprise “State Scientific Research Insti-
tute of Highly Pure Biological Preparations” (Russia, 
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S-Petersburg, LSR-007452 / 1-0300710). Recombinant 
substances and RAIL in particular were obtained bio-
technologically from microorganisms, protozoa and 
cereal. The test sample (RAIL) was obtained biotech-
nologically from E. coli TG1 (pTAC-hlL-1ra) and con-
sists of 153 amino acids. Its molecular weight is 17, 
906 kDa. RAIL-gel (5 mg / 1 ml) was developed at the 
Department of Technology of Drug of ZSMU. We also 
used paraplast (MkCormick, USA), bovine serum al-
bumin solution (Sigma, USA, Cat. No. A2153), prima-
ry antibodies to the protein c-fos (Sigma Chemical, 
USA), secondary antibodies (fluorescent conjugated 
goat IgG - Sigma Chemical, USA), primary antibodies 
to bcl2 (Santa Cruz Biotechnology), solution of sec-
ondary antibodies (1: 1000) (biotinylated anti-mouse 
IgG, Sigma, USA, cat. No. 051M4885), ExtrAvidin-per-
oxidase solution (Sigma, USA, Cat. No. 051M4885), 
solution of AEC (1 tablet of 3-amino-9-ethylcarbazole 
(Sigma, USA, cat. No. a6926), solution of NaCl 0.9% 
(Ukraine), 30% Н2О2 (Ukraine).

Animal experiments

The study used 50 white nonlinear rats at the age of 
6 months from the nursery of the GA «Institute of 
Pharmacology and Toxicology of the National Acad-
emy of Medical Sciences of Ukraine». Weight of rats 
was 180-200 g. The acclimatization period was 14 
days for all animals. The experimental studies were 
carried out in accordance with the “Regulations on 
the Use of Animals in Biomedical Research” and with 
the European Convention on the Protection of Ani-
mals Used for Scientific and Other Purposes. The ex-
periment was approved by the Bioethics Committee 
of Zaporizhzhia State Medical University. Animals 
were kept under standard vivarium conditions with 
a change in the light cycle with an ambient temper-
ature of 220 C. The manipulations were performed 
under ethanol-sodium anesthesia. Anesthesia was 
caused by intraperitoneal injection (IP injection) of 
ketamine at a dose of 100 mg/kg. Immediately after 
rats’ emergence from anesthesia they were adminis-
tered drugs at the following doses: Piracetam - 500 
mg/kg, intraperitoneally, Citicoline - 500 mg/kg, in-
traperitoneally, RAIL-gel - 1 mg/kg intranasally us-

ing the dispenser pipette. The animals were divided 
into 5 groups (10 rats in each group): the first group 
- intact (control), the second - animals with experi-
mental ketamine anesthesia. The third group - rats 
with ketamine anesthesia, which were administered 
Piracetam (PJSC  FARMAK, Ukraine, 200 mg/ml) The 
fourth group received Citicoline (Takeda, Japan, 1000 
mg / 4ml) after anesthesia. The fifth group received 
RAIL-gel after ketamine anesthesia. The intact group 
was injected intraperitoneally one time with a solu-
tion of NaCl 0.9% at the rate of 1 ml/0.1 kg, and the 
control group was administered the same dose of sa-
line solution after ketamine anesthesia. The slaugh-
ter of rats was performed after 3 hours.

Instrumentation

Instruments used were the following: Buen clamp, ro-
tary microtome Microm-325 (Microm Corp., Germa-
ny), refrigerated centrifuge Sigma 3-30k (Germany), 
fluorescence microscope Axioscop (Ziess, Germany), 
a high-sensitivity COHU4922 video camera (COCHU 
Inc., USA), HistoStar paraffin filling station (Ther-
mo Fisher Scientific, USA), an automated PT-mod-
ule (Thermo Scientific, USA), Red Line thermostats 
(Binder, Nimechchina), pH meter MP-220 (Mettler 
Toledo, Switzerland), installation for immunoblot-
ting Mini Trans-Blot, Bio-Rad Laboratories (USA), 
thermostat TDB-120, torsion scales, set of batchers 
Bio HIT (Finland), Axiovision digital image analysis 
system (Carl Zeiss, Germany) with analysis programs 
and software development environment AZxioVision 
and Zen (Carl Zeiss, Germany).

Western blotting

The blood was quickly removed from the brain, sep-
arated from the meninges, and the test pieces were 
placed in liquid nitrogen. Then it was ground in liq-
uid nitrogen to a powdery state and homogenized 
in a 10-fold volume of a medium at (2° C) containing 
(in mmol): sucrose - 250, Tris-HCl buffer - 20, EDTA 
-1 (pH 7.4). The mitochondrial fraction was isolated 
by differential centrifugation at a temperature +4° C. 
To purify the mitochondrial fraction from large cell 
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fragments, centrifugation was preliminarily carried 
out for 7 minutes at 1000g, and then the superna-
tant was re-centrifuged for 20 minutes at 17000g. 
The supernatant was decanted and stored at -80° C. 
The concentration in the cytoplasmic fraction of the 
brain bcl-2 was determined by Western blot analysis. 
Proteins were separated on a 10% polyacrylamide gel 
(PAGE). Separation of protein fractions was carried 
out by electrophoresis at a voltage of 100 V (for gel 
compaction), when the samples reached the inter-
face between the gels - at a voltage of 200 V, until the 
samples reached the end of the gel. Proteins from the 
gel were transferred to a nitrocellulose membrane at 
a voltage of 100 V and a current of 0.35 A for 1 h. Af-
ter transfer, the membrane was placed in a blocking 
buffer containing 1% bovine serum albumin solution 
for 20 hours. Washed on a shaker for 5 min in a solu-
tion of 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4), the mem-
brane was placed in a solution of primary antibodies 
against bcl-2 and incubated for 2 h at room temper-
ature. Washed on a shaker 4 times for 5 minutes in 
0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). The membrane was 
placed in a solution of secondary antibodies (1: 1000), 
incubated for 2 hours. Washed on a shaker 4 times 
for 5 minutes in a solution of 0.1 M phosphate buffer. 
The membrane was placed in a solution of ExtrAvi-
din-peroxidase in 1% bovine serum albumin solution 
(1: 1000). Incubated for 1 hour and washed. For visu-
alization, the membrane was treated with AEK solu-
tion: 1 tablet of 3-amino-9-ethylcarbazole dissolved 
in 2.5 ml of DMF containing 47.5 ml of 0.05M acetate 
buffer, pH 5.0, 25 μl 30% Н2О2. The membrane was 
incubated in the substrate mixture for 5-10 min. A red 
insoluble precipitate characterizes the antigen-anti-
body complex in the blot. The membrane was washed 
in distilled water several times. The strips were dried 
between sheets of filter paper under a flow of cold 
air. Detection of bcl-2 was carried out using densi-
tometry in the Adobe Photoshop program.

