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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА PAR2 В ЭПИТЕЛИОЦИТАХ ДВЕНАДЦАТИПЕРСТНОЙ КИШКИ КРЫС  

ПРИ ДЛИТЕЛЬНОЙ ЖЕЛУДОЧНОЙ ГИПОАЦИДНОСТИ И ПРИ ВВЕДЕНИИ МУЛЬТИПРОБИОТИКА СИМБИТЕР 
Показано увеличение уровня экспрессии гена Par2 в эпителиоцитах ворсинок и крипт двенадцатиперстной кишки крыс в гипоаци-

дных условиях. При введении мультипробиотика Симбитер в тех же условиях уровень экпрессии данного гена в эпителиоцитах вор-
синок был на уровне контрольных значений, в то время как уменьшался в 1,4 раза в криптах. 
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EXPRESSION OF PAR2 GENE IN RAT DUODENAL UPON LONG-TERM HYPOACIDITY  

AND WITH ADMINISTRATION OF MULTIPROBIOTIC SYMBITER 
The increasing of Par2 gene's expression in rat duodenal villus and crypt epithelial cells upon gastric hypoacidic conditions was shown. The 

level of Chga expression was similar to the control value in villus while It was decreased (in 1,4 times) in crypt epitheliocytes upon treatment of 
hypoacidic rats with multiprobiotic Symbiter.  
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ВМІСТ ЦИТОКІНІВ У СИРОВАТЦІ КРОВІ ЩУРІВ  
ЗА УМОВ ДІЇ СТРЕСУ ТА ВВЕДЕННЯ МЕЛАНІНУ 

 

Було вивчено вміст прозапальних та антизапальних цитокінів у сироватці крові щурів за умов стресу та введен-
ня меланіну. Встановлено, що меланін зменшував рівень прозапальних цитокінів інтерлейкіну (ІЛ) – 1β, ІЛ-12В р40, ін-
терферону-γ та фактору некрозу пухлин-α в сироватці крові щурів за умов стресу. Меланін також посилював анти-
запальних ІЛ-4 та ІЛ-10. Отримані результати свідчать про зменшення запалення під впливом досліджуваної сполуки 
за умов стресу. Антизапальні властивості меланіну є одним з механізмів стресадаптогенної та антивиразкової дії 
даної сполуки. 
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Вступ. Стресові виразки є проблемою важких хворих, 
які перебувають у відділеннях інтенсивної терапії і реа-
німації та викликають значну смертність хворих у крити-
чному стані [1]. Особливо часто ці ускладнення виника-
ють у хворих і потерпілих на тлі важкої серцево – судин-
ної, дихальної, печінкової і ниркової недостатності, а та-
кож при розвитку гнійно-септичних ускладнень. Гострі 
ерозії та виразки шлунково-кишкового тракту нерідко 
ускладнюються кровотечею або перфорацією. Частота 
виникнення стресових виразок шлунка та дванадцятипа-
лої кишки у пацієнтів після поранень становить 27%, у 
пацієнтів з механічною травмою – 67%. Загальна частота 
виникнення стресових виразок становить 58%. Загальна 
летальність при ускладнених гострих ерозіях і виразках 
травного тракту залишається дуже високою і, за даними 
різних авторів, коливається від 35 до 95% [1]. 

Ключовими патогенетичними механізмами стресо-
вих виразок є зниження кровотоку в слизовій оболонці 
шлунка (СОШ) і ацидопептична агресія [2]. Провідна 
роль у профілактиці і терапії стресових виразок нале-
жить лікарським засобам, що істотно знижують продук-
цію гідрохлоридної кислоти, а отже, і активність пепси-
ну. З появою в арсеналі кислотосупресивних засобів 
інгібіторів протонної помпи (ІПП) використовувані рані-
ше з цією метою антациди і Н2 – блокатори в даний час 
визнані недостатньо ефективними [3, 4]. 

