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EVALUATION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES PRODUCTION OF CORD BLOOD 

NUCLEATED CELLS ON CRYOPRESERVATION STAGES
Babijchuk L. A., Ryazantsev V. V., Zubov P. M., Mikhailova O. A.
Summary. The aim of this study was a comprehensive assessment of the cord blood nucleated 

cells with various methods of cryopreservation, which includes amount determining of intact and 
viable cells, as well as evaluation of reactive oxygen species production. It is shown that the most 
effective method of cord blood nuclear cells isolation for a high level of safety and viability, as well 
as low levels of production of reactive oxygen species is a two-step method of centrifugation of 
whole cord blood, followed by separation into red blood cells and concentrate of nuclear cells in au-
toplasma. The cryopreservation method of nucleated cells under the protection of 10 % DMSO 
least of all led to the activation of reactive oxygen species in cells and allowed to maintain a viable 
state for more than 80 % CD45 + -cells.
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Дослідження проведені в рамках науко-
вих тем біологічного факультету Київсько-
го національного університету імені Тараса 
Шевченка: «Дослідження механізмів функ-
ціонування органів травного тракту та роз-
робка методів їх корекції» (№ держреєстрації 
0106U005755) та «Визначення біохімічних, 
генетичних, імунологічних та цитологічних 
маркерів розвитку патологічних станів орга-
нізму з метою розробки засобів направленої 
корекції і профілактики» (№ держреєстрації 
0106U005750).

Вступ. Зниження секреції соляної кисло-
ти в шлунку сприяє посиленню колонізації 
травного тракту різноманітними мікроорга-
нізмами, оскільки кисле середовище є одним 
з найголовніших неспецифічних факторів 
захисту проти бактеріальної інфекції [17,29]. 
Відомо, що мікрофлора шлунково-кишкового 
тракту виконує імуномодулюючу функцію 
на різних рівнях імунного захисту: підтри-
мує імунний гомеостаз, активно взаємодіючи 
з клітинами імунної системи травного трак-
ту, визначає їх диференціацію, впливає на ба-
ланс в системі Th1 / Th2 та на синтез імунни-
ми клітинами багатьох цитокінів [11,27]. За 
умов тривалої гіпоацидності шлункового 

соку доцільним є профілактика та лікування 
дисбактеріозів пробіотиками.

Тривале зниження кислотності шлунко-
вого соку, викликане введенням інгібітору 
протонної помпи — омепразолу, призводить 
до морфофункціональних змін в шлунково-
кишковому тракті, запалення та значного 
підвищення рівня гастрину в крові (гіперга-
стринемії) [8,34]. Встановлено, що гіперга-
стринемія є фактором ризику розвитку пух-
лин шлунку та товстого кишечника [28,30].

Негативні наслідки гіпоацидності шлун-
кового соку, безумовно, впливають на імун-
ну систему, яка шляхом багатьох складних 
імунних реакцій підтримує фізіологічний 
стан організму. Сьогодні особлива увага до-
слідників пов’язана із з’ясуванням регуля-
торної ролі різноманітних цитокінів, які 
контролюють певні імунні реакції, в тому 
числі і ті, які суттєво впливають на функці-
онування травного тракту. Так відомо, що 
прозапальні цитокіни ІЛ-1β та ФНП-α є по-
тужними факторами пригнічення шлунко-
вої секреції [9], а ІФН-γ стимулює продукцію 
G-клітинами шлунку гастрину [33].

Сучасні експериментальні роботи при-
свячені вивченню механізмів дії пробіотиків 
та їх ролі в корекції порушень, які виника-
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ють за умов тривалого пригнічення шлун-
кової секреції соляної кислоти. Механізми 
впливу гіпоацидного стану на імунну систе-
му та можливі імуномодулюючи властивос-
ті мультипробіотиків за цих умов сьогодні 
не з’ясовані та викликають зацікавленість 
у дослідників.

Метою дослідження було вивчити цито-
морфологічну реакцію тимуса та селезінки 
щурів на введення мультипробіотика «Сим-
бітер® ацидофільний» концентрований 
за умов тривалого пригнічення шлункової 
секреції соляної кислоти, викликаного вве-
денням омепразолу.