Immunohistochemical studies

To detect the expression of c-fos in the CA1 zone of 
the hippocampus, an immunohistochemical method 
of indirect immunofluorescence was used. For histo-

chemical studies, the brain was fixed in Carnoy’s fluid 
for 24 hours and then embedded in paraplast accord-
ing to the standard scheme. On a rotary microtome 
Microm-325 (Microm Corp., Germany), 15-micron 
sections of the CA1 hippocampus were made, which 
were dewaxed according to a standard technique. 
Histological sections of the brain were isolated from 
the paraplast and rehydrated, washed three times 
for 5 minutes with phosphate buffer (pH = 7.4) and 
incubated with 2n hydrochloric acid (T = 37° C) for 
30 minutes. Then, each was washed twice for 5 min-
utes with phosphate buffer (pH = 7.4), twice for 5 
minutes with borate buffer according to Holmes (pH 
= 8.4) and four times for 5 minutes with phosphate 
buffer (pH = 7.4), after which incubated followed by 
incubation for 30 minutes with 0.1% trypsin solution 
in phosphate buffer (T = 37° C). After incubation, the 
sections were washed four times for 5 minutes with 
phosphate buffer (pH = 7.4). First, primary antibod-
ies to the c-fos protein were applied to the sections 
and incubated at +40° C for 24 hours. After incuba-
tion, the sections were washed three times with 0.1 
M phosphate buffer. Then, secondary antibodies 
(fluorescent conjugated goat IgG) were applied to 
the samples and incubated at room temperature for 
60 min. After incubation, the sections were washed 
with 0.1 M phosphate buffer (pH = 7.4). After the fi-
nal four-fold washing with phosphate buffer, the sec-
tions were embedded in a mixture of glycerol-phos-
phate buffer (9:1). Fos-immunopositive neurons were 
examined using a fluorescence microscope. The im-
age of fos-immunopositive neurons of the CA1-zone 
of the hippocampus, obtained on a microscope, using 
a highly sensitive video camera was introduced into 
the computer hardware and software system for dig-
ital image analysis VIDAS.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the stand-
ard statistical package “STATISTICA® for Windows 
6.0” (StatSoftInc., No. AXXR712D833214FAN5), “SPSS 
16.0” and “Microsoft Office Excel 2003”. The normal-
ity of distribution was evaluated by the Shapiro-Wilk 
criterion. When the results were consistent with the 
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law of normal distribution of the trait, the reliabili-
ty was estimated by the Student’s t-test. In the case 
of a distribution other than the normal one, the U 
Mann-Whitney criterion was used. For comparison 
of independent variables in more than two samples, 
ANOVA for normal distribution or Kruskal-Wallis cri-
terion for non-normal distribution was used. P-val-
ues less than 0.05 (*p < 0.05) were considered statisti-
cally significant for all types of analysis.

Results and Discussion 

As a result of the study, it was found that ketamine 
anesthesia is accompanied by the onset of signs of 
apoptosis of CA1 hippocampus neurons. These find-
ings confirm the apoptotic effect of ketamine anes-
thesia by the increased expression of c-fos proteins 

(Table 1). The c-fos expression in the CA1 zone of the 
brain hippocampus increased by almost 10 times (p 
<0.01) in the control group of rats, treated with keta-
mine anesthesia compared with the intact group, in-
dicating the activation of neuroapoptosis. In addition 
Ketamine significantly reduces the body’s anti-ap-
optotic protection by inhibiting the bcl-2 protein 
in the brain (Table 2) and in combination with the 
above mentioned, increase in the expression of the 
c-fos rapid response protein in the CA1 area of the 
hippocampus, leads to programmed neuronal death. 
The use of neuroprotective drugs is considered to 
prevent the occurrence of cascades of such patho-
logical reactions, reducing the expression of early 
response genes and activating anti-apoptotic protec-
tive mechanisms. Indeed, there was a decrease in the 
number of c-fos-positive neurons in rats treated with 

Table 1: Density of c-fos-positive cells in the brain of rats with ketamine anesthesia under 
the influence of Piracetam, Citicoline and RAIL-gel (М ± m, n = 10) 
Groups of animals Density of c-fos-positive cells
Intact animals (n=10) 12.9 ± 2.0
Control – animals with ketamine anesthesia(n=10) 127.4 ± 5.0*
Animals with ketamine anesthesia +Piracetam(n=10) 116.4 ± 5.0* 
Animals with ketamine anesthesia +Citicoline(n=10) 109.6 ± 7.6* 1

Animals with ketamine anesthesia +RAIL-gel(n=10) 91.1 ± 4.6* 1,2

 *- Differences are significant at p < 0.05 compared to intact group; 1- Differences are significant at p < 0.05 compared to control group; 
2- Differences are significant at p < 0.05 compared to group treated with Piracetam; n – number of animals in the group.

Table 2: Concentration of bcl-2 protein in the brain of rats with ketamine anesthesia 
under the influence of Piracetam, Citicoline and RAIL-gel (М ± m, n = 10)
Groups of animals Concentration of bcl-2 protein
Intact animals(n=10) 45.2 ± 2.3
Control – animals with ketamine anesthesia(n=10) 23.2 ± 2.3* 
Animals with ketamine anesthesia + Piracetam(n=10) 24.4 ± 1.6* 
Animals with ketamine anesthesia + Citicoline(n=10) 32.6 ± 4.8* 1,2

Animals with ketamine anesthesia + RAIL-gel(n=10) 38.2 ± 3.9* 1,2

*- Differences are significant at p < 0.05 compared to intact group; 1- Differences are significant at p < 0.05 compared to control group; 
2- Differences are significant at p < 0.05 compared to group treated with Piracetam; n – number of animals in the group.
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piracetam as a neuroprotective agent after ketamine 
anesthesia by 8.6% (p <0.05), compared to the con-
trol group. There was a 14% (p <0.05) decrease in the 
amount of c-fos compared to controls in the group 
of animals with ketamine anesthesia treated with 
Citicoline, and a 25.5% (p <0.05) decrease in animals 
treated with RAIL-gel compared to the control group. 
Thus, the best stabilizing effect on the c-fos protein 
level in the CA1 zone of the rat brain hippocampus 
was demonstrated by RAIL-gel, which exceeded the 
anti-apoptotic effect of Citicoline by 11.5% and Pi-
racetam by 16.9%. The effect of these neuroprotec-
tive agents on the level of anti-apoptotic protein 
bcl-2 is shown in Table 2. After ketamine anesthesia 
a decrease in bcl-2 level was observed in the control 
group by 48.7% (p <0.01), compared with the intact 
group. In rats treated with neuroprotective agents 
after ketamine anesthesia, the following results were 
observed:

The amount of bcl-2 protein decreased by 46% in 
the rat brain upon the use of Piracetam compared to 
the intact group, while it was 5% higher compared to 
the control group.

The decrease in amount of bcl-2 protein was 27.9% 
in the group of rats treated with Citicoline compared 
to the intact group, while its concentration was 28.8 
higher compared to the control group.

- animals receiving RAIL-gel after ketamine showed 
a 15,4% decrease in the amount of bcl-2 in the ho-
mogenate compared to intact, and a 39.2% increase 
in its concentration compared to the control group.

The RAIL-gel showed the best results, both in re-
ducing the density of c-fos-positive neurons and in 
the storage of anti-apoptotic protein bcl-2 under 
conditions of ketamine anesthesia compared to the 
nootropics piracetam and citicoline. These findings 
provide experimental justification for further in-
depth study of RAIL as a potential neuroprotective 
agent in order to prevent the negative consequences 
of general ketamine anesthesia.

