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з культурою клітин СНЕВ та суспензіями органів свиней 
також не спостерігали.  

Висновки. Таким чином, на підставі проведених ге-
нетичних досліджень, штами ентеровіруси свиней  
Ч-2372, Б-652, П-642, Д-32, Д-33, Д-34, И-59, Р-501,  
Г-95, П-142, В-151, та Г-31, які були виділені на терито-
рії України, рекласифіковано і віднесено згідно з сучас-
ною міжнародною класифікацією до роду Teschovirus 
виду Porcine Teschovirus. Результати дослідження віру-
сів у реакції нейтралізації та полімеразній ланцюговій 
реакції збігаються, що відкриває перспективи розробки 
діагностичних тест-систем на основі молекулярно-
генетичних методів за використання розроблених олі-
гонуклеотидних праймерів. 
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ ТЕШОВИРУСОВ СВИНЕЙ  

По результатам вирусологических, генетических и серологических исследований штаммы энтеровирусов свиней М-2372, Б-652, П-
642, Д-32, Д-33, Д-34, И-59, Р-501, Г-95, П-142 , В-151, и Г-31, выделенные на территории Украины, реклассифицировано в соответствии с 
требованиями Международного комитета по таксономии вирусов и отнесены к роду Teschovirus вида Porcine teschovirus. Установле-
на высокая видовуя специфичность оригинальных олигонуклеотидных праймеров для идентификации тешовирусив свиней открыва-
ет перспективы разработки диагностических тест-систем на основе молекулярно-генетических методов. 
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MOLECULAR GENETIC IDENTIFICATION OF PIGS TESCHOVIRUS 

As a result of virology, genetic and serological tests Porcine enteroviruses strains of Ch-2372, B-652, P-642, D-32, D-33, D-34, I-59, P-501, G-95, 
P-142, G-151, and G-31 isolated in Ukraine, reclassified in accordance with the International Committee on Taxonomy of viruses and referred to the 
genus Teschovirus species Porcine teschovirus. The high species specificity of the original oligonucleotide primers for identification Porcine 
teschovirus opens new perspectives of development of diagnostic kits based on molecular genetic methods. 

Keywords: Porcine teschovirus, reclassification, primers, polymerase chain reaction. 
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ІМУНОБІОХІМІЧНІ ПОКАЗНИКИ СТАНУ ПЕЧІНКИ ЩУРІВ  
ЗА ТРИВАЛОЇ ГІПОХЛОРГІДРІЇ ШЛУНКУ 

 
Робота присвячена дослідженню взаємозв'язку системи оксиду азоту і рівня цитокінів в клітинах печінки щурів в 

умовах тривалої гіпохлоргідрії. Показано накопичення нітрит-йонів і посилення активності синтази оксиду азоту в 
клітинах печінки при зниженій шлунковій секреції. В даний час доведена ключова роль оксиду азоту в регуляції імунних 
реакцій, так, нами встановлено, що тривала гіпохлоргідрія супроводжується виробленням прозапальних цитокінів 
(фактора некрозу пухлини α, інтерлейкіну-6). 

Ключові слова: печінка, гіпохлоргідрія, система оксиду азоту, цитокіни. 
 

Вступ. Гідрохлоридна кислота шлункового соку, яка 
синтезується парієтальними клітинами фундальних 
залоз шлунку, виконує важливу роль у регуляції проце-
сів травлення та забезпечує антибактеріальний ефект 
секрету [1]. Гіпер- та гіпосекреція гідрохлоридної кисло-
ти може спричинювати морфорункціональні зміни у 
шлунку, що є причиною розвитку кислото-залежних гас-
тритів. Сьогодні гіпохлоргідрію шлункового соку розгля-