В результаті численних порівняльних рандомізованих 
досліджень встановлено перевагу ІПП в здатності блоку-
вати продукцію гідрохлоридної кислоти, збільшувати 
швидкість рубцювання виразок і ерозій, знижувати час-
тоту хірургічних втручань і рецидивів кровотеч при пеп-
тичних виразках, а також підвищувати ефективність ера-
дикаційної терапії при інфекції, викликаної Helicobacter 
pylori [5, 6]. Проте тривале застосування блокаторів при-
зводить також до збільшення розміру, ваги і кількості 
парієтальних клітин, зменшення кількості головних клітин 
СОШ і зниження синтезу мРНК пепсиногену. Основним 
негативним ефектом застосування інгібіторів протонної 
помпи є розвиток онкогенних процесів у СОШ [7]. 

Хоча на сьогодні розроблені і широко використову-
ються для лікування виразкової хвороби шлунка та два-
надцятипалої кишки досить ефективні фармакологічні 
засоби, арсенал засобів для профілактики розвитку та 
рецидивів виразкової хвороби обмежений. Аналіз сучас-
ної літератури та наші попередні дані дозволяють ствер-
джувати, що можливими перспективними засобами про-
філактики стресових уражень СОШ і дванадцятипалої 
кишки будуть речовини природного походження на осно-
ві поліфенольних сполук. До таких речовин належить 
меланін, який є продуктом життєдіяльності чорних дріж-
джів Nadsoniella nigra штам Х-1, висіяних з вертикальних 
скель о.Галіндез (Українська Антарктична станція акаде-
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мік Вернадський). Меланін даного походження на 95% 
складається з поліфенолкарбонового комплексу. 

В попередніх роботах нами було встановлено цито-
протекторну дію меланіну та антиоксидантні його влас-
тивості [8, 9], що роблять перспективним використання 
меланіну для профілактики розвитку стресових уражень 
СОШ та для лікування пацієнтів з виразковою хворобою 
шлунка та дванадцятипалої кишки, які є нечутливими 
до традиційних схем лікування. Стрес, як фізичний, так і 
психологічний, здійснює значний вплив на імунну сис-
тему людини і тварин [10, 11]. Ушкодження СОШ за 
умов дії стресу викликає запалення та призводить до 
активації імунної системи організму. У першу чергу 
включаються регуляторні Т-лімфоцити – Т-хелпери 
1 типу, які підвищують активність макрофагів. Останні 
продукують прозапальні цитокіни – інтерферон (ІНФ) – 
γ, фактор некрозу пухлин (ФНП) – α, інтерлейкіни (ІЛ)– 
ІЛ-1, ІЛ-2, ІЛ-6 та ін. Дані прозапальні цитокіни посилю-
ють уражуючий вплив стресу на СОШ [12]. Тому метою 
роботи було дослідити вплив меланіну на вміст цитокі-
нів у сироватці крові щурів за умов дії нервово-
м'язового напруження та введення меланіну. 

Матеріали і методи. Дослідження проводилися на 
30 білих нелінійних щурах, самках, масою 140-160 г з 
дотриманням міжнародних принципів Європейської кон-
венції про захист хребетних тварин, що використовують-
ся для дослідних та інших наукових цілей [13]. Тварини 
були розділені на 3 групи по 10 тварин у кожній.  

Схема експерименту була наступною: 
1 група – контрольна. Тваринам за 15 хвилин перед 

початком досліду внутрішньошлунково (в.ш.) вводили 
воду об'ємом 0,5 мл на щура. 

2 група – стрес контроль: щури, яких умертвляли 
через 2 години від закінчення 3-годинної іммобілізації. 
Тваринам за 15 хвилин перед початком досліду в.ш. 
вводили воду об'ємом 0,5 мл на щура. 

3 група – стрес+меланін: щури, яких умертвляли че-
рез 2 години від закінчення 3-годинної іммобілізації. 
Тваринам за 15 хвилин перед початком досліду в.ш. 
вводили меланін в дозі 5 мг/кг, розчинений у воді  
об'ємом 0,5 мл на щура. 

Стресові ураження викликали методом нервово-
м'язового напруження за Сельє. Даний метод рекомен-
дований Державним фармакологічним центром України 
при проведенні доклінічних досліджень стреспротекто-
рної дії фармакологічних засобів [14]. За даною мето-
дикою щурів іммобілізували на операційному столику 
на спині, атравматично фіксуючи за кінцівки. Тривалість 
іммобілізації складала 3 години. Через 2 години після 
припинення знерухомлення тварин умертвляли за до-
помогою цервікальної транслокації. Збирали кров для 
підготовки сироватки. Кров збирали в пробірки, відсто-
ювали впродовж 30 хв та центрифугували 10 хв за 1000 g, 
після чого здійснювали відбір сироватки.  