As shown in the study the anti-apoptotic and neu-
roprotective effect of RAIL-gel in ketamine-induced 
neurodegradation is associated with its ability to 
interrupt IL-1β-dependent mechanisms of neuroapop-
tosis. Namely, the RAIL-gel inhibits IL-1-dependent 

expression of iNOS in glial cells and reduces NO over-
production, inhibits the exit of mitochondria proap-
optotic proteins. RAIL-gel can inhibit the expression 
of redox-sensitive apoptosis genes of early response, 
mainly JunD and c-fos, due to a decrease of NO lev-
els [21,28]. Citicoline can have an anti-apoptotic and 
neuroprotective effect in case of anesthesia-induced 
brain damage due to the presence of a pronounced 
mitoprotective effect, which may underlie its an-
ti-apoptotic activity. Apparently, Citicoline modu-
lates the activity of cyclosporin A-dependent mito-
chondrial pore during ischemia and terminates the 
release of proapoptotic factors through it.

It has been shown that Citicoline can maintain 
the integrity of the inner mitochondrial mem-
brane. A similar mechanism is associated with the 
restoration of cardiolipin levels in the inner mito-
chondrial membrane. In addition, it was found that 
citicoline indirectly, by increasing the activity of 
glutathione-linked enzymes (glutathione reductase 
and glutathione transferase), regulates the level of 
reduced glutathione and, thus, can reduce the level 
of cytoxic derivatives of NO19,20,29-31. Citicoline’s abili-
ty to inhibit apoptosis by reducing the expression of 
procaspase is also known31. Piracetam did not show 
significant anti-apoptotic and neuroprotective ef-
fects in ketamine-induced neurodegradation. The 
mechanism of action of this nootropic is associated 
with the activation of anaerobic pathways of ATP 
synthesis in the brain, an increase in the level of ace-
tylcholine and the concentration of n-cholinergic 
receptors. The membrane stabilizing and stress-pro-
tective properties of Piracetam are known. It is prov-
en that Piracetam is ineffective in extreme condi-
tions of the central nervous system, it can enhance 
lactic acidosis during cerebral ischemia. We found 
that Piracetam enhances anxiety and does not affect 
cognitive-mnestic disorders after ketamine anesthe-
sia9,20,26-29,38.

Conclusions:

The neurodegradative effect of ketamine anesthesia 
(100 mg / kg) was demonstrated in the reproduced 
experiment by activating apoptosis processes (in-
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creased density of c-fos positive cells in the CA1 area 
of the hippocampus) and inhibiting the organism 
protective capacity (decreased amount of bcl-2 pro-
tein in the brain). 

The use of the neuroprotective agents such as 
Piracetam, Citicoline, and RAIL-gel in rats treated 
with general anesthesia was found to lead to a de-
crease of the neurodegradative effect of ketamine, 
as reflected in a decrease in the concentration of 
c-fos protein and an increase in the expression of 
bcl-2 protein. 

The best neuroprotective effect was demonstrated 
by the RAIL-gel. It had the most significant effect on 
the expression of c-fos and bcl-2 proteins, reducing 
the first one and activating the second one, com-
pared to other drugs. The second most effective drug 
is Citicoline, followed by Piracetam. 
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Introduction Valsartan is widely used in the treatment of hypertension 
and shows different Biopharmaceutics Classification System (BCS) in the 
literature (BCS class II or III). LC-MS/MS method development is very 
important role in procedure for determining permeability in Caco-2 cell 
monolayers and plays a key role in the reliability of the results.  The aim of 
the study was to develop an efficient LC-MS/MS method for determination 
of valsartan from Caco-2 cell monolayers. Research methods. Chroma-
tography was achieved on Phenomenex Luna, 50 × 2.0 mm, 5 μm column. 
Samples were chromatographed in a gradient mode. Eluent A: acetonitrile 
– water, 5 : 95, v/v, eluent B: acetonitrile. Formic acid 0.1 v/v was add-
ed in both eluent A and eluent B. The initial content of eluent B is 15%, 
which linearly increases to 100% in 0.9 min and up to 1.2 min is 100% 
from 1.21 min returns to the original 15%. The mobile phase was deliv-
ered at a flow rate of 0.400 mL/min into the mass spectrometer Electron 
Spray Ionization (ESI) chamber. The sample volume was 3 μl. Results and 
discussion.  Under the  conditions used, the peak of valsartan is eluted 
for about 1.23 min. The total chromatographic run time is 1.5 min, so the 
developed analytical method for the determination of valsartan to study 
intestinal permeability in the model of the Caso-2 test is rapid. Valsartan 
showed low permeability and efflux by p-glycoprotein (P-gp). A decrease 
in the efflux coefficient in the presence of verapamil indicates that valsar-
tan is a substrate of the P-gp transporter. Recovery value of valsartan is 94 
% and this indicates that the results of the experiment are reliable. Conclu-
sions. A rapid, simple and low cost LC-MS/MS method was developed for 
determination of valsartan from Caco-2 cell monolayers. Statistical analysis 
proves that the method is reproducible and selective for the estimation of 
valsartan. 
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1. Introduction

The procedure «biowaver» based on Biopharma-
ceutics Classification System (BCS) is designed to 
confirm the bioequivalence between generic and 
reference drugs. BCS is an important tool which 
uses in vitro results for comparison with bioavail-
ability in vivo (biowaiver)1. These tests are used to 
establish bioequivalence in applications for generic 
drugs, for changes that require re-registration of in-
novative drugs, for changes that may be during the 
validity of the registration certificate, requiring bio-
equivalence studies, as well as between drugs used 
in clinical trials, and drugs that will be produced on 
an industrial scale and are on the pharmaceutical 
market. The two parameters that are analyzed for 
API for the possibility of the procedure «biowaver» 
are solubility and permeability . Methods that make 
it possible to assess the degree of permeability of 
API include: in situ studies (in the small intestine 
of rats), in vitro models (on monolayers of different 
cell lines), in silico models (using calculated par-
tition coefficient log P or distribution coefficients 
logD )2. The results obtained by in situ studies are 
highly reliable, but these studies are quite expen-
sive and therefore can not be used for routine or 
screening purposes. Among the in vitro models (on 
monolayers of different cell lines), the most widely 
used is the culture of adenocarcinoma of the large 
intestine - Caco-23-11. The generalized procedure 
for determining the permeability of Caco-2 cell 
monolayers is presented in Fig. 1.

Assays of compounds have been replaced in 
most laboratories by the use of liquid chromatog-
raphy-mass spectrometry (LC-MS) and LC-tandem 
mass spectrometry (LC-MS/MS). It suppose reduc-
es the amount of compounds but permits the si-
multaneous measurement of multiple compounds. 
The measurement of multiple compounds per as-
say reduces the number of incubations that need 
to be carried out, thus increasing the throughput 
of the experiments. Furthermore, LC-MS and LC-
MS-MS add another dimension to Caco-2 assays 
by enabling the investigation of the metabolism 
of compounds by Caco-2 cells. LC-MS/MS method 

development is very important role in procedure 
for determining permeability in Caco-2 cell mon-
olayers and plays a key role in the reliability of the 
results. 

Pgp is a transmembrane protein that belongs to 
the superfamily of ABC transporters and acts as an 
energy-dependent efflux pump to transport sub-
stances across membranes12, 13.

Valsartan is widely used in the treatment of hy-
pertension and shows different BCS classification 
in the literature (BCS class II or III)14. Therefore 
permeability studies for this drug are still neces-
sary.