дають як чинник трансформації клітин слизової оболон-
ки шлунку, що може призвести до подальшої малігніза-
ції тканин [2]. Проте, літературні дані щодо молекуляр-
них механізмів цього процесу є малочисельними.Існує 
ряд механізмів інгібування секреції хлорогідридної кис-
лоти, зокрема, нейрогуморальні та хімічні фактори, 
проте основним чинником довготривалого зниження 
секреції гідрохлоридної кислоти є дезактивація  
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Н+/К+-АТФази інгібіторами протонної помпи, зокрема 
омепразолом та іншими сполуками (лансопразол, пан-
топразол), які є похідними бензімідазолу [3]. Ці сполуки, 
накопичуючись, головним чином, у внутрішньоклітинних 
канальцях парієтальних клітин, зв'язують Н+ і ковалент-
но взаємодіють з SH-групами ензиму, розташованими 
на люмінальній поверхні апікальної мембрани [4]. Від-
новлення активності Н+/К+-АТФази після обробки омеп-
разолом відбувається у міру синтезу нових молекул 
ензиму, тому тривалість викликаного ним інгібування 
залежить від швидкості оновлення ензиму.Наслідком 
гіпохлоргідрії є пригнічення активності шлункових ензи-
мів, погіршення денатурації і набрякання білкових мо-
лекул, порушення всмоктування мікроелементів і віта-
міну B12, зміна рухової функції шлунку, що призводить 
до сповільнення викиду хімуса зі шлунка у дванадцяти-
палу кишку [5]. Крім того, підвищення рН в шлунку 
ослаблює бактерицидну дію шлункового соку, що ство-
рює ідеальні умови для розмноження патогенної мік-
рофлори та розвитку запальних процесів у шлунково-
кишкового тракті [6, 7].За умов тривалої шлункової гіпо-
хлоргідрії можливе виникнення метаболічних змін у 
печінці внаслідок розвитку ендотоксимії, яка може бути 
спричинена надходженням з портальною кров'ю пато-
генних мікроорганізмів, бактеріальних ліпополісахари-
дів і токсинів з кишечника, що може призвести до акти-
вації клітин Купфера, а отже надмірної продукції проза-
пальних цитокінів (ФНП-α ін) [8] та оксиду азоту [9]. В 
літературі відсутні дані щодо комплексного дослідження 
метаболічних шляхів, залучених у розвиток ендотокси-
мій в умовах зниженої секреції гідрохлоридної кислоти 
шлунку та корекції цих станів препаратами пробіотиків, 
механізми дії яких залишаються недостатньо вивчени-
ми. У зв'язку з цим, метою роботи було визначити екс-
пресію генів iNOS (кодує індуцибельну синтезу оксиду 
азоту) та оцінити вміст оксиду азоту і цитокінів у печінці 
щурів за умов тривалого пригнічення кислотної секреції 
шлунка блокатором Н+/К+-АТФази омепразолом. 

Матеріали та методи. У роботі дотримувалися між-
народних рекомендацій стосовно проведення медико-
біологічних досліджень із використанням тварин згідно 
Європейської конвенції (European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental 
and other Scientific Purposes). У дослідах використову-
вали білих нелінійних статевозрілих щурів-самців із 
початковою вагою 180-200 г, яких утримували на стан-
дартному раціоні віварію. Тварин розділяли на дві гру-
пи. В якості контролю (перша група) використовували 
щурів, яким протягом 28 діб вводили інтраперитонеа-
льно 0,2 мл та перорально 0,5 мл води для ін'єкцій. 
Моделювання гіпохлоргідрії стану (друга група) прово-
дили за допомогою внутрішньоочеревинного введення 
14 мг/кг омепразолу, 1 раз на добу протягом 28 діб [10]. 
Кількість тварин у кожній експериментальній групі – 10. 
Морфологічно та функціонально інтактні клітини печінки 
було отримано згідно модифікованого неферментатив-
но методу виділення гепатоцитарної фракції клітин пе-
чінки за Петренко А.Ю. зі співав [11]. Визначення актив-
ності синтази оксиду азоту (NO-синтази) проводили 
згідно з методом [12], який полягає у визначенні приро-
сту продуктів аеробного окислення оксиду азоту. Акти-
вність ферменту виражали в нмоль продуктів аеробно-

го окислення оксиду азоту, утворених ферментом за 
1 хв. з розрахунку на 1 мг білка. Вміст нітрит-йонів (NO2