Об’єкт і методи дослідження. Досліджен-
ня проведені на білих нелінійних щурах-
самцях вагою 160 – 180г, які були розділені 
на чотири групи по 10 тварин в кожній. Ма-
ніпуляції з тваринами та їх утримання в ві-
варії здійснювались згідно міжнародних ре-
комендацій та національного законодавства 
про проведення медико-біологічних дослі-
джень [5].

Контролем (I група) слугували щурі, яким 
упродовж 28 діб вводили 0,2 мл внутрішньо-
очеревинно (в / о) та 0,5 мл перорально воду 
для ін’єкцій. Другій групі щурів перорально 
вводили мультипробіотик «Симбітер® аци-
дофільний» концентрований (СИМ) (вироб-
ництва ТОВ «О. Д. Пролісок», Україна) в дозі 
0,14 мл / кг, розчинений у 0,5 мл води для 
ін’єкцій. Гіпоацидний стан у щурів (IІІ гру-
па) моделювали щоденним введенням про-
тягом 28 діб омепразолу (ОМ) (виробництва 
«Sigma-Aldrich», США), який є блокатором 
Н + -К + -АТФази — ключового ферменту син-
тезу соляної кислоти парієтальними клітина-
ми шлунку. ОМ вводили в / о один раз на добу 
в дозі 14 мг / кг, який був розчинений в 0,2 мл 
води для ін’єкцій. Щурам ІV групи одночас-
но з введенням ОМ вводили мультипробіотик 
СИМ, який є живою концентрованою біома-
сою симбіозу 14 унікальних пробіотичних 
штамів біфідобактерій, лактобацил, лакто-
коків та пропіоновокислих бактерій та фізі-
ологічно корисних продуктів їх метаболізму. 
В 10 мл СИМ міститься не менше 109 живих 
клітин. За добу до проведення експерименту 
тварини мали доступ лише до води.

Реакцію лімфоїдних органів оцінювали 
за ваговими індексами та відносним вмістом 
лімфоїдних клітин [21], які розраховували 
шляхом визначення співвідношення ваги ор-
гану до загальної ваги тварини та кількості 
клітин до ваги органу відповідно.

Щурів умертвляли методом дислокації 
шийних хребців через добу після останнього 
введення препаратів, попередньо зваживши 
на електронних вагах, вилучали тимус і се-
лезінку, які також зважували та поміщали 

в чашки Петрі з охолодженим середовищем 
199 («Sigma-Aldrich», США). Клітинну сус-
пензію лімфоцитів з тимуса та селезінки 
отримували шляхом виділення на градієн-
ті щільності Ficoll-Paque («Sigma-Aldrich», 
США) за методом [13]. Підрахунок лімфо-
їдних клітин з паралельним визначенням 
їх життєздатності шляхом фарбування три-
пановим синім проводили за методом [4] в ка-
мері Горяєва.

Статистичну обробку результатів дослі-
джень з використанням критерію Стьюдента 
для оцінки достовірності проводили за допо-
могою програми Statistica 7.0. Відмінності 
вважали достовірними при р0,05.

Результати досліджень та їх обговорення. 
Маса і клітинність лімфоїдних органів є ін-
тегральними показниками, що характеризу-
ють генералізовану реакцію імунної системи. 
При цьому необхідна інформативність дослі-
джень забезпечується тільки при одночас-
ному підрахунку обох показників, оскільки 
зміна маси лімфоїдного органа може відбува-
тись не лише за рахунок лімфоїдних клітин, 
а й, наприклад, за рахунок епітеліальних 
клітин чи жирової тканини [2,14].

Одним iз ключових лiмфоїдних органiв 
у розвитку iмунної вiдповiдi є тимус, 
основною функцією якого є дозрівання 
Т-лімфоцитів [35]. Окрім цього тимус також 
регулює рiвень клiтинного i гуморального 
iмунiтету шляхом експорту на периферію 
ефекторних i регуляторних клiтин, а також 
бiологiчно активних медiаторiв [31].