Визначали в сироватці крові щурів вміст прозапаль-
них цитокінів (ІЛ-1β, ІЛ-12В р40, ІНФ-γ, ФНП-α) та анти-
запальних цитокінів (ІЛ-4 та ІЛ-10) методом імуноферме-
нтного аналізу. Імуноферментний аналіз проводили у 
мікропланшетах із сорбційною здатністю за стандартною 
методикою для розчинних білків [15]. Матеріалом дослі-
дження були солюбілізовані фракції сироватки щурів, 

білковий матеріал якої використовували як специфічні 
антигени (досліджувані цитокіни) до відповідних антитіл. 
Для визначення ІЛ-4 та ІЛ-10 використовували мишині 
моноклональні антитіла (Sigma), для ІЛ-12В р40 – кроля-
чі поліклональні антитіла (Sigma), для ІЛ-1β та ІНФ-γ – 
козячі поліклональні антитіла (Sigma). Антигени розво-
дили 50 мМ Трис-HCl буфером (pH 7,4), що містив 
130 мМ NaCl, до концентрації 10 мкг/мл та інкубували у 
комірках планшетів протягом 60 хв при 37оС та постійно-
му перемішуванні. Для видалення антигена, що не зв'я-
зався, комірки відмивали Трис-HCl буфером (pH 7,4), що 
містив 130 мМ NaCl. Надалі інкубацію проводили у 
50 мМ Трис-HCl буфері (pH 7,4), що містив 130 мМ NaCl 
(робочий буфер). Для блокування неспецифічних місць 
зв'язування використовували 3% розчин знежиреного 
молока або 2% розчин БСА. Комірки відмивали робочим 
буфером з вмістом 0,05% Твіну-20 та інкубували з роз-
чином первинних антитіл протягом 60 хвилин при 37оС. 
Надалі проводили відмивку робочим буфером з вмістом 
0,05% Твіну-20 та інкубували з вторинними антитілами 
(антимишиними, антикролячими або антикозячими), 
кон'югованими з лужною фосфатазою протягом 60 хви-
лин при 37оС. По закінченню інкубації комірки знову від-
мивали робочим буфером з вмістом 0,05% Твіну-20 та 
інкубували з субстратом для лужної фосфатази (1 мг/мл 
рNPP у 10% диетаноламіні, рН 9,8) при 37оС протягом 
60 хв. Вимірювали оптичну густину при довжині хвилі 
405 нм (робоча хвиля) та 492 нм (похибка вимірювання) 
на мікропланшеточному спектрофотометрі "Synergy" 
(BioTek, США). Вміст антигену, специфічного до відпові-
дних первинних антитіл, у досліджуваних зразках розра-
ховували як різницю екстинцій при 405 нм та 492 нм і 
виражали в умовних одиницях (ум.од.).  

Одержані результати перевіряли на нормальність 
розподілу за допомогою W тесту Шапіро-Вілка. Оскільки 
наші дані виявилися нормально розподілені, порівняння 
вибірок проводилися за допомогою t-критерію Стьюде-
нта для незалежних вибірок. Розраховували середнє 
значення (М), похибку середнього значення (m). Зна-
чущими вважали відмінності при р≤0,05. 

Результати та обговорення. Встановлено, що в 
результаті дії стресу, викликаного нервово-м'язовим 
напруженням за Сельє, в сироватці крові щурів зростав 
вміст прозапальних цитокінів. Так, у групі стрес-
контролю рівень ІЛ-1β становив 0,735±0,042 у.о., що 
перевищувало контрольні показники на 35% (Р<0,001) 
(рис.1а). Вміст ІЛ-12В р40 під впливом стресу зростав 
до 0,460±0,021 у.о., що більше на 28% (Р<0,01) порів-
няно з інтактним контролем (рис. 1б). У сироватці крові 
щурів після стресу значно збільшувався вміст ІНФ-γ (стрес 
контроль проти інтактного контролю 0,521±0,044 у.о. vs 
0,348±0,029 у.о., Р<0,01) (рис.2а). За умов дії стресу 
вміст ФНП-α також був підвищений на 50% (Р<0,01) 
порівняно з інтактним контролем (Р<0,01) (рис. 2б). 
Отримані дані узгоджувалися з результатами, отрима-
ними Hsu et al., 2013, які показали зростання прозапа-
льних ФНП-α та ІЛ-1β в СОШ щурів після 4-годинного 
водно-іммобілізаційного стресу [12]. 
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Рис. 1. Вміст інтерлейкіну 1β (а) та інтерлейкіну 12В р40 (б) в сироватці крові щурів  
за умов виразкоутворення, викликаного нервово-м'язовим напруженням за Сельє,  