-) 
визначали за методом Гріса [13] із модифікаціями. РНК 
отримували за методом Chomczynski [14]; кДНК синте-
зували в 20 мкл реакційної суміші, яка містила 2 мкг 
РНК, 1 мМ дНТФ, 200 од. зворотної транскриптази 
RevertAid M-MLV, відповідний буфер, 20 од. рибонукле-
азного інгібітору (RiboLock), 20 пкмоль зворотнього 
праймеру. Синтез проводився за таких умов: 70°С – 
5 хв., далі 37°С – 5 хв., 42°С – 1 год. Полімеразну лан-
цюгову реакцію проводили в 30 мкл реакційної суміші, 
що містила 10 мкл кДНК, буфер для ПЛР, по 200 мкМ 
кожного dNTP, по 30 пкмоль (1,0 мкM) кожного прайме-
ра, до 2,5 мМ MgCl2 та 1,5 од. Taq ДНК полімерази 
("MBI Fermentas", Литва). Ампліфікацію фрагментів ДНК 
здійснювали за таких температурних умов: ініціююча 
денатурація 94ºС – 4 хв.; далі 35 циклів (для Actb –  
β-актин (ген, що використовується в якості внутрішнього 
контролю реакції завдяки конститутивній експресії) – 
28 циклів): денатурація ДНК 94ºС – 45 сек.; гібридизація 
праймерів 52 ºС – 45 сек. для індуцибельної синтази 
оксиду азоту (Nos2) (440 п.н.) [15] та 49ºС – 40 сек. для 
Actb (521 п.н.); добудова ланцюга 72ºС – 1 хв. 15 сек 
(для Nos2) або 1 хв. (для Actb). Після цього проводили 
добудову ампліфікатів при 72ºС – 5 хв. У реакціях було 
використано такі послідовності праймерів: для iNOS – 
прямий – GTGTTCCACCAGGAGATGTTG та зворотній – 
CTCCTGCCCACTGACTTCGTC та для β-актину – пря-
мий – TGGGACGATATGGAGAAGAT та зворотній – 
ATTGCCGATAGTGATGAXCT. Розділення продуктів 
полімерізної ланцюгової реакції проводили електрофо-
ретично в 1,6% агарозному гелі ("Gibco", Німеччина), у 
0,5 кратному ТВЕ буфері, як описано в Sambrook et al. 
[16], при напрузі 5-10 В/см. Для напівкількісного аналізу 
експресії ампліконів на основі денситометрії було вико-
ристано програму ImageJ 1.45s (NIH, США). Індекси 
експресії мРНК визначали, як описано в Konturek et al. 
[17]. Концентрацію цитокінів було визначено методом 
мультиканальної хемілюмінесценції [18] на основі му-
льтипараметричного імунохімічного біочіпа фірми 
RANDOX. Вміст білку визначали за методом Лоурі [19]. 
Математичну та статистичну обробку результатів до-
сліджень проводили загальноприйнятими методами 
варіаційної статистики [20] на комп'ютері з використан-
ням програмного пакету GraphPad Prism 4.03 
(GraphPad Software Inc., США). Отримані дані тестува-
лися на нормальне розподілення за допомогою тесту 
Шапіро-Вілка. Подальший обрахунок результатів відбу-
вався за допомогою односпрямованого дисперсійного 
аналізу (one-way ANOVA) із пост тестом Тукея. Значен-
ня р < 0,05 було прийнято як вірогідне. 

Результати та обговорення. Імунобіохімічні показ-
ники були вивчені в групі тварин з експериментальною 
гіпохлоргідрією. Нами показано підвищення активності 
NO-синтази (в 7 разів, р<0,05) відносно контролю 
(табл.1) та накопичення нітрит йонів (в 5,3 рази, р<0,05) 
у лізаті клітин печінки щурів за умов тривалої гіпохлор-
гідрії, що може визначатися антибактерицидним ефек-
том оксиду азоту при надходженні у печінку ліпополіса-
харидів із кров'ю в умовах дисбактеріозу кишечника 
характерного для гіпоацидних станів [21]. 

 

Таблиця  1. Загальна NO-синтазна активність та вміст нітрит-іонів у лізаті гепатоцитів щурів  
в умовах тривалої шлункової гіпохлоргідрії (M ± m, n = 10) 

Група тварин 
Показники 

Контроль Омепразол 

NO-синтаза, пмоль×хв-1×мг білка-1 0,36 ± 0,04 2,51 ± 0,24* 
Nos2 / Actb, ум.од. – 0,69 ± 0,05* 
NO2