В контрольній групі щурів відносна вага 
та відносна клітинність тимуса становила 
відповідно 25 ± 2,2×10 – 4 ум. од. та 60 ± 5,5×107 
ум. од. (рис.1). У щурів, яким вводили лише 
мультипробіотик СИМ, відносна вага тим-
уса достовірно не змінювалась і становила 
21 ± 1,9×10 – 4 ум.од., на відміну від відносної 
клітинності цього органу, яка достовірно зрос-
тала до 84 ± 7,4×107 ум. од. (на 40 %, p0,05) 
порівняно з контролем. Встановлений ефект 
може бути пов’язаний з природною реакцією 
організму на введення хоч і корисних, але 
чужорідних мікроорганізмів у складі муль-
типробіотика, адже відомо, що пробіотичні 
мікроорганізми володіють штамоспецифіч-
ними імуномодулюючими власт  ивостями 
завдяки здатності викликати на себе імунну 
відповідь, в тому числі активацію Т-залежної 
ланки імунітету [12,16,23,26].

Гіпоацидний стан шлункового соку ви-
кликаний 28-добовим введенням щурам 
ОМ призводив до зменшення відносної маси 
тимуса з 25 ± 2,2×10 – 4 до 15 ± 1,2×10 – 4 ум. од. 
(на 32 %, p0,05) з одночасним підвищенням 
з 60 ± 5,5×107 до 92 ± 8,3×107 ум. од. (на 53 %, 
p0,05) відносного вмісту лімфоїдних клітин 
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в цьому органі порівняно з контрольною гру-
пою тварин.

Активація проліферативних процесів 
у тимусі щурів за умов тривалої гіпоацид-
ності шлункового соку, ймовірно, пов’язана 
з розвитком клітинно-опосередкованої імун-
ної відповіді та необхідністю залучення 
до неї додаткового пулу Т-лімфоцитів. Іс-
нують також дані, що в молекулі гастрину 
є фрагменти властиві тимусним гормонам [6] 
та може стимулювати імуногенез [10]. Тому 
посилення проліферації в тимусі під час три-
валого пригнічення шлункової секреції со-
ляної кислоти може відбуватись внаслідок 
трофічної дії гастрину, концетрація котрого 
значно зростає за умов 28-добового введення 
ОМ [3,20]. Відомо, що тимус є одним з най-
більш чутливих органів до впливу хімічних 
та фізичних факторів [1]. Не зважаючи на це, 
деградація тимуса може відбуватись не тіль-
ки в результаті токсичної дії ОМ, а й за ра-

хунок пригнічення міграції стромальних 
клітин з кісткового мозку під час анемії та не-
обхідності постійного експорту на периферію 
ефекторних і регуляторних клітин з тимуса 
для залучення до імунної відповіді. Адже ві-
домо, що анемія, розвиток хронічного запа-
лення та дисбактеріозу є одними з основних 
негативних наслідків тривалої гіпоацидності 
шлункового соку [7,18,22,25]. Отримані ре-
зультати також корелюють з даними літера-
тури про розвиток атрофії тимуса у тварин 
під час застосування аналогів ОМ — лансо-
празолу та тимопразолу [24,32].

Введення ж разом з ОМ мультипробіотика 
СИМ спричиняло зростання відносної ваги 
тимуса на 18 % (p0,05) порівняно з гру-
пою щурів, яким вводили ОМ, але значень 
контрольної групи тварин та щурів, яким 
вводили лише СИМ, не досягало, і стано-
вило 18 ± 1,6×10 – 4 ум. од. Показник віднос-
ної клітинності тимуса в цій групі становив 