The aim of this study was to develop an efficient 
rapid and low cost LC-MS/MS method for determi-
nation of valsartan from Caco-2 cell monolayers. 
The effect of verapamil, which is a well known in-
hibitor of p-glycoprotein (P-gp) was investigated. 

2. Methods

Chemicals and reagents

Valsartan (purity 99.9%) was purchased from Sig-
ma-Aldrich (Switzerland). 

The following materials were used in the exper-
iments: Trypsin. EDTA (10x) 0.5% / 0.2% in DPBS 
(PAA, UK; Cat L11-003), HEPES, High Purity Grade 
(Helicon, Am-0485), Dulbecco’s PBS (1x) without Ca 
& Mg (PAA, UK; Cat H15-002), Hanks’ BSS (1x) with-
out Ca & Mg without Phenol Red (PAA, UK; Cat H15-
009), DMSO Chromasolv Plus, HPLC grade, ≥99.7% 
(Sigma-Aldrich, USA; Cat 34869), DMEM (4.5g/l) 
liquid without L-Glutamine (PAA, UK; Cat E15-009), 
L-Glutamine (200 mM) (PAA, UK; Cat M11-004), Fe-
tal Bovine Serum «GOLD» EU approved (PAA, UK; 
Cat A15-151), Penicillin/Streptomycin (100x) (PAA, 
UK; Cat P11-010), Acetonitrile Chromasolv gradi-
ent grade for HLC (>99.9 %) (Sigma-Aldrich, USA; 
Cat  34851), Formic acid for mass sectrometry 98 % 
(Fluka, USA; Cat 94318),

 Propranolol hydrochloride ≥99% (TLC) (Sig-
ma-Aldrich, USA), quinidine anhydrous ≥99% (TLC) 
(Sigma-Aldrich, USA), verapamil hydrochloride 
≥99% (TLC) (Sigma-Aldrich, USA) and atenolol, ana-
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lytical reference material, ≥98.5% (HPLC) were used 
as reference compounds. 

Instrumentation and chromatographic conditions

All measurements were performed using Shimadzu 

VP HPLC system including vacuum degasser, gradi-
ent pumps, column oven and autosampler. The LC 
system was coupled with tandem mass spectrom-
eter API 3000 (PE Sciex). The TurboIonSpray ion 
source was used in both positive and negative ion 
modes. Parameters of electrospray ionizer and MRM 

 

 

Figure 1:  Procedure for determining permeability in Caco-2 cell monolayers 
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Instrumentation and chromatographic conditions 
All measurements were performed using Shimadzu VP HPLC system including vacuum 

degasser, gradient pumps, column oven and autosampler. The LC system was coupled with tandem 
mass spectrometer API 3000 (PE Sciex). The TurboIonSpray ion source was used in both positive and 
negative ion modes. Parameters of electrospray ionizer and MRM parametrs are listed in Table 1. 
Acquisition and analysis of the data were performed using Analyst 1.5.2 software (PE Sciex).  
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Figure 1:  Procedure for determining permeability in Caco-2 cell monolayers

Table 1: Chromatographic conditions 
Parameter Chromatographic conditions

Equipment Shimadzu HT (Shimadzu, Japan) LC system equipped with degasser (DGU-14A), 
binary pump (LC-20ADXR) along with auto-sampler (SIL-20ACXR)

Column Phenomenex Luna, 50 × 2.0 mm, 5 μm

Mobile phase

Gradient mode (eluent A  (acetonitrile – water – formic acid, 5 : 95 : 0.1 v/v), 
eluent B (acetonitrile–formic acid, 100 : 0.1 v/v)). The initial content of eluent B 
is 15%, which linearly increases to 100% in 0.9 min and up to 1.2 min is 100% 
from 1.21 min returns to the original 15%.

Flow rate 0.4 mL/min

Runtime 1,5 min

Column temperature 30° C

Volume of injection loop 3 μl
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parametrs are listed in Table 1. Acquisition and anal-
ysis of the data were performed using Analyst 1.5.2 
software (PE Sciex). 

Stationary phase was a reversed –phase column 
Phenomenex Luna, 50 × 2.0 mm, 5 μm. Samples 
were chromatographed in a gradient mode using the 
following conditions.

 Eluent A: acetonitrile – water, 5 : 95, v/v, eluent B: 
acetonitrile. Formic acid 0.1 v/v was added in both 
eluent A and eluent B. The initial content of eluent B 
is 15%, which linearly increases to 100% in 0.9 min 
and up to 1.2 min is 100% from 1.21 min returns to 
the original 15%. The mobile phase was delivered 
at a flow rate of 0.400 mL/min into the mass spec-
trometer Electron Spray Ionization (ESI) chamber. 
The sample volume was 3 μl. 

The chromatographic conditions are summarized 
in Table 1, ESI parameter in Table 2, multiple reac-
tion monitoring (MRM) parameters of valsartan in 
Table 3.

n=3

Cultivation of Caco-2 cells

Caco-2 cells were cultivated in 75 cm2 flasks to 

70-80% of confluence according to the ATCC and 
Millipore recommendations in humidified atmos-
phere at 37°C and 5% CO2

15. Cells were detached 
with Trypsin/EDTA solution and resuspended in 
the cell culture medium to a final concentration of 
2x105 cells/ml. 500 µl of the cell suspension was 
added to each well of HTS 24-Multiwell Insert Sys-
tem and 35 ml of prewarmed complete medium 
was added to the feeder tray. Caco-2 cells were 
incubated in Multiwell Insert System for 21 days 
before the transport experiments. The medium 
in filter plate and feeder tray was changed every 
other day. After 21 days of cell growth, the integ-
rity of the monolayer was verified by measuring 
the transepithelial electrical resistance (TEER) for 
every well using the Millicell-ERS system ohm me-
ter. The final TEER values were within the range 
150-600 Ώ×cm2 as required for the assay condi-
tions. 24-well insert plate was removed from its 
feeder plate and placed in a new sterile 24-well 
transport analysis plate. The medium was aspirat-
ed and inserts washed with PBS twice. 

Procedure

To determine the rate of compounds transport in 
apical (A) to basolateral (B) direction, 300 µL of 
the test compound dissolved in transport buffer 
at 10 µM (HBSS, 10 mM HEPES, pH=7.4) was add-
ed into the filter wells; 1000µL of buffer (HBSS, 
10 mM HEPES, pH=7.4) was added to transport 
analysis plate wells. The plates were incubated for 
90 min at 37°C with shaking at 100 RPM. 75 µL 
aliquots were taken from the donor and receiver 
compartments for LC-MS/MS analysis. All sam-
ples were mixed with 2 volumes of acetonitrile 
with following protein sedimentation by centri-
fuging at 10000 rpm for 10 minutes. Supernatants 
were analyzed using the LC system coupled with 
tandem mass spectrometer. Propranolol (high 
permeability), atenolol (low permeability) and 
quinidine (moderate permeability) were used as 
reference compounds.

