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РАЗНООБРАЗИЕ И СВОЙСТВА ЗАЩИТНЫХ ПЕПТИДОВ  

ИЗ КОЖНЫХ СЕКРЕТОВ БЕСХВОСТЫХ АМФИБИЙ 
Катионные противомикробные белки являются важной частью врожденного неспецифического иммунитета, первого защитного 

барьера, присущего почти всем живым организмам. Основной задачей таких белков является уничтожение опасных микроорганизмов 
(грибков, бактерий, вирусов, паразитов и т. д.). Кожа амфибий является богатым источником соединений, содержащих такие моле-
кулы, которые производятся и депонируются в расположенных на дорзальной стороне тела кожных железах. В настоящее время 
защитные белки были обнаружены у всех семейств земноводных, что указывает на возможность использования связи между струк-
турой этих белков, частей генома, ответственных за их производство в эволюционных исследованиях, и поиске филогенетических 
связей между отдельными группами амфибий. Более того, антимикробные белки могут использоваться в современной медицине. 
Амфибии могут стать богатым источником биологически активных веществ, использование которых может дать новый виток 
фармацевтической промышленности. У этих веществ было открыто гораздо больше возможностей, чем считалось ранее. Напри-
мер, они могут использоваться в качестве коагулянтов или как компоненты противовирусной терапии. Таким образом, изучение 
свойств антимикробных белков в Украине (из 15 видов бесхвостых земноводных, относящихся к 5 семействам – Pelobatidae, Hylidae, 
Bufonidae, Ranidae и Bombinatoridae) является очень перспективным и многообещающим направлением совместных исследований в 
областях биохимии и зоологии. В этой статье описываются химические особенности и свойства противомикробных белков, 
известных в настоящее время из литературы, и их присутствия в разных семействах бесхвостых земноводных. Основная цель 
работы – показать изменчивость этих веществ у амфибий, чтобы создать основу для дальнейших исследований антимикробных 
белков в Украине и изучения их фармацевтического потенциала. 
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УДК 616-056.52 
Н. Белемець, асп., Т. Фалалєєва, д-р біол. наук, 

Т. Берегова, д-р біол. наук, Л. Остапченко, д-р біол. наук 
ННЦ "Інститут біології та медицини",  

Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ, Україна, 
Н. Кобиляк, канд. мед. наук, О. Курик, д-р мед. наук  

Національний медичний університет імені О. О. Богомольця, Київ, Україна, 
О. Сулаєва, д-р мед. наук 

Патоморфологічна лабораторія "CSD Health Care", Київ, Україна 
 

МОРФОГЕНЕЗ ПІДШЛУНКОВОЇ ЗАЛОЗИ  
ЗА УМОВ ГЛУТАМАТ-ІНДУКОВАНОГО ОЖИРІННЯ:  

МЕХАНІЗМИ КОРИГУЮЧОЇ ДІЇ МЕЛАНІНУ 
 
Досліджено морфогенез підшлункової залози в щурів за умов глутамат-індукованого ожиріння та оцінювання ефе-

ктів меланіну за певних умов. Дослідження здійснено на 45 новонароджених самцях щурів Wistar, розділених на 3 групи 
по 15 тварин у кожній. 1 група – новонародженим щурам інтактної групи підшкірно в кількості 8 мкл/г вводили фізіо-
логічний розчин на 2–10-й день життя. 2 група – новонародженим щурам підшкірно в кількості 8 мкл/г вводили глута-
мат натрію (ГН) (4 мг/г) відповідно на 2–10-й день життя. 3 група щурів отримувала меланін (1 мг/кг), розчинений у 
воді (0,25 мл/100 г) (внутрішньошлунково, в/ш). Група ІІ відповідно отримувала 2,5 мл/кг води (в/ш). Меланін було 
отримано з дріжджоподібних штамів Pseudonadsoniellabrunea(Nadsoniellanigra X1 з Української антарктичної станції. 
Введення меланіну починали через 4 тижні після народження та продовжували двотижневими курсами з перервами у 
2 тижні. Протягом 4 місяців після народження щури перебували на звичайному харчовому раціоні. 4-місячних тварин 
декапітували, забирали підшлункову залозу для гістологічного та імуногістохімічного дослідження. Підшлункову за-
лозу фіксували в 10 % формаліні, зневоднювали і заливали парафіновим воском. Парафінові ділянки 5 мкм були розрі-
зані та забарвлені гематоксиліном та еозином. Оскільки запалення є одним із провідних механізмів ураження підшлун-
кової залози під час ожиріння, прозапальну активацію клітин підшлункової залози аналізували імуногістохімічною оці-
нкою клітин CD68, експресією NF-kB та TNF-α. 