-, пмоль×хв-1×мг білка-1 70,4 ± 6,1 370,1 ± 30,0* 
 

Примітка: *– p < 0,05 порівняно з контролем. 
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Підвищення рівня оксиду азоту можливе як за раху-
нок активації конститутивної, так і індуцибельної  
NO-cинтази, так Korhonen R. показано, що ліпополіса-
хариди (ЛПС) або ендотоксини є індукторами iNOS [22]. 
У результаті проведених досліджень нами не виявлено 
мРНК Nos2 у лізаті клітин печінки контрольних щурів, 
проте після 28-енного введення омепразолу було зафі-
ксовано експресію даного гену (нами були одержані 
продукти ПЛР однакового розміру: 440 п.н.) (табл.1). 
Основною функцією NO, продукованого іNOS, є участь 
в імунних процесах, включаючи антипатогенні реакції, 
неспецифічну цитотоксичність, протипухлинний захист 
та ін. Активацію експресії індуцибельної NO-синтази 
можна пояснити зростанням рівня прозапальних фак-
торів. Індукція іNOS в клітинах може бути ініційована 
прозапальними цитокінами – інтерфероном γ (ІФН-γ), 
фактором некрозу пухлин α (ФНП-α) або інтерлейкіном-1, 
-6 (ІЛ-1, ІЛ-6). Оксид азоту, що утворюється при актива-
ції індуцибельної ланки синтезу NO, може взаємодіяти з 
численними білками і ферментами в сигнальних шля-
хах клітин. Вони включають молекули, залучені в пере-
дачу цитокінового сигналу, такі як JAK- або  
STAT-білки, шлях NFkB / IkB, а також MAGK, деякі  
G-білки та фактори транскрипції [23, 24]. Саме нітрози-
лювання цистеїну в цих білках може призвести до їх 
активації або інактивації.На ранніх стадіях хронічного 
захворювання печінки вироблення цитокінів стимулює 
сам пошкоджуючий агент (етанол, бактерії), на більш 
пізніх – цю роль, в основному, беруть на себе ендоток-
сини.Дія цитокінів відбувається найчастіше місцево, 
там, де формується імунна відповідь або в місці прони-
кнення патогена. У нормі цитокіни, утворені при пер-
винній імунній відповіді, практично не надходять в кров. 
Тільки при патології їх вміст в сироватці крові підвищу-
ється, що було раніше показано за умов тривалого вве-
дення омепразолу [25]. За сучасними уявленнями про-

відна роль у розвитку захворювань печінки належить 
імунорегуляції [26]. Розглядаючи патофізіологічний ла-
нцюг перетворень при токсичному ураженні печінки – 
першою ланкою є продукція ФНП-α, який стимулює ви-
роблення інших цитокінів. Хоча анатомічне розташу-
вання печінки й її центральна роль в детоксикації обу-
мовлюють постійну атаку органу бактеріальними ендо-
токсинами [27], які індукують ФНП-генерацію в інших 
тканинах, експресію генів ФНП-α в нормальній печінці 
виявлено в слідових кількостях. Порівняння печінки 
здорових щурів та тварин, після хронічного впливу ета-
нолу виявило в останніх уразливість до летальних сиг-
налів, які запускаються активацією I типу рецепторів 
ФНП-α, що призводить до ФНП-α опосередкованого 
посилення продукції гепатоцитами активних кисневих 
радикалів [28]. Показано, що джерелом цього цитокіну 
при хронічних ураженнях печінки є не тільки клітини 
запального інфільтрату, але й власне гепатоцити [29]. 
Рецептори до іншого прозапального цитокіна ІЛ-6 також 
знайдені в гепатоцитах [30, 31]. За різноманіттям клі-
тинних джерел і мішеней біологічної дії інтерлейкін-6 є 
одним з найбільш активних цитокінів, які беруть участь 
у реалізації імунної відповіді і реакціях запалення. Ак-
тивність ІЛ-6 по відношенню до клітин печінки полягає в 
експресії генів, що контролюють синтез білків гострої 
фази при запаленні.Нами показано підвищення рівня 
прозапальних цитокінів ФНП-α (на 26%, р<0,05), IЛ-6 (в 
8 разів, р<0,05) у клітинах печінки щурів при експери-
ментальній гіпохлоргідрії (табл. 2), що може призводити 
до стимуляції вироблення амілоїдних пептидів, пригні-
чення синтезу білка гепатоцитами, інгібування глюконе-
огенезу, порушення мітохондріального дихання та інду-
кції гепатоцелюлярного апоптозу. Більш того, стійке 
збільшення рівня прозапальних цитокінів може призво-
дити до перетворення зірчастих клітин в колаген-
продукуючі та до розвитку фіброзу [32].  

 
Таблиця  1. Вміст про- та протизапальних цитокінів у лізаті гепатоцитів щурів  

з тривалою шлунковою гіпохлоргідрією (М  м; n = 10) 

Група тварин
Показники 

Контроль Омепразол 

IЛ-6, пмоль/мг білка 10,22±0,88 83,22±7,21* 
ФНП-α, пмоль/ мг білка 40,14±3,39 53,53±4,21* 

 
Примітка: *– p < 0,05 порівняно з контролем. 
 
Отримані дані узгоджуються з ефектами ендотокси-

нів і ролі цитокінів в патофізіології ендотоксинемії при 
надходженні ендотоксинів у печінку, так встановлено, 
що ліпополісахариди впливають на фагоцитарну актив-
ність макрофагів, мають пряму імуносупресорну дію, є 
ключовими в патогенезі ендотоксинового шоку, який 
нерідко завершується поліорганною недостатністю, а 
також відіграють провідну роль у гемокоагуляційних 
порушеннях при інфекціях [33]. 