Permeability coefficient (Papp) was calculated for 
Caco-2 permeability assay using equation 1: 

Table 2: Parameters of electrospray 
ionization 

Parameter Value

1 Polarity Positive

2 Nebulizer Gas (NEB, Gas 1) 15

3 Curtain Gas (CUR) 8

4 Collision Gas (HCD) 5

5 IonSpray Voltage (IS) 5000

6 Temperature (TEM) 500

7 Turbo IonSpray Gas 8

8 Horizontal Position 5.0

9 Lateral Position 5.0
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Figure 5: Typical multiple reaction monitoring chro-
matograms of quinidine

Figure 2: Typical multiple reaction monitoring chro-
matograms of valsartan

Figure 3: Typical multiple reaction monitoring chro-
matograms of propranolol 

Figure 4: Typical multiple reaction monitoring chro-
matograms of atenolol 
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7 Turbo IonSpray Gas 8 

8 Horizontal Position 5.0 

9 Lateral Position 5.0 

 
Table 3:  Multiple reaction monitoring (MRM)  parameters of valsartan 
 

Analyte 
Parent, 

m/z 

Daughter, 
m/z 

Time, 
ms DP, V EP, V CE, V CXP, V 

Valsartan 436.1 235.2 120 36 10 27 10 

 
* Abbreviations: DP, declustering potential; EP, entrance potential; CE, collision energy; CXP, 
collision cell exit potential 

 
Cultivation of Caco-2 cells 
 
Caco-2 cells were cultivated in 75 cm2 flasks to 70-80% of confluence according to the ATCC 

and Millipore recommendations in humidified atmosphere at 37°C and 5% CO2  [15]. Cells were 
detached with Trypsin/EDTA solution and resuspended in the cell culture medium to a final 
concentration of 2x105 cells/ml. 500 µl of the cell suspension was added to each well of HTS 24-
Multiwell Insert System and 35 ml of prewarmed complete medium was added to the feeder tray. 
Caco-2 cells were incubated in Multiwell Insert System for 21 days before the transport experiments. 
The medium in filter plate and feeder tray was changed every other day. After 21 days of cell growth, 
the integrity of the monolayer was verified by measuring the transepithelial electrical resistance 
(TEER) for every well using the Millicell-ERS system ohm meter. The final TEER values were within 
the range 150-600 Ω×cm2  as required for the assay conditions. 24-well insert plate was removed from 
its feeder plate and placed in a new sterile 24-well transport analysis plate. The medium was aspirated 
and inserts washed with PBS twice.  

 
Procedure 
To determine the rate of compounds transport in apical (A) to basolateral (B) direction, 300 µL 

of the test compound dissolved in transport buffer at 10 µM (HBSS, 10 mM HEPES, pH=7.4) was 
added into the filter wells; 1000µL of buffer (HBSS, 10 mM HEPES, pH=7.4) was added to transport 
analysis plate wells. The plates were incubated for 90 min at 37°C with shaking at 100 RPM. 75 µL 
aliquots were taken from the donor and receiver compartments for LC-MS/MS analysis. All samples 
were mixed with 2 volumes of acetonitrile with following protein sedimentation by centrifuging at 
10000 rpm for 10 minutes. Supernatants were analyzed using the LC system coupled with tandem mass 
spectrometer. Propranolol (high permeability), atenolol (low permeability) and quinidine (moderate 
permeability) were used as reference compounds. 
Permeability coefficient (Papp) was calculated for Caco-2 permeability assay using the following 
equation:  

𝑷𝑷𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂= 𝑽𝑽𝑨𝑨
𝑨𝑨𝑨𝑨𝑨𝑨𝒂𝒂×𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝑨𝑨 × [𝒅𝒅𝑨𝑨𝒅𝒅𝒅𝒅]𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂

[𝒅𝒅𝑨𝑨𝒅𝒅𝒅𝒅]𝒕𝒕𝒊𝒊𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒂𝒂𝒊𝒊 𝒅𝒅𝒅𝒅𝒊𝒊𝒅𝒅𝑨𝑨
∗ 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏 

 (1)

VA – volume of transport buffer in acceptor well,
Area – surface area of the insert (equals to effec-

tive growth area of the insert - 0.31 cm2),
Time – time of the assay,
[drug]acc – concentration of test compound in ac-

ceptor well,
[drug]initial,d – initial concentration of test com-

pound in a donor well.
Papp is expressed in 10-6cm/sec.

n=3 

 
Efflux coefficient, indicating the active excretion 
of the substance, was calculated using using the 
following equation:

Efflux coefficient = Papp (B-A)/ Papp (A-B)

The % recovery can be useful in interpreting the 
Caco-2 data. If the recovery is very low, this may 
indicate problems with poor solubility, binding of 
the compound to the test plate materials, metab-
olism by the Caco-2 cells or accumulation of the 
compound in the cell monolayer. The % recovery 
was calculated using equation 2:

Table 4: Permeability coefficient (Papp) of valsartan through the monolayer of Caco-2 cells 
in the apical-basolateral and basolateral-apical directions

Analyte
Papp (АB), 10-6 cm/sec Papp (BА), 10-6 cm/sec

Efflux 
coefficient1 2 М m 1 2 M m

Propranolol 17.3 21.4 19.3 2.9 11.6 10.9 11.2 0.5 0.6
Atenolol 0.2 0.5 0.3 0.2 1.2 1.2 1.2 0.0 3.5
Quinidine 5.0 9.5 7.3 3.2 36.8 35.7 36.3 0.8 5.0
Valsartan 0.3 0.3 0.3 0.0 0.9 0.8 0.8 0.1 2.9

M is the arithmetic mean value of the permeability coefficient; m is the standard deviation .

Table 5: Permeability coefficient (Papp) of valsartan through the monolayer of Caco-2 cells 
in the presence of the P-gp inhibitor verapamil 

Analyte
Papp (АB), 10-6 cm/sec Papp (BА), 10-6 cm/sec

Efflux 
coefficient1 2 М m 1 2 M m

Quinidine 25.1 23.6 24.4 1.1 27.6 26.2 26.9 1.0 1.1
Valsartan 0.7 0.6 0.6 0.1 0.6 0.6 0.6 0.0 0.9

M is the arithmetic mean value of the permeability coefficient; m is the standard deviation .

Table 3: Multiple reaction monitoring (MRM)  parameters of valsartan
Analyte Parent, m/z Daughter, m/z Time, ms DP, V EP, V CE, V CXP, V
Valsartan 436.1 235.2 120 36 10 27 10

 * Abbreviations: DP, declustering potential; EP, entrance potential; CE, collision energy; CXP, collision cell exit potential
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VA – volume of transport buffer in acceptor well, 
Area – surface area of the insert (equals to effective growth area of the insert - 0.31 cm2), 
Time – time of the assay, 
[drug]acc – concentration of test compound in acceptor well, 
[drug]initial,d – initial concentration of test compound in a donor well. 
Papp is expressed in 10-6cm/sec. 
 
n=3 
 
Efflux coefficient, indicating the active excretion of the substance, was calculated using using the 
following equation: 
 

Efflux coefficient = Papp (B-A)/ Papp (A-B) 
 
The % recovery can be useful in interpreting the Caco-2 data. If the recovery is very low, this may 
indicate problems with poor solubility, binding of the compound to the test plate materials, metabolism 
by the Caco-2 cells or accumulation of the compound in the cell monolayer. The % recovery was 
calculated using the following equation: 

% 𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓𝒓 =  𝑪𝑪𝒂𝒂𝒓𝒓𝒓𝒓×𝑽𝑽𝒂𝒂𝒓𝒓𝒓𝒓+𝑪𝑪𝒅𝒅×𝑽𝑽𝒅𝒅
𝑪𝑪𝒊𝒊𝒊𝒊𝒊𝒊𝒊𝒊𝒊𝒊𝒂𝒂𝒊𝒊,𝒅𝒅×𝑽𝑽𝒅𝒅

× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏, 

Vacc – volume of compound solution in acceptor well (cm2), 
Vd  – volume of compound solution in donor well (cm2), 
Cacc – concentration of test compound in acceptor well (M), 
Cinitial,d – initial concentration of test compound in a donor well (M). 

n=3 
 

RESULTS AND DISCUSSION 
 

 
Due to the reliability of the correlation of the results, the Caco-2 test is recommended as «gold 

standard» for modeling intestinal absorption, determining bioavailability and bioequivalence. In our 
study, optimization and critical evaluation of mobile phase composition, flow rate, and analytical 
column were important to obtain good resolution of peaks, which in turn affect reproducibility of the 
method [16-22]. The resolution of peaks was achieved with Phenomenex Luna, 50 × 2.0 mm, 5 μm 
column. Phenomenex Luna has found a place as one of the World’s top reversed phase columns 
because it provides a measurable improvement over many HPLC columns for two important 
chromatographic properties: resolution and peak shape [23].  