Введення глутамату натрію викликало розвиток ожиріння зі збільшенням обсягу вісцерального жиру, зростанням 
кількості в ньому прозапальних макрофагів та підвищенням експресії NF-kB і TNFα. У підшлунковій залозі відбувалася 
гіперплазія інсулярного апарату, асоційована з макрофагальною інфільтрацією і підвищенням експресії СОХ-2. Вве-
дення меланіну запобігало порушенню морфогенезу підшлункової залози у тварин з глутамат-індукованим ожирінням, 
нівелюючи активацію прозапальних сигнальних шляхів. 

Ключові слова: глутамат натрію, ожиріння, клітини CD68, експресія NF-kB і TNF-α, меланін. 
 
Вступ. За висновком Всесвітньої організації охо-

рони здоров'я (ВООЗ), ожиріння є однією з найбільш 
актуальних проблем у зв'язку з його високою пошире-
ністю по всьому світу, а також його внеском у високі 
показники супутньої захворюваності та смертності [9]. 
Метаболічні порушення під час ожиріння призводять 
до виникнення ряду захворювань, а саме до розвитку 
цукрового діабету 2 типу, кардіоваскулярної патології 
(артеріальна гіпертензія, атеросклероз, ішемічна хво-
роба серця, цереброваскулярні розлади), змінопорно-
рухового апарату (остеохондроз хребта та обмінно-
дистрофічний поліартрит), уражень гепато-біліарної 
системи (дискінезія жовчного міхура, хронічний холе-
цистит, жовчнокам'яна хвороба, неалкогольне жирове 

ураження печінки), злоякісних новоутворень, зокрема 
раку легень, молочної залози, раку тіла матки і яєчни-
ка тощо. [6, 25]. Ожиріння зменшує тривалість життя 
на 3–5, а інколи, у разі тяжких форм, на 15 років [29]. 

Ожиріння, особливо в ранньому онтогенезі, – це 
багатофакторний процес, який супроводжується змі-
нами харчової поведінки, системних механізмів регу-
ляції метаболізму [3, 25]. Це неминуче позначається 
не тільки на функціонуванні, а й на морфогенезі підш-
лункової залози (ПЗ). ПЗ має дві частини: екзокринну, 
що продукує широкий спектр травних ферментів, і ен-
докринну, яка формує 1–3 % маси залози і є джере-
лом панкреатичних гормонів [22, 27]. Ендокринна і 
екзокринна частини ПЗ розвиваються з одного ембрі-
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онального джерела [3, 10] і тісно пов'язані анатомічно, 
однак при цьому часто ці дві частини вивчаються ок-
ремо один від одного [2, 5, 14, 17, 27]. 

Результати досліджень, присвячених оцінюванню 
стану екзокринної частини ПЗ у разі ожиріння та цукро-
вого діабету 2 типу (ЦД2), суперечливі. Деякі автори 
продемонстрували зниження маси ацинусів ПЗ [14, 19]. 
Інші, навпаки, довели збільшення об'єму ПЗ як за раху-
нок панкреатичного жиру, так і за рахунок маси ацину-
сів [13, 21]. Однією з потенційних причин порушень фу-
нкціонування екзокринної частини ПЗ під час ожиріння 
вважається запалення [8, 19]. Ця концепція підтверджу-
ється фактором частоти асоціації ожиріння з розвитком 
панкреатиту [9, 16, 26]. 

