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У дисертаційній роботі наведене нове науково обґрунтоване теоретичне узагальнення і науково-практичне вирішення наукової задачі, що полягає у встановленні механізмів розвитку патологічних змін у підшлунковій залозі щурів за умов гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин та на підставі аналізу цих змін експериментально обґрунтована ефективність превентивного застосування меланіну.

Дослідження були виконані на щурах-самцях лінії Вістар масою 180 г – 220 г, які були розподілені на групи: інтактний контроль; тварини, яким моделювали гострий стрес, меланін у інтактних тварин; тварини, яким вводили меланін до моделювання гострого стресу; плацебо. Всі досліджувані групи тварин розподілялися на стресонестійких та стресостійких на підставі аналізу переміних показників нейроетологічного тесту «Відкрите поле»: горизонтальна активність (кількість пересічених квадратів), латентний період першого переміщення, час у центрі майданчика, кількість виходів у центр поля, вертикальна активність (кількість стійок – rearing), кількість вмивань (grooming) і показник вегетативного балансу (кількість болюсів та уринацій). На підставі проведеного факторного аналізу отримали три фактори: F1 (пошуково-дослідницький) – йому відповідають перемінні, що відображають такі поведінкові характеристики, як горизонтальна активність, вертикальна активність та кількість виходів в центр поля;  F2 (швидкість адаптації) корелює з такими перемінними, як час у центрі майданчика та латентний період першого переміщення; F3 (емоційність та тривожність) відповідають кількості вмивань та показникам вегетативного балансу. До стресостійких відносили щурів, у яких була висока швидкість адаптації, низькі показники рухової активності, дослідницької поведінки і вегетативного балансу, а до стресонестійких – тварин з низькою швидкістю адаптації, високою руховою активністю, дослідницькою поведінкою і показниками вегетативного балансу. Контролем слугували тварини відповідного типу реагування, яким не моделювали стрес-синдром.
У роботі були використані такі методи дослідження як патофізіологічні, нейроетологічний тест "Відкрите поле", біохімічні, морфологічні, математико-статистичні. 
Вперше проаналізовані механізми розвитку патологічних змін у підшлунковій залозі щурів за умов гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин та на підставі аналізу цих змін експериментально обґрунтовано ефективність меланіну.

Вперше показано, що за умов гострого стресу у стресонестійких тварин розвивається дисбаланс протеїназно-інгібіторного потенціалу за декомпенсаторним типом, про що свідчить вірогідне зростання загальної протеолітичної активності  на тлі зниження активності інгібіторів протеїназ порівняно з відповідним контролем.

Показано, що за умов гострого стресу у підшлунковій залозі щурів розвивається оксидативний стрес у тварин стресонестійкого типу, про що свідчить вірогідне зростання вмісту ТБК-реактантів, молекул середньої маси на фоні вірогідного зниження активності каталази та супероксиддисмутази у порівнянні з відповідним контролем. 

Вперше доведена експериментальна ефективність меланіну в підшлунковій залозі за умов гострого стресу, про що свідчить вірогідне зменшення загальної протеолітичної активності стресонестійких тварин порівняно зі щурами відповідного типу без корекції. Попереднє введення меланіну достовірно пригнічувало амілолітичну активність підшлункової залози всіх типів тварин, але ліполітична активність вірогідно у 2 рази зменшувалась тільки у тварин стресонестійкого типу порівняно з відповідними стресованими тваринами без корекції. Меланін пригнічує активацію NO-ергічної системи підшлункової залози у стресостійких тварин за умов гострого стресу, про що свідчить достовірне зменшення загальної NO-синтазної активності у порівнянні з тваринами, яким моделювали гострий стрес без корекції. Вміст нітрит-йонів вірогідно зменшувався у підшлунковій залозі стресонестійких тварин порівняно з відповідним контролем. Попереднє введення меланіну щурам за 30 хвилин до моделювання гострого стресу сприяло вірогідному зростання вмісту нітрит-йонів у підшлунковій залозі стресонестійких тварин у порівнянні з тваринами, яким моделювали гострий стрес без корекції.