 
 
 

 

 (2)
Vacc – volume of compound solution in acceptor 

well (cm2),
Vd – volume of compound solution in donor well 

(cm2),
Cacc – concentration of test compound in acceptor 

well (µM),
Cinitial,d – initial concentration of test compound in 

a donor well (µM).
n=3

3. Results and discussion

Due to the reliability of the correlation of the results, 
the Caco-2 test is recommended as «gold standard» 
for modeling intestinal absorption, determining bi-
oavailability and bioequivalence. In our study, op-
timization and critical evaluation of mobile phase 
composition, flow rate, and analytical column were 
important to obtain good resolution of peaks, which 
in turn affect reproducibility of the method16-22. The 
resolution of peaks was achieved with Phenomenex 
Luna, 50 × 2.0 mm, 5 μm column. Phenomenex Luna 
has found a place as one of the World’s top reversed 
phase columns because it provides a measurable 
improvement over many HPLC columns for two im-
portant chromatographic properties: resolution and 
peak shape23. 

Typical multiple reaction monitoring chromato-
grams of valsartan shown in Fig. 2. Under these con-
ditions, the peak of valsartan is eluted for about 1.23 
min (Fig. 2). Typical multiple reaction monitoring 
chromatograms of reference compounds propranolol, 
atrnolol and quinidine are shown in Fig. 3-5. The total 
chromatographic run time is 1.5 min, so the developed 
analytical method for the determination of valsartan to 
study intestinal permeability in the model of the Caso-
2 test is rapid.

A-B and B-A permeability data and efflux coefficient 
for the test compound of valsartan and the three ref-
erence compounds are listed in the Table 4. Perme-
ability coefficient (Papp) of valsartan through the 
monolayer of Caco-2 cells in the presence of the P-gp 

inhibitor verapamil are presented in the Table 5.
A-B and B-A permeability data for all the reference 

compounds correspond to the literature data24-27, thus 
validating this study. According to the results present-
ed in Table 3 and 4, valsartan showed low permeability 
and efflux by p-glycoprotein (P-gp). Indeed a decrease 
in the efflux coefficient in the presence of verapamil, 
which is a well known P-gp inhibitor,  indicates that 
valsartan is a substrate of the P-gp transporter.

Recovery data of transport of valsartan and con-
trol substances through a monolayer of cells of the 
Caco-2 are listed in Table 5.

It should be noted that the recovery value (Table 
5) of valsartan is 94 % and this indicates that the re-
sults of the experiment are reliable.

4. Conclusion

In conclusion, a rapid, simple LC-MS/MS meth-
od was developed for determination of valsartan 
from Caco-2 cell monolayers. Obtained result 
proves that the method is reproducible and se-
lective for the estimation of valsartan. Valsartan 
showed low permeability and efflux by p-glyco-
protein (P-gp). This is justified by the decrease in 
the efflux coefficient in the presence of verapamil 
indicating that valsartan is a substrate of the P-gp 
transporter. Acquired results demonstrate that 
proposed strategy can be effortlessly and advanta-
geously applied for examination of valsartan from 
Caco-2 cell monolayers. 

Table 6: Recovery data of transport of 
valsartan and control substances through 
a monolayer of cells of the Caco-2

Analyte
% recovery

1 2 М

Propranolol 71 80 76
Atenolol 91 86 89
Quinidine 106 102 104
Valsartan 94 95 94
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1. Introduction

Diabetes mellitus is one of WHOs priorities matters, 
which requires immediate solutions, as the epidemio-
logical situation is alarming – the number of patients 
is growing rapidly each year, leading to increased dis-
ability and mortality due to the development of mac-
ro- and microangiopathies 1, 2. According to the official 
data of the International Diabetes Federation (2019), 
the incidence of diabetes in the world is expected to in-
crease by 1.5 times in 2030, amounting to more than 
500 thousand patients3. Therefore, the optimization 
of existing antidiabetic pharmacotherapy, search and 

study of new drugs for the prevention and treatment 
of this disease and its complications are currently very 
important issues in modern pharmacy and medicine.

One of the above areas uses phytomedicines in the 
form of monotherapy in the mild stages of the disease 
and for its prevention, and in combination with tradi-
tional therapy for more severe forms of the disease 4-6. 
Phytotherapy is a promising and reasonable approach, 
as it offers a number of advantages e.g. relatively low 
toxicity, mild pharmacological effect, the ability to be 
used for a long time without significant side effects, and 
the ability to be combined well with synthetic drugs7-9. 

The combinations of different medicinal plants deserve 
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particular attention. Herbal mixtures are expected to 
contain several biologically active substances with a 
wide range of pharmacological actions and a variety 
of mechanisms for influencing the development of 
diabetes and diabetic angiopathies 10-14. Therefore, in 
order to establish correlations between the phyto-
chemical composition of the studied herbal mixtures 
and its antidiabetic activity, which was studied in pre-
vious studies15-20,  it is advisable to conduct phytochem-
ical analysis, in particular, amino acids as important bi-
ologically active substances in the therapy of diabetes.

Amino acids, in addition to their main function as 
precursors of protein synthesis, play a key role in many 
metabolic processes, because they have a powerful 
secretolytic activity - stimulate the secretion of insu-
lin, glucagon, cortisol and insulin-like growth factor-1 
(IGF-1)21. Except this, literature sources indicate the 
regulatory role of amino acids in the transcription and 
translation of genes, as well as their important function 
in intracellular signaling21, 22. The effectiveness of ami-
no acids in the treatment and prevention of diabetes 
is primarily due to their ability to stimulate insulin se-
cretion in pancreatic β-cells, as well as increase blood 
glucose utilization and reduce alimentary hyperglyce-
mia. The greatest insulinotropic effect is inherent in ar-
ginine, leucine, isoleucine, alanine and phenylalanine22, 

23. In addition, amino acids have the ability to reduce 
muscle proteolysis and/or stimulate protein synthesis, 
which leads to improved protein balance in skeletal 
muscle and, as a result, increases the process of glu-
cose utilization. This is an important component of an-
tidiabetic therapy, because such patients often have a 
deficiency of skeletal muscle mass, which, in turn, con-
tributes to the development of insulin resistance and 
progression of this disease13. Therefore, the aim of this 
study was to investigate the content of amino acids in 
some herbal mixtures, with observed antidiabetic ac-
tivity in vivo 11, 12.