З іншого боку, відомо, що ожиріння як фактор ризику 
розвитку діабету 2 типу пов'язане з гіперінсулінемією 
[24]. Останній, по суті, є компенсаторним механізмом, 
спрямованим на підтримку нормоглікемії. Основним 
джерелом продукції інсуліну є бета-клітини островців 
ПЗ [20, 22]. Завдяки пластичності і феномену трансди-
ференціювання можливе збільшення кількості бета-
клітин і маси ендокринних островців [1, 2]. Крім того, у 
разі ожиріння описано збільшення питомої площі ост-
ровців на 30 % і підвищення маси бета-клітин на 50 % 
[18, 28]. З іншого боку, надлишкове навантаження на 
бета-клітини може призводити до їх пошкодження та 
зниження кількості [14, 30]. Зважаючи на багатофактор-
ність етіологічних чинників, залишається незрозумілим, 
що первинне – ураження ендо- чи екзокринної частини 
ПЗ у разі ожиріння? Які механізми та морфогенетичні 
прояви дисфункції ПЗ у разі ожиріння в ранній постна-
тальний період? Це, у свою чергу, обмежує можливості 
корекції дисфункції ПЗ під час ожиріння. 

Раніше нами було показано протективні ефекти ме-
ланіну, що знижує розвиток глутамат-індукованої ожи-
ріння в ранній постнатальний період і обмежує розвиток 
неалкогольного жирового пошкодження печінки [4]. 

Метою цієї роботи було вивчення морфогенезу ПЗ у 
разі глутамат-індукованого ожиріння та оцінюванню 
ефектів меланіну за певних умов.  

 
Матеріали й методи. Дослідження виконано на 

45 щурах-самцях з дотриманням нормативів Конвенції 
з біоетики Ради Європи 1997 року, Європейської кон-
венції про захист хребетних тварин, які використову-
ються для експериментальних та інших наукових ці-
лей, загальних етичних принципів експериментів на 
тваринах, ухвалених Першим національним конгресом 
України з біоетики (вересень 2001 року), інших міжна-
родних угод та національного законодавства у цій га-
лузі. Тварин утримували в умовах акредитованого 
віварію згідно зі "Стандартними правилами по упоряд-
куванню, устаткуванню та утриманню експеримента-
льних біологічних клінік (віваріїв)". Прилади, що вико-
ристовувалися для наукових досліджень, підлягали 
метрологічному контролю.  

Щурів було розділено на 3 групи по 15 тварин в 
кожній. Новонародженим щурам I групи підшкірно в 

кількості 8 мкл/г вводили 0,9 % NaCl. Новонародженим 
щурам ІI та IІІ груп підшкірно в кількості 8 мкл/г вводи-
ли глутамат натрію(4 мг/г) відповідно на 2, 4, 6, 8,  
10-й день життя [11, 12]. Протягом 4 місяців після на-
родження щури перебували на звичайному харчовому 
раціоні. ІІІ група отримувала меланін (1 мг/кг), розчи-
нений у воді (0,25 мл/100 г) (внутрішньошлунково, 
в/ш). Група ІІ відповідно отримувала 2,5 мл/кг води 
(в/ш). Введення починали через 4 тижні після наро-
дження та продовжували двотижневими курсами з 
перервами у 2 тижні. Протягом 4 місяців у щурів усіх 
груп було зроблено аналіз змін маси тіла. 4-місячних 
тварин декапітували, збирали ПЗ для гістологічного та 
імуногістохімічного дослідження [5, 18]. 

ПЗ фіксували в 10 % нейтральному формаліні про-
тягом 1-2 діб. Далі препарат піддавали зневодненню у 
розчині ацетилового спирту зростаючих концентрацій 
(70 %, 80 %, 90 %, 96 % – по одній добі в кожному роз-
чині), просвітленню у діоксані (0,5–2 год.) та хлорофор-
мі (1 год.), просочуванню сумішшю парафіну з хлоро-
формом 1:1 (до 2 год. при температурі + 37 оС) та чис-
тим парафіном (2 год. при температурі + 56 оС), після 
чого заливали у чистий розплавлений парафін. Пара-
фінові зрізи підшлункової залози завтовшки до 5 мкм 
виготовляли на санному мікротомі, фарбували гематок-
силіном з дофарбуванням еозином.  

Для оцінки наявності та вираженості запальних змін 
на тлі експериментального ожиріння було здійснено 
імуногістохімічне дослідження з оцінкою кількості і роз-
поділу CD68 позитивних клітин [7]. Крім того, оцінювали 
експресію таких відомих маркерів запалення, як NF-kB і 
циклооксигеназа 2 (СОХ2), а також експресію  
TNF-альфа імуногістохімічно за стандартним протоко-
лом [5, 15]. Підрахували відсоток імунопозитивних клі-
тин в різних компартментах ПЗ. Інтенсивність імунопо-
зитивних клітин оцінювали напівкількисним методом як 
слабку (1+), помірну (2+) або виражену (3+) [18, 23]. 