Введення меланіну щурам за 30 хвилин до моделювання гострого стресу сприяло вірогідному пригніченню розвитку оксидативного стресу підшлункової залози у тварин всіх типів, про що свідчить достовірне зменшення вмісту ТБК-реактантів на тлі вірогідного зростання активності каталази порівняно з  щурами відповідного типу без корекції. 

Уточнено наукові дані про патоморфологічні зміни у підшлунковій залозі стресонестійких тварин за умов гострого стресу, виявлено некробіотичні зміни дифузного характеру, явища фокального колікваційного некрозу клітин з неповним руйнуванням їх зовнішньої мембрани, незворотні некротичні деструкції клітин ацинусів підшлункової залози, набрякання міжацинарних прошарків сполучної тканини, внаслідок підвищення судинної проникності. Введення меланіну попереджало розвиток патологічних змін підшлункової залози щурів у стресонестійких тварин за умов гострого стресу.

Ключові слова: гострий стрес, стресостійкість, «відкрите поле», підшлункова залоза, меланін.
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ABSTRACT
SlobodianykN. M. Pathogenetic substantiation of correction of pathological changes in pancreas depending on stress resistance of animals. – Manuscript.

Thesis for the Candidate of Medical Science Degree in Speciality 14.03.04 – Pathological Physiology. – Higher State Educational Establishment of Ukraine “Ukrainian Medical Stomatological Academy”, Ministry of Public Health of Ukraine, Poltava, 2017

Kharkiv National Medical University, Ministry of Public Health of Ukraine. – Kharkiv, 2017. 

This dissertation provides new scientifically substantiated theoretical generalization and practical solution of the scientific problem, which consists in determining mechanisms of the development of pathological changes in the pancreas of rats during the acute stress depending on the animal stress resistance. Bases on the analysis of these changes, the research work represents the experimentally substantiated effectiveness of melanin used as a preventive measure.

The series of experiments were performed on Wistar male rats weighing 180 g – 220 g, which were broken down into groups: intact control; animals subjected to acute stress simulation, intact animals, which were administered with melanin; animals, which were administered melanin before acute stress simulation; placebo. All investigated groups of animals were divided into stress-resistant and stress-susceptible based on the analysis of the variables of the neuroethological parameters in the «Open field test»: horizontal activity (number of crossed squares), latency period of the first movement, duration of time of staying in the central square, number of the turns on entering the centre of the field, vertical activity including number of rearing, number of grooming (time the animal spent licking or scratching itself while stationary), and vegetative balance (number of urinations and defecations). On the basis of the factor analysis conducted, three factors were obtained and evaluated: F1 (exploration) - the relevant variables reflecting such behavioural characteristics as horizontal activity, vertical activity and the number of turns to the centre of the field; F2 (adaptation time) correlates with such variables as time of staying in the centre of the square and the latent period of the first movement; F3 (emotion and anxiety) correlate with the variables of grooming and the vegetative balance. The animals, which demonstrated a high rate of adaptation, low motor activity, low exploration behaviour and vegetative balance, were qualified as stress-resistant; the animals, which demonstrated low speed of adaptation, high motor activity, high exploration behaviour and high values of vegetative balance, were qualified as stress-susceptible. Control groups were made up of the animal of the relevant type of response, which were not subjected to stress syndrome simulation.

This research is the first attempt to investigate the mechanisms of the development of pathological changes in the pancreas of rats during acute stress depending on their stress resistance, and based on the analysis of these changes, the efficiency of melanin has been experimentally proven.

It has been shown for the first time that during the acute stress, stress-susceptible animals develop an imbalance of proteinase-inhibitory potential of decompensation type as evidenced by a significant  increase in the total proteolytic activityagainst the decrease in the activity of proteinase inhibitors compared with the relevant control group.