та введення меланіну (M±m, n=10 в кожній групі):  
1 – інтактний контроль, 2 – стрес-контроль, 3 – стрес+меланін 

 
Примітка:**, *** – p<0,01, p<0,001 щодо інтактного контролю; # – p<0,05 щодо стрес-контролю 
 
Меланін, за умов його введення за 30 хв до стресу, 

зменшував вміст прозапальних цитокінів у сироватці крові 
щурів. Так, рівень ІЛ-1β знижувався до 0,651±0,009 у.о., 
або на 12% (Р<0,05) щодо до групи стрес-контролю 
(рис. 1а), хоча вміст даного інтерлейкіну залишався бі-
льшим за відповідний показник інтактних щурів. Вміст ІЛ-
12В р40 зменшувався до рівня інтактних щурів, проте 
значущо не відрізнявся від групи стрес-контролю (рис. 

1б). Подібні результати були виявлені щодо вмісту ІНФ-γ: 
даний цитокін при введенні меланіну значущо не відріз-
нявся як від групи інтактного контролю, так і стрес-
контролю (рис. 2а). Найбільш значний вплив меланін 
здійснював на вміст ФНП-α. В групі стрес+меланін даний 
показник складав 0,335±0,034, що значуще менше на 
23% (Р<0,05) порівняно з групою стрес-контролю та не 
відрізняється від рівня інтактних щурів (рис. 2б). 

 

 
Рис. 2. Вміст інтерферону γ (а) та фактору некрозу пухлин-α (б) в сироватці крові щурів  
за умов виразкоутворення, викликаного нервово-м'язовим напруженням за Сельє,  

та введення меланіну (M±m, n=10 в кожній групі):  
1 – інтактний контроль, 2 – стрес-контроль, 3 – стрес+меланін 

 
Примітка:** – p<0,01 щодо інтактного контролю; # – p<0,05 щодо стрес-контролю 

 
При дослідженні рівня антизапальних цитокінів ІЛ-4 

та ІЛ-10 після нервово-м'язового напруження за Сельє 
встановлено, що вміст ІЛ-4 після стресу незначно під-
вищувався на 16% (Р<0,05) щодо інтактного контролю 
(рис. 3а). Це може бути компенсаторною реакцією імун-
ної системи у відповідь на запальну реакцію за умов 
стресу. Вміст ІЛ-10 в сироватці крові щурів одразу після 
дії стресу не змінювався (рис. 3б). За умов введення 
меланіну вміст ІЛ-4 в групі стрес+меланін становив 
0,194±0,015 у.о., що більше на 22% (Р<0,05) щодо 
стрес контролю та на 42% (Р<0,01) щодо інтактного 

контролю (рис. 3а). Меланін також підвищував показни-
ки вмісту ІЛ-10 на 27% (Р<0,05) порівняно зі стрес конт-
ролем і на 21% (Р<0,01) порівняно з інтактним контро-
лем (рис. 3б). Отже, отримані результати свідчать про 
антизапальний вплив досліджуваної сполук за умов 
введення її до моделювання стресу. Посилення виді-
лення ІЛ-4 та ІЛ-10 під впливом меланіну може бути 
одним з механізмом зменшення вмісту прозапальних 
цитокінів ІЛ-1β, ІЛ-12В р40, ІНФ-γ та ФНП-α в сироватці 
крові щурів за умов стресу. 
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Рис. 3. Вміст інтерлейкіну 4 (а) та інтерлейкіну 10 (б) в сироватці крові щурів  

за умов виразкоутворення, викликаного нервово-м'язовим напруженням за Сельє,  
та введення меланіну (M±m, n=10 в кожній групі):  