Під час оцінювання ендокринної частини ПЗ викону-
вали вимірювання діаметра острівців і оцінку кількості 
клітин у межах одного острівця. 

Статистична обробка даних здійснювалася у пакеті 
програм "Statistica 8.0". Для аналізу виду розподілу да-
них було використано Wкритерій Шапіро–Уілка. Оскіль-
ки дані виявилися нормально розподіленими, то для 
статистичної обробки було використано критерій Лева-
на для оцінки рівності дисперсій і t-критерій Стьюдента 
– для незалежних вибірок. Розраховували середнє зна-
чення (М) і стандарте квадратичне відхилення (SD). 
Значущими вважали відмінності при р ≤ 0,05. 

 
Результати та обговорення. Розвиток глутамат-

індукованого ожиріння супроводжувався накопиченням 
вісцерального жиру, в межах якого визначалися гіперт-
рофовані адипоцити, з ділянками запальної інфільтра-
ції. Проведення імуногістохімічного дослідження вияви-
ло наявність між адипоцитами і в межах інфільтратів 
значної кількості прозапальних макрофагів, що експре-
сували NF-kB і TNFα (рис. 1). 
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Рис. 1. Жирова тканина за експериментального глутамат-індукованого ожиріння.  
А – запальні зміни на тлі гіпертрофії адипоцитів. Забарвлення гематоксиліном і еозином. Зб. 100.  

Б – експресія NF-kB і В – експресія TNFα. Імуногістохімічне дослідження з використанням МАТ до NF-kB і TNFα. Зб. 100 
 

Вивчення морфології ПЗ у тварин з глутамат-
індукованим ожирінням виявило зміну пропорцій екзо- і 
ендокринної частин залози. Ці зміни були обумовлені 

збільшенням кількості, розміру і щільності розташуван-
ня острівців Лангерганса. Вони розташовувалися гру-
пами, формуючи пари або каскади (рис. 2).  
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Рис. 2. Збільшення кількості та розмірів ендокринних острівців підшлункової залози  
за умов глутамат-індукованого ожиріння. Забарвлення гематоксиліном і еозином. Зб. 200 

 
Частина острівців мали витягнуту форму, і були 

розташовані переважно на периферії часточок – іноді 
близько до міжчасточкових перегородок і протоків. 
Середній діаметр острівців у тварин експерименталь-
ної групи зріс більш, ніж в 2 рази (P < 0,001). Це су-
проводжувалося збільшенням кількості і щільності 
ендокринних клітин в межах острівця, що дозволяє 
говорити про гіперплазію інсулоцитів. Середня кіль-
кість ендокринних клітин в острівці в межах одного 
зрізу зросла з 122 ± 8 до 204 ± 15 (P < 0,001). При 
цьому найбільша щільність розташування ендокрин-
них клітин була зареєстрована на периферії острівців. 
Зміна щільності клітин і розмірів острівців супрово-

джувалася незначним збільшення кількості і щільності 
кровоносних судин з ознака активної перфузії. 

Екзокринна частина ПЗ у тварин з глутамат-
індукованим ожирінням характеризувалася варіабель-
ними проявами зміни секреторної активності ацинусів – 
у них варіювала вираженістьзимогенної зони. Хоча при 
цьому не виявлено достовірних змін розмірів ацинусів. 
У деяких випадках у міжчасточкових перегородках було 
помічено скупчення адипоцитів великих розмірів. 

Характерно ознакою для тварин з глутамат-
індукованим ожирінням була наявність у міжчасточко-
вих перегородках лейкоцитарної інфільтрації – перева-
жно в периваскулярних і перидуктальних зонах (рис. 3).  
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Рис. 3. Запальні зміни в підшлунковій залозі, асоційовані зі збільшенням кількості макрофагів  
за глутамат-індукованого ожиріння. 