The research has demonstrated the development of the oxidative stress in the pancreas of stress-susceptible rats during the acute stress modelling as evidenced by the significant increase in the content of TBC-reactants, of medium weight molecules against significant decrease in the activity of catalase and superoxide dismutase compared with the relevant control.

The dissertation research has specificated the data on pathomorphological changes in the pancreas of stress-susceptible animals exposed to the acute stress, found out necrobiotic changes of diffuse nature, as well as the signs of focal colliquative necrosis of cells with incomplete destruction of their outer membrane. The acinar cells in the pancreas of the stress-susceptible animals are described as being in the state of irreversible necrotic destruction. Reactive stress-induced changes have been also detected in the stroma of the gland. This was manifested by swelling of the intra-acinar layers of the connective tissue, as a result of increased vascular permeability, microfocaldiapedetichemorrhages from the paretically dilated blood vessels.

The research has proven the experimental efficacy of melanin in the pancreas during acute stress evidenced by a significant decrease in the total proteolytic activity (p <0.05) of stress-susceptible animals compared with the rats of the relevant type without correction. Preliminary administration of melanin significantly inhibited the amylolytic activity of the pancreas in all types of the animals, but the lipolytic activity lowered as much as twice only in the stress-susceptible animals compared with the relevant stress-susceptible animals without correction. Melanin suppresses the activation of the NO-ergic system of the pancreas in stress-resistant animals in acute stress, as evidenced by a significant decrease in total NO-synthase activity compared with animals exposed to acute stress without melanin correction. The content of nitrite ions decreased significantly in the pancreas of the stress-susceptible animals compared with the relevant control. Preliminary melanin administration to therats in 30 minutes prior to the beginning of acute stress simulation contributed to the significant growth of nitrite ion content in the pancreas of the stress-susceptible animals compared with the animals exposed to  acute stress without the correction.

The melanin administration 30 minutes prior the beginning of acute stress simulation promoted significant suppression of the oxidative stress development in the pancreas of all the animals as evidenced by a significant decrease in the content of TBC-reactants against the significant increase in the catalase activity compared with the rats of the relevant type without the correction.
This research has specified some data on pathomorphological changes in the pancreas of stress-resistant animals in acute stress. The results obtained have revealed necrobiotic changes of diffuse type, signs of focal colliquative necrosis of cells with incomplete destruction of their outer membrane, irreversible necrotic degenerations of pancreatic acinar cells, swelling of interacinar layers of connective tissue resulted from increased vascular permeability. The melanin administration prevents the development of pathological changes in the pancreas in stress-resistant animals in acute stress simulation.

Key words: acute stress, stress resistance, "open field", pancreas, melanin.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