Висновки. Отже, нами показано, що стан експери-
ментальної гіпохлоргідрії супроводжується активацією 
системи оксиду азоту та гіперпродукцією прозапальних 
цитокінів у клітинах печінки щурів, що може бути пов'я-
зано з розвитком дисбактеріозу в умовах довготривало-
го зниження секреції гідрохлоридної кислоти. 
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ИММУНОБИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ПЕЧЕНИ КРЫС  
В УСЛОВИЯХ ДЛИТЕЛЬНОЙ ГИПОХЛОРГИДРИИ ЖЕЛУДКА 

Работа посвящена исследованию взаимосвязи системи оксида азота и уровня цитокинов в клетках печени крыс в условиях дли-
тельной гипохлоргидрии желудка. Показано накопление нитрит иона и повышение активности синтазы оксида азота в клетках пече-
ни при сниженной желудочной секреции. В настоящее время доказана ключевая роль оксида азота в регуляции иммунных реакций, так, 
нами установлено, что длительная гипохлоргидрия сопровождается выработкой провоспальтельных цитокинов (фактора некроза 
опухолей α, интерлейкина-6). 

Ключевые слова: печень, гипохлоргидрия, система синтазы оксида азота, цитокины. 
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IMMUNOBIOCHEMICAL PARAMETERS OF RAT'S LIVER UNDER LONG-TERM GASTRIC HYPOCHLORHYDRIA 
The present study aimed to correlation of nitric oxide system and cytokine levels in rat's liver cells under prolonged hypochlorhydria. Nitrite 

ions accumulation attached to increase nitric oxide synthase activity in the liver cells under reducing gastric acid secretion. Currently proved nitric 
oxide key role in the regulation of immune responses, so, prolonged hypochlorhydria accompanied by the synthesis of proinflammatory cytokines 
(tumor necrosis factor α, interleukin-6). 

Keywords: liver, hypochlorhydria, nitric oxide system, cytokines. 
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ЕКСПРЕСІЯ МРНК GADD34 ТА GADD45 У КЛІТИНАХ ГЛІОМИ ЛІНІЇ U87:  

ВПЛИВ БЛОКАДИ СИГНАЛЬНОГО ЕНЗИМУ ERN1 ТА ДЕФІЦИТУ ГЛЮКОЗИ 
 

Фактори GADD34 та GADD45 відіграють важливу роль у пригніченні росту злоякісних пухлин. Встановлено, що 
блокада обох ензиматичних функцій сенсорно-сигнального ензиму ERN1 (від ендоплазматичного ретикулуму до ядра-
1), що є основним компонентом сигналінгу за умов стресу ендоплазматичного ретикулуму, суттєво знижує рівень 
експресії генів GADD34 і GADD45A та посилює експресію гена GADD45B у клітинах гліоми лінії U87. Збільшення рівня 
експресії гена GADD45В та зниження експресії генів GADD34 і GADD45A у клітинах гліоми за умов пригнічення обох 
ензиматичних активностей ERN1 може приймати участь у пригніченні проліферації цих клітин. Встановлено, що 
дефіцит глюкози посилює експресію генів GADD34, GADD45A та GADD45В в обох типах клітин гліоми, але пригнічен-
ня функції сигнального ензиму ERN1 модифікує ефект дефіциту глюкози на рівень експресії як GADD34, так і GADD45A 
та GADD45В. Таким чином, результати даної роботи продемонстрували, що експресія генів GADD34, GADD45A та 
GADD45В у клітинах гліоми лінії U87 є залежною від сигнального ензиму ERN1 і змінюється за умов дефіциту глюкози, 
причому вираженість ефекту дефіциту глюкози істотно залежить від функції сигнального ензиму ERN1.  

Ключові слова: GADD34, GADD45, глюкоза, клетки глиомы. 
 
Вступ. Ішемія, як і гіпоксія, є важливим фактором 

росту різних злоякісних пухлин, в тому числі гліом, при-
чому вони, як і багато інших факторів, є індукторами 
стресу ендоплазматичного ретикулуму і експресії вели-

кої групи генів, зокрема тих, що контролюють процеси 
проліферації [1, 2]. Стрес ендоплазматичного ретику-
луму є відповіддю на накопичення не згорнутих чи не-
правильно згорнутих протеїнів у ендоплазматичному 
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