А – Лейкоцитарна інфільтрація міжчасточкових перегородок. Забарвлення гематоксиліном і еозином.  
Б–Г – макрофаги в межах острівців (Б), міжчасточкових перегородок (В) і навколо ацинусів (Г).  

Імуногістохімічне дослідження до CD68. Зб. 100 
 

Виразність інфільтрації варіювала від слабкої до 
помірної. Проведення імуногістохімічного дослідження 
виявило значне збільшення кількості макрофагів в екзо-
кринній частині ПЗ – в межах міжчасточкових перегоро-
док і всередині часточок – в періацинарному просторі 
(P < 0,001). Крім того, макрофаги визначалися в межах 
ендокринних острівців (2,8 ± 0,3 CD68-позитивних клі-

тин в межах одного острівця), хоча в контрольних тва-
рин CD68-позитивних клітин не було виявлено в острів-
цях. Наявність CD68+ макрофагів у експериментальних 
тварин була асоційована з підвищенням експресії COX-2 
і NF-kB. Експресія COX-2 виявлена у вигляді мозаїчної 
позитивної реакції в клітинах острівців (рис. 4).  
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Рис. 4. Експресія СОХ-2 у міжчасточкових перегородках (А) й острівцях (Б) підшлункової залози  
за глутамат-індукованого ожиріння. Імуногістохімічне дослідження з використанням МАТ до СОХ2 

 
В екзокринній частині також було помічено виражену 

позитивну реакцію на СОХ-2 і NF-kB, яка виявлена в 
периваскулярній зоні та в ділянках інфільтрації. 

Таким чином, глутамат-індуковане ожиріння супро-
воджувалося розвитком гіперплазії інсулярного апарату 
ПЗ і запальними змінами в екзокринної частини залози. 
Останнє було обумовлено збільшенням кількості мак-
рофагів з активацією експресії COX-2 і NF-kB. 

Введення меланіну запобігало патологічним змінам 
в ПЗ. У межах екзокринної частини ПЗ виявлялися ли-
ше поодинокі макрофаги, ознаки значущою лейкоцита-
рної інфільтрації були відсутні. Ендокринні острівці ма-
ли розміри порівняно з такими в контрольній групі. Кіль-
кість ендокринних клітин в межах одного острівця була 
статистично значуще нижча за показник у тварин з глу-
тамат-індукованим ожирінням (P < 0,001) і не відрізня-
лася від такої в контролі. Імуногістохімічне дослідження 
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дозволило виявити лише поодинокі макрофаги в межах 
ендо- та екзокринної частини ПЗ, у яких визначалася 
слабка експресія СОХ-2. 

Таким чином, введення меланіну запобігало пору-
шенню морфогенезу ПЗ у тварин з глутамат-
індукованим ожирінням. 

 
Висновки:  
1. Введення глутамату натрію викликає розвиток 

ожиріння зі збільшенням обсягу вісцерального жиру, 
зростанням кількості в ньому прозапальних макрофагів 
та підвищенням експресії NF-kB і TNFα. 

2. Під час глутамат-індукованого ожиріння в підшлу-
нковій залозі відбувається гіперплазія інсулярного апа-
рату, асоційована з макрофагальною інфільтрацією і 
підвищенням експресії СОХ-2. 

3. В екзокринній частині підшлункової залози при 
MSG-індукованому ожирінні помічено розвиток лей-
коцитарної інфільтрації зі збільшенням кількості мак-
рофагів у міжчасточкових перегородках і навколо 
ацинусів, що супроводжувалося підвищенням актив-
ності СОХ-2 і NF-kB. 

4. Введення меланіну запобігало порушенню мор-
фогенезу підшлункової залози у тварин з глутамат-
індукованим ожирінням, нівелюючи активацію прозапа-
льних сигнальних шляхів. 
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МОРФОГЕНЕЗ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ В УСЛОВИЯХ ГЛУТАМАТ-ИНДУЦИРОВАННОГО ОЖИРЕНИЯ: 

МЕХАНИЗМЫ КОРРЕКТИРУЮЩЕГО ДЕЙСТВИЯ МЕЛАНИНА 
Исследован морфогенез поджелудочной железы у крыс в условиях глутамат-индуцированного ожирения и оценке эффектов мела-