2. Material and Methods

2 .1 . Plant materials

The herbal raw materials were harvested from June 
to August 2019 in the Ternopil region (Ukraine). The 

raw materials were then dried, crushed and stored 
according to the general GACP requirements24. The 
plants were identified in the Department of Pharma-
cognosy with Medical Botany, I. Ya. Horbachevsky 
Ternopil National Medical University, Ternopil, 
Ukraine. The voucher specimens of herbal raw ma-
terials have been deposited in the departmental 
herbarium for future records. Two different herbal 
mixtures with reliable antidiabetic activity estab-
lished during pharmacological studies in vivo18-20 

were used. The composition of the herbal mixtures 
is given in Table 1.

2 .2 . Chemicals and standards

All applied reagents were of analytical grade (≥ 99 % 
purity). Standard reagents including glycine, L-alanine, 
L-valine, L-leucine, L-serine, L-threonine, L-isoleucine, 
L-proline, L-asparagine, L-aspartic acid, L-glutamic 
acid, L-phenylalanine, L-glutamine, L-lysine, L-histi-
dine, L-tyrosine, L-tryptophan were purchased from 
Sigma-Aldrich Chemical Co. (USA), as well as hydro-
chloric acid, sodium hydroxide, methanol, pyridine, 
methyl chloroformate, chloroform, sodium bicarbon-
ate. Water used in the studies was produced by MilliQ 
Gradient water deionizaton system (USA).

2.3. Extraction of amino acids

For the extraction of free amino acids the samples of 
the herbal raw material were grinded into a powder by 
laboratory mill, then about 0.1 g (accurately weighed) 
was selected and placed into vial with 2.0 mL of 0.1 N 
aqueous solution of hydrochloric acid. The extractions 
were carried out in the ultrasonic water bath at 50 °C 
for 3 hours. 

Extraction of bound amino acids was carried out by 
adding 2 mL of 6 N an aqueous solution of hydrochloric 
acid to 0.03 g of powdered herbal raw materials. Hy-
drolysis was carried out for 24 hours in a thermostat 
at 110 °C.

The resulting extracts were centrifuged at 3000 
rpm and the supernatants were evaporated to dry-
ness on a rotary evaporator washing three times 
with distilled water to remove hydrochloric acid. 
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2.4. Pre-column derivatisation

The dry samples of herbal mixtures were dissolved in 
390 μL of 1 M sodium hydroxide, then 333 μL of meth-
anol and 67 μL of pyridine were added and mixed thor-
oughly for 5 seconds. To the resulting mixtures 80 μL 
of methyl chloroformate was added, stirred thoroughly 
for 60 seconds. The amino acid derivatives were ex-
tracted with 400 μL of chloroform followed by the ad-
dition of 400 μL 50 mM sodium bicarbonate. The chlo-
roform phase was used for future analysis25.

2.5. Instrumentation and conditions of gas 
chromatography-mass spectrometry

The amino acids composition in the samples 
of the herbal raw materials was studied by gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 
method using the Agilent Technologies (USA) sys-
tem, model 6890N/5973inert (6890 gas chromatog-
raphy with mass spectrometry detector 5973) and 
capillary column HP-5ms (30 m × 0.25 mm × 0.25 
mm, Agilent Technologies)26. The evaporator tem-
perature was at 250 °C, the interface temperature at 
280 °C. The separation was performed in the mode 
of temperature programming – the oven tempera-
ture was initially set to 50 °C, held for 4 min, then 
ramped at the rate of 5 °C/min to 300 °C and finally 
held at this temperature for 5 min. Injections of 1 μL 
were made in the split mode 1:50. The carrier gas 
flow rate through the column was 1.0 mL/min.

2.6. Identification and calculation by GC-MS

Amino acid identification was performed by com-
paring retention times (tR) of amino acid standards, 
and the presence of representative molecular and 
fragment ions (Table 2). The content of bound ami-
no acids was determined by subtracting the content 
of free amino acids from their total content 18.

The method was validated for linearity, limit of 
detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) and 
precision. Linearity was performed by injecting a series 
of standard solutions (0.1–10.0 mg/100g) with a three-
fold derivatization procedure and a single injection for 

each reference standard. The mean value and standard 
deviation, as well as regression analysis were calcu-
lated using Microsoft Excel software package 2016 
(USA). The LOD and LOQ under the chromatographic 
conditions were calculated as 3 times and 10 times, 
respectively. Linearity testing was repeated with the 
same samples after a complete restart of the system 
with removement and re-installation of the column. 
Repeatability precision was determined by five-fold 
injection of the same sample in a row. For the resulting 
relative peak area of the quantifier ions the relative 
standard deviation (RSD) was calculated. To determine 
intra-day precision, five standard preparations of each 
reference standard with the same concentration were 
single injected and the resulting relative peak areas 
were used to calculate the RSD. Inter-day precision for 
the day of sample preparation and the two following 
days was specified by injecting five standard sample of 
each reference standard preparations once each on all 
three days. The RSD of the samples on that day together 
with the previous samples were calculated as above27.

3. Results and Discussion

The analytical procedure has been validated to 
confirm its reliability. All the peaks of reference 
standards showed good linearity (R2 > 0.98) in a 
wide concentration range (0.1–10.0 mg/100g). The 
results showed that the LODs and the LOQs of ami-
no acids were in the range of 0.01–0.07 mg/100g and 
0.02–0.20 mg/100g, respectively, indicating that the 
sensitivity of the method was satisfactory. The repeat-
ability of the subsequent derivatization and GC-mea-
surement of five standard samples of each reference 
standard with the same concentration resulted in 
precision values for the derivatization procedure. For 
intra- and inter-day precision, the RSD was in a range 
of 1.24 % to 8.10 %, which is acceptable (Table 3.). 
The results of qualitative and quantitative analyses 
of free and bound amino acids in the herbal mixtures 
are shown in Figures 1-4 and in Table 4.

Following GC-MS analysis, 5 amino acids in free form 
and 11 in bound form were identified in the sample 1 
of the herbal mixture (Figs. 1, 2); 5 amino acids in free 
form and 14 in bound form in the sample 2 (Figs. 3, 4). 
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Table 2: Conditions for chromatographic identification of amino acids
Amino acids tR, min Molecular ion, m/z Main fragmentary ions, m/z
Glycine 14.83 147 88
L-alanine 14.83 161 102, 88
L-valine 18.57 189 146, 130, 115, 98
L-leucine 20.77 203 144, 115, 102, 88
L-serine 21.04 191 176, 144, 114, 100, 88
L-threonine 21.28 205 147, 115, 100, 88
L-isoleucine 21.87 203 144, 115, 101, 88
L-proline 21.97 187 128, 84
L-asparagine 22.09 262 146, 127, 95
L-aspartic acid 23.93 219 160, 128, 118, 101
L-glutamic acid 26.90 233 201, 174, 142, 114
L-phenylalanine 29.75 237 178, 162, 146, 131, 103, 91
L-glutamine 31.90 276 141, 109, 82
L-lysine 35.94 276 244, 212, 142, 88
L-histidine 37.08 285 254, 226, 210, 194, 140, 81
L-tyrosine 38.94 296 252, 236, 220, 192, 165, 146, 121
L-tryptophan 42.01 276 130

Table 1: Composition of the herbal mixtures
Herbal mixture Herbal drug component Portion in the mixture, % Relative ratio