	АКТГ
	– адренокортикотропний гормон

	г
	–  грам

	ГАМК
	– γ-аміномасляна кислота

	ГГН вісь
	– гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникова вісь

	год
	– година

	ДОФА
	– діоксифенілаланін

	кг
	– кілограм

	кДа
	– кілодальтон

	ЛОГ
	– ліпооксигеназа

	мг
	– міліграм

	мкмоль
	– мікромоль

	мМ
	– мілімоль

	МСГ
	– меланоцитстимулюючий гормон

	НАДФ
	– нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат

	нкат
	– нанокатал

	ПГ
	– простагландин

	ПОЛ
	– перекисне окислення ліпідів

	СОД
	– супероксиддисмутаза

	ТБК-реактанти
	– реактанти тіобарбітурової кислоти

	ум.од.
	– умовні одиниці

	ФАД
	– флавінаденіндинуклеотид

	ФМН
	– флавінмононуклеотид

	хв
	– хвилина

	ЦНС
	– центральна нервова система

	ЦОГ
	– циклооксигеназа

	AP-1
	– активатор білку-1

	CFTR
	– трансмембранний регулятор муковісцидозу

	eNOS
	– ендотеліальна синтаза оксиду азоту

	HIF
	– гіпоксія-індуцибельний фактор

	HSP
	– білок теплового шоку

	ICAM-1
	– молекула міжклітинної адгезії 1

	Ig
	– імуноглобулін

	IL
	– інтерлейкін

	iNOS
	– індуцибельна синтаза оксиду азоту

	MAPK
	– протеїнкінази, що активуються мітогеном

	MCP-1
	– моноцитарний хемотаксичний фактор

	mNOS
	– макрофагальна синтаза оксиду азоту

	mtNOS
	– мітохондріальна синтаза оксиду азоту

	NF-kB
	– ядерний фактор kB

	nNOS
	– нейрональна синтаза оксиду азоту

	NO
	– оксид азоту

	NOS
	– синтаза оксиду азоту

	PPARs
	– рецептори активації проліферації пероксисом

	PPRE
	– елементи відповіді на PPAR

	PSTI/SPINK1
	– панкреатичний секреторний інгібітор трипсину

	RXR
	– ретиноєві рецептори X

	STAT3
	– перетворювач сигналу і активатор транскрипції 3

	TGF-β1
	– трансформуючий ростовий фактор β1

	TNF-α
	– фактор некрозу пухлин альфа


ВСТУП
На думку багатьох авторитетних експертів стрес дійшов тієї критичної межі, за якою відбувається деградація суспільства, масова втрата здоров'я та вимирання [1, 2]. Ще у 1996 році Кундиев Ю.И. та Навакатикян А.О. висунули твердження: «В ряді країн Східної Європи, особливо в країнах СНД, що проводять соціально-економічні реформи, спостерігається несприятлива медико-соціальна ситуація: зростає смертність дорослого населення та новонароджених, знижується народжуваність, погіршуються умови життя та праці, катастрофічно зросла злочинність, збільшився рівень травматизму та самогубств, зростає алкоголізм та наркоманія. Це все в значній мірі пов’язано з психо-емоційним стресом, який торкнувся всих шарів суспільства» [1]. Незважаючи на те, що минуло вже більше двадцяти років, актуальність вивчення впливу стресорних факторів на організм залишається високою.

Загальновідома роль стрес-синдрому у розвитку розповсюджених захворювань серцево-судинної, травної та інших систем [3, 4, 5, 6, 2, 7], але на теперішній час відкритими залишаються питання про механізми стресостійкості організму. Відомо, що стресостійкість організму впливає на розвиток стрес-синдрому та характеризується балансом стрес-лімітуючих та стрес-реалізуючих систем [8, 9].

Хвороби органів травлення посідають четверте місце серед причин смертності в Україні. Частка померлих від них зростає. До 1990 років вона не досягала 3% від загального числа померлих, а вже в 2016 році піднялась до 3,8% і складає 51,8 випадків на 100 тисяч населення. За поширеністю захворювань у 2016 році хвороби органів травлення посідають третє місце і становлять 9,74%, а серед людей старшого віку – друге місце – 10,10% [10]. Останнім часом значно зросла частота та розповсюдженість захворюваності підшлункової залози. Захворюваність на хронічний панкреатит у країнах Європи складає 4–8 випадків, а поширеність – 25 випадків на 100 тис. населення. За даними досліджень в Україні рівень захворюваності патологією підшлункової залози в 2012 р. склав 226 випадків на 100 тис. населення, поширеність – 2471 на 100 тис. Первинна інвалідизація при цих захворюваннях сягає 15%, посідаючи друге місце після інвалідизації хворих із захворюваннями печінки [11, 12, 13].
У патогенезі деструктивних змін клітин підшлункової залози провідну роль відіграє оксидативний стрес та зміни NO-ергічної системи [14, 15, 16].