нина при данных условиях. Исследования проведены на 45 новорожденных крыс самца хлинии Wistar, разделенных на 3 группы по 15 
животных в каждой. 1 группа – новорожденным крысам интактной группы подкожно в объеме 8 мкл/г вводили физиологический раст-
вор на 2–10-й день жизни. 2 группа – новорожденным крысам подкожно в объеме 8 мкл/г вводили глутамат натрия (ГН) (4 мг/г) соо-
тветственно на 2–10-й день жизни. 3 группа – крысы получали меланин (1 мг/кг), растворенный в воде (0,25 мл/100 г) (внутрижелудоч-
но (в/ж)). Группа ГН соответственно получала 2,5 мл/кг воды (в/ж). Меланин был получен из дрожжеподобных штаммов Nadsoniellanigra 
X1 с Украинской антарктической станции. Введение меланина начинали через 4 недели после рождения и продолжали недельными 
курсами с перерывами в 2 недели. В течение 4 месяцев после рождения крысы находились на обычном пищевом рационе. 4-месячных 
животных декапитировали, собирали поджелудочную железу для гистологического и иммуногистохимического исследования. 
Поджелудочную железу фиксировали в 10 % формалине, обезвоживали и заливали парафиновым воском. Парафиновые участки 5 мкм 
были разрезаны и окрашены гематоксилином и эозином. Поскольку воспаление является одним из ведущих механизмов поражения 
поджелудочной железы при ожирении, провоспалительные клетки поджелудочной анализировали иммуногистохимической оценкой 
клеток CD68, экспрессией NF-kB и TNF-α. 

Введение глутамата натрия вызвало развитие ожирения с увеличением объема висцерального жира, ростом количества в нем 
провоспалительных макрофагов и повышением экспрессии NF-kB и TNFα. В поджелудочной железе наблюдалась гиперплазия инсуляр-
ного аппарата, ассоциированная с макрофагальной инфильтрацией и повышением экспрессии СОХ-2. Введение меланина предотвра-
щало нарушения морфогенеза поджелудочной железы у животных с глутамат-индуцированным ожирением, нивелируя активацию 
провоспалительных сигнальных путей. 
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MORPHOGENESIS OF PANCREAS UNDER THE CONDITIONS OF GLUTAMAT-INDUCED OBESITY:  

MECHANISMS OF CORRECTION ACTION OF MELANIN 
The aim of work was to study the morphogenesis of pancreas in rats with glutamate-induced obesity and to evaluate the effects of melanin un-

der these conditions. We included 45 newborn Wistarmale rats, divided into 3 groups of 15 animals each.1 group – newborns rats of intact group 
were administered with saline subcutaneously (s.c.) in the volume of 8 µl/g at 2–10th postnatal days. 2group – newborns rats of MSG-group received 
a solution of MSG (4,0 mg/g of body weight) s.c. at 2–10th postnatal days. 3 group – rats received aqueous solution of melanin in dose 1 mg/kg at 
volume 2,5 ml/kg per os (p.o.). Melanin was obtained from yeast-like fungi Nadsoniellanigra X1 strain from Ukrainian Antarctic station. Melanin ad-
ministration was started at the age of 4 weeks just after wean and continued for 3 months intermittently alternating two- week course of introduction 
with two-week course of break. Within 4 months after birth, rats had a normal diet. Pancreas tissue was fixed in 10 % formalin, dehydrated and im-
bedded in paraffin wax. Paraffin sections of 5μm were cut and stained with hematoxylin and eosin. As low-grade inflammation is one of the leading 
mechanisms of pancreas lesion in obesity, the proinflammatory activation of pancreas cells was analyzed by immunohistochemical assessment of 
CD68 cells, NF-kB and TNF-α expression. 

The injection of glutamate sodium causes the development of obesity with an increase in the amount of visceral fat, an increase in the number 
of proinflammatory macrophages in it and an increase in the expression of NF-kB and TNFα. In the pancreas, there is a hyperplasia of the insular 
apparatus, associated with macrophage infiltration and an increase in the expression of COX-2. The introduction of melanin prevented the morpho-
genesis of the pancreas in animals from glutamate-induced obesity, leveling the activation of proinflammatory signaling paths. 

Key words: monosodium glutamate, obesity, CD68 cells, NF-kB and TNF-α expression, melanin. 
 