1 – інтактний контроль, 2 – стрес-контроль, 3 – стрес+меланін 
 

Примітка:*, ** – p<0,05, p<0,01 щодо інтактного контролю; # – p<0,05 щодо стрес-контролю 
 
Отримані нами дані узгоджуються з дослідженнями 

інших авторів. Mohagheghpour et al. (2001) в in vitro до-
слідженнях встановили, що синтетичний меланін в не-
токсичних концентраціях пригнічував експресію проза-
пальних цитокінів ІЛ-1β, ІЛ-6 і ФНП-α моноцитами пе-
риферичної крові людини [16]. Механізмом такої дії 
вважають вплив на посттрансляційні процеси утворен-
ня даних цитокінів. В даній роботі нами досліджені ан-
тизапальні ефекти меланіну природного походження за 
умов стресу на in vivo моделях. Враховуючи результати 
наших попередніх досліджень про стресадаптогенну 
дію меланіну [9], можна зробити заключення, що вплив 
сполуки на цитокіновий профіль є одним з проявів її 
стресадаптогенної дії та механізмом підтримання го-
меостазу СОШ за умов дії стресу. Варто відзначити, що 
меланін – це поліфенольна сполука, тому його ефекти 
на цитокіновий профіль можуть бути обумовлені впли-
вом на експресію ядерних рецепторів PPAR [17, 18], 
участь яких у протизапальних процесах на сьогодні 
чітко встановлена [19, 20]. Дані механізми потребують 
подальших досліджень. 

Висновки:  
1. Меланін зменшує вміст прозапальних цитокінів  

ІЛ-1β, ІЛ-12В р40, ІНФ-γ та ФНП-α та збільшує вміст 
антизапальних цитокінів ІЛ-4 та ІЛ-10 в сироватці крові 
щурів за умов стресу. 

2. Антизапальні ефекти меланіну є одним з механі-
змів його стресадаптогенної та антивиразкової дії. 
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СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ КРЫС  

В УСЛОВИЯХ ДЕЙСТВИЯ СТРЕССА И ВВЕДЕНИЯ МЕЛАНИНА 
Было изучено содержание провоспалительных и антивоспалительных цитокинов в сыворотке крови крыс в условиях стресса и 

введения меланина. Установлено, что меланин уменьшал уровень провоспалительных цитокинов интерлейкина (ИЛ) – 1β, ИЛ-12В р40, 
интерферона-γ и фактора некроза опухолей-α в сыворотке крови крыс в условиях стресса. Одним из эффектов меланина на иммун-
ную систему было также усиление выделения антивоспалительных ИЛ-4 и ИЛ-10. Полученные результаты свидетельствуют об 
уменьшении воспаления под влиянием исследуемого соединения в условиях стресса. Антивоспалительные свойства меланина явля-
ются одним из механизмов стрессадаптогенного и антиязвенного действия данного соединения. 

Ключевые слова: меланин, стрессовые язвы, цитокины, антивоспалительный эффект. 

 
D. Golyshkin, PhD stud., O. Virchenko, PhD stud., T. Falalyeyeva, DSc., T. Halenova, PhD., O. Savchuk, DSc. 
Taras Shevchenko National University of Kyiv 

 
THE CYTOKINES CONTENT IN THE RATS SERUM UNDER STRESS AND ADMINISTRATION OF MELANIN 

It was investigated proinflammatory and anti-inflammatory cytokines content in the rats serum under stress and administration of melanin. It 
was established that melanin reduced proinflammatory cytokines interleukin (IL) – 1β, IL-12B p40, interferon-γ and tumor necrosis factor-α in the 
rats serum under stress. Another effect of melanin on the immune system was the increase of anti-inflammatory IL-4 and IL-10 release. The findings 
suggest attenuation of inflammation under the influence of a test compound in stress conditions. The anti-inflammatory properties of melanin are 
one of the mechanism of stress-adaptive and anti-ulcer action of the compound. 