Меланіни відносяться до поліфенольних речовин різного походження, які мають стреспротекторні, цитопротекторні, антиоксидантні, протиульцерогені властивості [17, 18, 19, 20, 21]. Теоретичне значення досліджень впливу меланіну на підшлункову залозу та перспективність меланіну як субстрату для створення фармакологічного препарату з цитопротективними властивостями, який може застосовуватися в комплексному лікуванні захворювань підшлункової залози,  обумовили постановку мети та конкретних задач даного дослідження.

Зв’язок роботи з науковими програмами, темами. Дисертація виконана як самостійний фрагмент планових наукових робіт кафедри біологічної та біоорганічної хімії Вищого державного навчального закладу України «Українська медична стоматологічна академія» МОЗ України (ВДНЗУ «УМСА»), м. Полтава, «Роль біорегуляторів у механізмі розвитку патологічних змін органів системи травлення» (№ держреєстрації 0109U007982) та «Механізми розвитку патологічних змін в органах порожнини рота за різних умов та їх корекція» (№ держреєстрації 0113U005913). Здобувач є співвиконавцем вказаних тем. Тема дисертації затверджена на засіданні Проблемної комісії МОЗ і НАМН України «Нормальна та патологічна фізіологія» (протокол № 3 від 30.12.2010 р.) та на засіданні Вченої ради факультету підготовки іноземних студентів (протокол № 6 від 23 лютого 2011 р.).

Мета дослідження - встановлення механізмів стресіндукованих ушкоджень підшлункової залози в залежності від стресостійкості тварин та обґрунтування патогенетичних підходів до їх корекції меланіном.

Завдання дослідження:
1. Вивчити загальну активність протеїназ, антитрипсину, ліпази та амілази в підшлунковій залозі за умов гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин.

2. Дослідити загальну NO-синтазну активність та вміст нітрит-йонів в підшлунковій залозі щурів за умов гострого стресу та залежно від стресостійкості організму.

3. Проаналізувати зміни вмісту ТБК-реактантів, активності ферментів антирадикального захисту та вмісту молекул середньої маси в підшлунковій залозі за умов гострого стресу та залежно від стресостійкості тварин.

4. Провести морфологічне дослідження підшлункової залози в досліджуваних групах тварин.

5. Обґрунтувати ефективність експериментальної корекції стресіндукованих ушкоджень підшлункової залози меланіном.

Об’єкт дослідження: стресіндуковані патологічні зміни підшлункової залози щурів.

Предмет дослідження: зміни активності ферментів (α-амілази, ліпази, загальних протеаз та їх інгібіторів), показників NO-ергічної системи (загальної NO-синтазної активності, вмісту нітрит-йонів), оксидативного стресу (активність каталази, супероксиддисмутази, ТБК-реактантів, молекул середньої маси) підшлункової залози в залежності від стресостійкості тварин та експериментальної корекції меланіном.

Методи дослідження: патофізіологічні, нейроетологічний тест "Відкрите поле", біохімічні, морфологічні, математико-статистичні.  
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше проаналізовані механізми розвитку патологічних змін у підшлунковій залозі щурів за умов гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин та на підставі аналізу цих змін експериментально обґрунтовано ефективність меланіну.

Вперше показано, що за умов гострого стресу у стресонестійких тварин у підшлунковій залозі розвивається дисбаланс протеїназно-інгібіторного потенціалу за декомпенсаторним типом, про що свідчить вірогідне зростання загальної протеолітичної активності (p<0,05) на тлі зниження активності інгібіторів протеїназ  (p<0,05) порівняно з відповідним контролем.

Показано, що за умов гострого стресу у підшлунковій залозі щурів розвивається оксидативний стрес у тварин стресонестійкого типу, про що свідчить вірогідне зростання ТБК-реактантів (p<0,05), молекул середньої маси (p<0,05) на фоні вірогідного зниження активності каталази (p<0,05) та супероксиддисмутази (p<0,05) у порівнянні з відповідним контролем.