Sample 1

Urtica dioica leaf
Cichorium intybus roots
Rosa majalis fruits
Elymus repens rhizome
Taraxacum officinale roots

26.32
26.32
21.05
15.79
10.52

5
5
4
3
2

Sample 2

Arctium lappa roots
Elymus repens rhizome
Zea mays columns with stigmas
Helichrysum arenarium flowers 
Rosa majalis fruits

26.32
26.32
21.05
15.79
10.52

5
5
4
3
2
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The predominant amino acids in free form were L-pro-
line its content was 7.255 mg/g in the sample 1 and 
17.829 mg/g in the sample 2 (Table 4). Proline has sig-
nificant hypoglycemic activity, due to a decrease in he-
patic glucose production owing to inhibition of glycog-

enolysis, gluconeogenesis and glucose-6-phosphatase 
activity 12. Another free amino acid with a high content 
in both studied herbal mixtures was is L-isoleucine its 
content was 4.657 mg/g and 8.498 mg/g, respective-
ly. As for the amino acids in the bound form, predom-
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Table 3: Sensitivity and linearity parameters obtained for individual amino acids after GC-
MS analysis
Amino acids Regression Curve R2 LOD, mg/100g LOQ, mg/100g
Glycine y = 95.25x + 4.308 0.992 0.01 0.03
L-alanine y = 81.03x + 2.372 0.996 0.01 0.04
L-valine y = 108.4x – 1.502 0.996 0.02 0.06
L-leucine y = 44.24x + 2.285 0.984 0.01 0.03
L-serine y = 110.90x - 0.241 0.998 0.01 0.03
L-threonine y = 77.24x + 3.222 0.990 0.01 0.04
L-isoleucine y = 44.24x + 2.285 0.984 0.01 0.03
L-proline y = 124.50x + 0.359 0.998 0.01 0.02
L-asparagine y = 80.84x + 2.885 0.990 0.01 0.03
L-aspartic acid y = 154.4x + 2.375 0.999 0.01 0.03
L-glutamic acid y = 65.30x + 3.934 0.992 0.06 0.20
L-phenylalanine y = 149.5x + 9.568 0.990 0.01 0.04
L-glutamine y = 44.24x + 2.285 0.984 0.06 0.20
L-lysine y = 127.80x + 5.598 0.984 0.07 0.20
L-histidine y = 69.28x + 1.579 0.992 0.03 0.10
L-tyrosine y = 124.90x + 2.897 0.995 0.01 0.05
L-tryptophan y = 189.40x + 2.673 0.994 0.01 0.04

inant was L-proline in both samples 1 and 2 at content 
11.751 mg/g and 10.273 mg/g respectively. It was fur-
ther found that sample 2 contains the largest amount 
of bound amino acid L-leucine – 10.375 mg/g (Table 
4). L-leucine is a branched-chain amino acid that plays 
an important role in controlling protein synthesis and 
regulating cell metabolism. One of the most important 
functions of leucine in diabetes is that it has the ability 
to stimulate insulin secretion in β-cells of the pancre-
as, and also acts as a source of energy for metabol-
ic processes and an allosteric activator of glutamate 
dehydrogenase to enhance glutaminolysis 15. Isole-
ucine, an isomer of leucine, which was also found in 
both samples 1 and 2 in free and bound form does not 
have itself the ability to stimulate insulin synthesis, but 
in combination with leucine, their secretolytic activi-
ty increases significantly, causing a more pronounced 
hypoglycemic effect21, 23. L-aspartic acid was found in 
both free and in bound form in sample 1 at a content 
of 4.070 mg/g and 5.735 mg/g respectively, while in 
sample 2 the free form is at low content (0.321mg/g) 

compared to the bound form (6.787 mg/g). In addi-
tion, high levels of L-phenylalanine in bound form were 
found in both samples of the herbal mixtures at con-
tents 3.096 mg/g and 5.489 mg/g, respectively (Table 
4). Phenylalanine, an aromatic amino acid, that has a 
direct effect on the course of diabetes, in particular due 
to its ability to regulate carbohydrate metabolism by 
stimulating the release of glucan-like peptide-1 (GLP-
1), which in turn enhances secretion of insulin, stimu-
lates proliferation and neogenesis of β-cells of the pan-
creas, reduces insulin resistance22. 

Consequently, the studied herbal mixtures due to 
sufficient quantities of plant amino acids could play an 
important role as an additional aid in diabetes treat-
ment.

4. Conclusion 
The results of the present study indicate a sufficient 
content of essential amino acids in the investigated 
herbal mixtures, which have the ability to stimulate 
insulin secretion, reduce hyperglycemia and regulate 
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Table 4: Content of amino acid composition in the samples of the herbal mixtures.

Number 
of peak on 
chromato-
gram

Name of amino 
acid tR (min)

Content of amino acids, mg/g
Sample 1 Sample 2

Free Bound Free Bound

1. Glycine 14.77 n/d n/d n/d 6.871±0.12
2. L-alanine 14.85 n/d 0.103±0.01 n/d n/d
3. L-valine* 18.56 0.163±0.01 0.392±0.02 0.160±0.01 5.672±0.11
4. Nor-valine 19.57 Internal standart
5. L-leucine* 20.77 n/d 0.748±0.02 n/d 10.375±0.16
6. L-serine 21.11 n/d 2.174±0.07 n/d 4.153±0.08
7. L-threonine* 21.31 n/d n/d n/d 0.799±0.03
8. L-isoleucine* 21.87 4.657±0.09 2.811±0.04 8.498±0.08 5.918±0.12
9. L-proline* 21.97 7.255±0.12 11.751±0.09 17.829±0.19 10.273±0.16
10. L-asparagine 23.90 0.731±0.03 1.532±0.05 0.198±0.02 6.215±0.07
11. L-aspartic acid 24.02 4.070±0.05 5.735±0.06 0.334±0.03 6.787±0.11
12. L-glutamic acid 26.86 n/d 0.321±0.03 n/d 3.810±0.08

13. L-phenylalanine* 29.74 n/d 3.096±0.08 n/d 5.489±0.09

14. L-glutamine 31.90 n/d n/d n/d n/d
15. L-lysine* 35.91 n/d 0.400±0.03 n/d 6.483±0.09
16. L-histidine* 37.24 n/d n/d n/d 0.128±0.01
17. L-tyrosine 38.91 n/d n/d n/d 5.217±0.11
18. L-tryptophan 42.01 n/d n/d n/d n/d

Note: 
1 . * – essential amino acid;
2 . n/d – not detected;
3 . Values are expressed as mean ± SD (n=5) .
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Figure 1. GC-MS chromatogram of free amino acids in 
the sample 1 of the herbal mixture .

Figure 2. GC-MS chromatogram of amino acids after 
hydrolysis in the sample 1 of the herbal mixture .
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Η εξάπλωση του δεύτερου κύματοςτης πανδημίας COVID-19 που δοκιμάζει τις κοινωνίες σε παγκόσμιο επίπεδο 
έχει στερήσει τις επιστημονικές εταιρείες από τη δυνατότητα να πραγματοποιούν επιστημονικές εκδηλώσεις και 
συνέδρια, με φυσική παρουσία.. Ώς εκ τούτου τα συνέδρια που είχαν προγραμματιστεί μέχρι και την άνοιξη του 
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