0

5

10

15

20

25

30

Контроль Симбітер ОмепразолОмепразол +
Симбітер

О
рг
ан
ни

й 
ін
де
кс

, n
*1

0^
-4

0

20

40

60

80

100

120

140

Ві
дн

ос
на

 к
лі
ти
нн

іс
ть

, n
*1

0^
7

Органний
індекс

Відносна
клітинність

*
*

*

*/#/^

*/#

Рис. 1. Цитоморфологічний стан тимуса щурів з тривалим гіпоацидним станом за умов введення 
мультипробіотика (M±n, n=10).
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120 ± 10,1×107 ум. од. і був у 2 рази (p0,05) 
вищим ніж в контрольній групі, на 30 % 
(p0,05) вищим порівняно з щурами з трива-
лим гіпоацидним станом та на 43 % (p0,05) 
більшим порівняно з щурами, котрим вво-
дили лише СИМ. Така цитоморфологічна 
реакція тимуса на введення СИМ за умов 
гіпоацидного стану може бути пов’язана 
з імуномодулюючими властивостями пробіо-
тичних мікроорганізмів, які спричиняють 
активацію проліферативних процесів в тим-
усі для залучення нових Т-лімфоцитів до «бо-
ротьби» з запальними процесами та дисбак-
теріозом, що розвиваються на фоні тривалої 
гіпоацидності шлункового соку, спричиненої 
омепразолом.

Сенсибілізовані антигеном лімфоїдні клі-
тини мігрують до вторинних лімфоїдних ор-
ганів, включаючи селезінку. Мікрооточення 
селезінки сприяє міжклітинним контактам 
і генерації імунної відповіді. Головними поді-
ями, які відбуваються в селезінці, є індукція 
Т-залежної В-клітинної імунної відповіді, ге-
нерація антитілопродукуючих В-лімфоцитів 
і проліферація CD8 + Т-лімфоцитів. Весь цей 
час селезінка перебуває у стані транзиторної 
спленомегалії, рівень якої пропорційний рів-

ню активації імунної відповіді. Крім цього 
селезінка відіграє важливу роль як фільтру-
ючий орган (знаходиться на гематогенних 
шляхах поширення антигену) та орган руй-
нування еритроцитів і тромбоцитів. Імунні 
реакції, що відбуваються в організмі, при-
зводять до значних морфологічних змін в се-
лезінці [19].

Відносна вага та відносна клітинність се-
лезінки контрольної групи щурів становила 
відповідно 59 ± 3,8×10 – 4 ум. од. та 98 ± 8,7×106 
ум. од (рис.2).

Введення тваринам мультипробіотика 
СИМ достовірно не змінювало відносну вагу 
селезінки, котра становила 61 ± 4,2×10 – 4 ум. 
од., та значно збільшувало відносну клі-
тинність до 203 ± 19,8×106 ум. од. (на 107 %, 
p0,05) порівняно з контролем. Зафіксова-
не нами посилення процесів проліферації 
лімфоїдних клітин селезінки може бути 
пов’язане з активацією мікроорганізмами 
СИМ не лише клітинної ланки імунітету а й 
гуморальної відповіді на презентовані фаго-
цитуючими клітинами антигени мультипро-
біотика.

28-добове пригнічення шлункової секре-
ції соляної кислоти ОМ у щурів призводило 
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Рис. 2. Цитоморфологічний стан селезінки щурів з тривалим гіпоацидним станом за умов введення 
мультипробіотика (M±n, n=10).
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до помірної спленомегалії: збільшувались 
відповідно до 73 ± 5,5×10 – 4 ум. од. (на 24 %, 
p0,05) і до 148 ± 12,7×106 ум. од. (на 51 %, 
p0,05) масовий індекс селезінки та віднос-
ний вміст лімфоїдних клітин в цьому органі 
порівняно з контрольними тваринами. Така 
гіпертрофічна реакція селезінки, ймовірно 
пов’язана, як з посиленим виконанням фа-
гоцитарної та імунної функції, спрямованим 
на елімінацію чужорідних антигенів під час 
дисбактеріозу, так і з виконанням функції 
«гемокатерезу» під час руйнування еритро-
цитів в наслідок дефіциту заліза [15] та ві-
таміну В12 [24,31] в щурів з тривалою гіпоа-
цидністю шлункового соку.