Вперше доведений позитивний вплив меланіну на стан підшлункової залози за умов гострого стресу, про що свідчить вірогідне зменшення загальної протеолітичної активності (p<0,05) у стресонестійких тварин порівняно з щурами відповідного типу без корекції. Попереднє введення меланіну достовірно пригнічувало амілолітичну активність підшлункової залози всіх типів тварин, але ліполітична активність вірогідно у 2 рази (p<0,05) зменшувалась тільки у тварин стресонестійкого типу порівняно з відповідними стресованими тваринами без корекції. Меланін пригнічує активацію NO-ергічної системи підшлункової залози у стресостійких тварин за умов гострого стресу, про що свідчить достовірне зменшення загальної NO-синтазної активності у 4,2 разів (p<0,05) у порівнянні з тваринами, яким моделювали гострий стрес без корекції. Вміст нітрит-йонів вірогідно зменшувався у 1,4 разу (p<0,05) у підшлунковій залозі стресонестійких тварин порівняно з відповідним контролем. Попереднє введення меланіну щурам за 30 хвилин до моделювання гострого стресу сприяло вірогідному зростанню у 1,7 разу (p<0,05) вмісту нітрит-йонів у підшлунковій залозі стресонестійких тварин у порівнянні з тваринами, яким моделювали гострий стрес без корекції.
Введення меланіну щурам за 30 хвилин до моделювання гострого стресу сприяло вірогідному пригніченню розвитку оксидативного стресу підшлункової залози у тварин всіх типів, про що свідчить достовірне зменшення вмісту ТБК-реактантів (p<0,05) на тлі вірогідного зростання активності каталази (p<0,05) порівняно зі щурами відповідного типу без корекції. 

Уточнено наукові дані про патоморфологічні зміни у підшлунковій залозі стресонестійких тварин за умов гострого стресу, виявлено некробіотичні зміни дифузного характеру, явища фокального колікваційного некрозу клітин з неповним руйнуванням їх зовнішньої мембрани, незворотні некротичні деструкції клітин ацинусів підшлункової залози, набрякання міжацинарних прошарків сполучної тканини, внаслідок підвищення судинної проникності. Введення меланіну попереджало розвиток патологічних змін підшлункової залози щурів у стресонестійких тварин за умов гострого стресу. 

 Практичне значення одержаних результатів. Проведені експериментальні дослідження мають теоретичне значення та практичну направленість у різних галузях медицини, а саме: патологічній фізіології, ендокринології, гастроентерології, клінічній біохімії, фармакології.

Проведені дослідження доповнюють та розширюють уявлення про патогенез впливу гострого стресу на підшлункову залозу та окреслюють нові можливості фармакотерапії стрес-синдрому. Обґрунтовано перспективність подальшого дослідження впливу меланіну на стресіндуковані ушкодження органів. Розроблені нові підходи до вивчення особливостей стресостійкості організму шляхом використання нейроетологічного тесту «Відкрите поле».

Одержані результати можуть бути використані як експериментальна база для розробки патогенетично обґрунтованих методів корекції стресіндукованих ушкоджень підшлункової залози меланіном.

Одержані результати можуть використовуватися як експериментальне обґрунтування призначення меланіну як перспективного стреспротектора. 

Матеріали дисертаційної роботи впроваджені в навчальний процес на кафедрах патологічної фізіології ВДНЗУ «УМСА», Запорізького державного медичного університету, біологічної хімії Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, Донецького національного медичного університету, Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, Харківського національного медичного університету та експериментальної та клінічної фармакології з імунологією і алергологією ВДНЗУ «УМСА», що підтверджено відповідними актами впровадження.
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею автора. Автором особисто здійснено інформаційний та патентний пошук, реферування та аналіз літературних джерел з обраної теми, виконання експериментальних досліджень, збір матеріалу, проведення біохімічних методів дослідження, математико-статистичний аналіз одержаних даних, оформлення до друку наукових статей, що відображають основні наукові положення дослідження, написання всіх розділів дисертаційної роботи, представлення результатів дослідження на наукових з’їздах та конференціях.
Спільно з науковим керівником здійснено вибір теми дисертаційної роботи, її планування, постановку мети і завдань дослідження, планування експерименту, інтерпретацію одержаних результатів і формулювання висновків. Результати роботи відображені в публікаціях, представлені на наукових конгресах і конференціях. У працях, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал і основний творчий доробок: результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі та узагальненні отриманих даних, підготовка статей та тез до друку.
Морфологічні дослідження виконані на базі кафедри патологічної анатомії з секційним курсом ВДНЗУ «УМСА» у співпраці з професором Гасюком А.П. 