Keywords: melanin, stress ulcers, cytokines, anti-inflammatory effect. 
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ГИСТОФИЗИОЛОГИЧЕСКОЕ СОСТОЯНИЕ ЭПИФИЗА КРЫС  

В УСЛОВИЯХ ХРОНИЧЕСКОГО СТРЕССА 
  
Целью данного исследования анализ влияния хронического стресса на гистофизиологическое состояние эпифиза 

крыс. Материалом для исследования служили эпифизы 24 самцов крыс линии Вистар. Выявлено, что в ответ на экс-
периментальные условия происходят гистофизиологические изменения паренхимы органа, которые выражаются в 
компактном расположении пинеалоцитов, увеличении количества темных пинеалоцитов, занимающих преимущест-
венно апикальную часть эпифиза, чрезмерном заполнении ядер светлых пинеалоцитов конденсированным хромати-
ном и слабо выраженными процессами гидратации. Результаты гистологического исследования свидетельствуют 
о низкой функциональной активности эпифиза. 

Ключевые слова: эпифиз, стресс, пинеалоциты. 
 
Вступ. В последние десятилетия наблюдается 

углубление уровней исследования функций эпифиза и 
его гормона – мелатонина при различных физиологи-
ческих и патологических состояниях организма [3, 10, 
12, 14]. Многочисленными экспериментальными иссле-
дованиями установлено, что именно эпифизу принад-
лежит важная роль в обеспечении процессов адапта-
ции организма к действию стрессовых факторов, ведь 
эпифиз оказывает влияние почти на все системы орга-
нов организма, с помощью гормона мелатонина, кото-
рый он синтезирует и который является уникальным 
природным адаптогеном [1, 2, 3, 5, 15]. 

Однако, несмотря на тот факт, что проблема иссле-
дования механизмов развития патологических измене-
ний в результате действия стрессовых факторов приоб-
ретает все большую актуальность [13], количество науч-
ных работ посвященных изучению морфологических 
особенностей эпифиза при хроническом стрессе незна-
чительно [12]. Существующие же немногочисленные 
литературные данные, имеют фрагментарный и проти-
воречивый характер. Поэтому изучение гистофизиоло-
гических особенностей эпифиза при хроническом стрес-
се на сегодняшний день является актуальным и требует 
проведения дальнейших детальных исследований. 

Цель: изучение гистофизиологического состояния па-
ренхимы эпифиза крыс в условиях хронического стресса. 

Материалы и методы. Экспериментальное иссле-
дование проводилось на 44 половозрелых самцах крыс 
линии Вистар, массой 240-280 г. Животные были разде-
лены на две группы по 24 особы в каждой. Эксперимент 
продолжался 30 дней. Первая группа (контроль) содер-
жались в стандартных условиях вивария и при естест-

венном освещении. Вторая группа животных также со-
держалась в стандартных условиях вивария, при естест-
венном освещении. Начиная с 20 дня эксперимента, 
крысам моделировали хронический стресс, помещая в 
резервуар с водой, вместимостью 10 л. на 5 часов для 
принудительного плавания [7, 16]. Температура воды 
поддерживалась в пределах 24-26° С. Животных выво-
дили из эксперимента путем декапитации с использова-
нием кетаминового наркоза из расчета 40 мг/кг массы 
тела. Эвтаназия животных осуществлялась в строгом 
соответствии с принципами: Хельсинской декларации о 
гуманном обращении с животными, "Европейской конве-
нции по защите позвоночных животных, используемых в 
экспериментальных и других научных целях" (Страсбург, 
1986), а также "Общих этических принципов эксперимен-
тов на животных принятых первым национальным кон-
грессом по биоэтике" (Киев, 2001). 

После извлечения эпифиза вместе с прилегающими 
к нему кровеносными сосудами полученный комплекс 
погружали в фиксирующий раствор 10% нейтрального 
формалина. С помощью стандартных способов мате-
риал заключали в парафиновые блоки, из которых из-
готавливали срезы толщиной 4 мкм и окрашивали ге-
матоксилином и эозином. Полученные гистологические 
препараты изучали при различных увеличениях микро-
скопа "Primo Star Zeiss" с последующим фотографиро-
ванием микропрепаратов цифровым зеркальным фо-
тоаппаратом "Canon G10 Wide". 

Результаты и их обсуждение. При гистологичес-
ком исследовании препаратов контрольной группы 
крыс отмечено, что шишковидная железа окружена 
тонкой капсулой, от которой внутрь органа отходят со-
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