Одночасне введення з ОМ мультипробіо-
тика СИМ достовірно не змінювало відносну 
вагу селезінки, яка становила 70 ± 5,3×10 – 4 
ум. од. (p0,05), порівняно з групою з три-
валою гіпоацидністю та групою щурів, які 
отримували лише СИМ, та залишало збіль-
шеним на 19 % (p0,05) цей показник порів-
няно з контролем. Відносна ж клітинність 
селезінки в групі щурів, яким з ОМ вводили 
СИМ становила 208 ± 18,5×106 ум. од. (p0,05), 
що на 40 % (p0,05) більше групи тварин, які 
отримували тільки ОМ, на 112 % (p0,05) 
більше контрольної групи та достовірно не 
відрізнялась від групи щурів, яким вводи-
ли лише СИМ. Отримані результати можуть 
свідчити про посилення експансії імунних 
клітин з розвитком проліферативних проце-
сів в селезінці в наслідок імуномодулюючої 
дії мультипробіотика СИМ за умов гіпоацид-
ності шлункового соку в щурів.

Висновки. Тривале пригнічення шлун-
кової секреції соляної кислоти призводить 
до гомеостатичних перебудов в тимусі та се-
лезінці щурів, які, ймовірно, пов’язані з роз-
витком анемії, запальних процесів та дисбак-
теріозу в організмі тварин. Мультипробіотик 
СИМ викликає активацію проліферативних 
процесів в досліджуваних лімфоїдних орга-
нах, що може бути проявом імуномодулюю-
чої дії цього препарату з залученням різних 
ланок імунітету для подолання негативних 
наслідків тривалої гіпоацидності шлунково-
го соку в щурів.

Перспективи подальших досліджень. 
Отримані результати досліджень дають під-
стави вважати, що імунокомпетентні кліти-
ни є залученими в імунну відповідь за умов 
гіпоцидності шлункового соку. З’ясування 
механізмів імуномодулюючої дії мульти-
пробіотику «Симбітер® ацидофільний» кон-
центрований сприятиме його впровадженню 
в клінічну практику лікування кислотоасо-
ційованих захворювань з метою подолання 
негативних наслідків тривалого зниження 
шлункової секреції соляної кислоти.
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РЕАКЦИЯ ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНОВ КРЫС НА ВВЕДЕНИЕ МУЛЬТИПРОБИОТИКА 

«СИМБИТЕР® АЦИДОФИЛЬНЫЙ» КОНЦЕНТРИРОВАНЫЙ НА ФОНЕ ДЛИТЕЛЬНОГО 
СНИЖЕНИЯ ЖЕЛУДОЧНОЙ СЕКРЕЦИИ СОЛЯНОЙ КИСЛОТЫ

Короткий А. Г., Пилипенко С. В., Компанец И. В., Остапченко Л. И.
Резюме. Исследована реакция тимуса и селезенки крыс с 28-суточным снижением секре-

ции соляной кислоты на введение мультипробитика «Симбитер® ацидофильный концентри-
рованный». Показано, что длительная гипоацидность желудочного сока вызывает цитомор-
фологические изменения в тимусе и селезенке крыс. Введение мультипробиотика оказывает 
иммунномодулирующие действие через активацию пролиферативных процессов в исследуе-
мых лифоидных органах.
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Короткий А. Г., Пилипенко С. В., Компанець І. В., Остапченко Л. І.
Резюме. Досліджена реакція тимусу та селезінки щурів з 28-добовим зниженням секре-

ції соляної кислоти на введення мультипробіотика «Симбітер® ацидофільний концентро-
ваний». Показано, що тривала гіпоацидність шлункового соку викликає цитоморфологічні 
зміни в тимусі та селезінці щурів. Введення мультипробіотика викликає імуномодулюючу 
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REACTION of LYMPHOID ORGANS on INJECTION of MULTIPROBIOTIC «SYMBITER® 

ACIDOPHILIC» CONCENTRATED on the BACKGROUND of LONG-TERM DECREASE of GAS-
TRIC ACID SECRETION

Korotkyi О. G., Pilipenko S. V., Kompanets I. V., Ostapchenko L. I.
Summary. It was investigated the reaction of thymus and spleen in rats with 28 days decrease 

of gastric acid secretion on injection of multiprobiotic «Symbiter® acidophilic» concentrated. It was 
shown that long-term hypoacidity of gastric juice evoked cytomorphological changes in thymus 
and spleen. Injection of multiprobiotic «Symbiter® acidophilic» exert immunomodulatory action 
via activation of proliferative processes in observable lymphoid organs.
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