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації доповідались та обговорювались на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасна гастроентерологія і гепатологія: стандарти діагностики і лікування з позицій доказовості» (Полтава, 2010), IХ читаннях ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 2010), V Міжнародній науковій конференції «Психофізіологічні та вісцеральні функції в нормі та патології» (Київ, 2010), Всероссийской научно-практической конференции «Высокие технологии, фундаментальные и прикладные исследования в медицине и физиологии» (Санкт-Петербург, 2010), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука–2010» (Полтава, 2010), Всероссийской научной конференции с международным участием «Дни биохимии в СПбГМУ», II Всеукраїнській науково-практичній конференції «Інноваційні технології у експериментальній медицині та біології» (Полтава, 2011), V Міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні тенденції розвитку медицини, ветеринарії і фармакології» (Лондон, Київ, 2011), V Конгресі Українського товариства нейронаук (Київ, 2011), III Съезде физиологов СНГ (Ялта, 2011), VII Національному конгресі патофізіологів України з міжнародною участю: «Патофізіологія і фармація: шляхи інтеграції» (Харків, 2016), на засіданнях Полтавського відділення Українського біохімічного товариства та товариства патофізіологів (Полтава, 2010–2017).

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 16 наукових робіт, серед них 9 статей, з яких 7 у наукових фахових виданнях, рекомендованих ДАК України, які включені до міжнародних наукометричних баз, 1 стаття у закордонному періодичному виданні (США), 1 стаття в матеріалах онлайн-конференції, 7 тез у матеріалах наукових конгресів, з’їздів та конференцій.
Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 166 сторінках комп’ютерного набору, містить 27 таблиць та 8 рисунків. Складається зі вступу, огляду літератури, характеристики об’єктів і методів дослідження, 2 розділів результатів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, списку використаних джерел, який містить 389 джерел – 175 кирилицею та 214 латиницею (обсягом 41 сторінка), додатків.

1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Механізми стресостійкості організму.

Для забезпечення життя необхідно підтримувати гомеостаз [22]. Стрес – це стан, що викликаний зовнішніми або внутрішніми чинниками (стресорами, стрес-факторами), і загрожує порушенням гомеостазу. Йому протидіє складна взаємопов’язана робота нервової та ендокринної систем, а також системи клітинної та молекулярної регуляції, так звана «стрес-система» [22, 23]. Існує величезна кількість публікацій, що присвячені стресу, “загальному адаптаційному синдрому», відкритому Гансом Сельє. Ним було встановлено, що при дії неспецифічних факторів (холод, хірургічний шок, надмірне фізичне навантаження, інтоксикація сублетальними дозами препаратів) реакція на пошкодження не залежить від виду діючого фактору, патофізіологічні зміни, що виникали у тварин, мали спільні риси. Найхарактернішими були: гіпертрофія наднирників, інволюція тимусу та виразкоутворення в шлунково-кишковому тракті [24]. Цей синдром було визначено Гансом Сельє як «стрес». Згодом з’явилося поняття про «хвороби адаптації», до яких дослідник відносив гіпертензію, нефросклероз, ревматичні хвороби [25]. За 80 років, що минули з дати відкриття Ганса Сельє, проблему стресу вивчало багато науковців, за цей час розрісся перелік чинників, що сприяють розвитку стресу, а також розширилося розуміння того, наскільки велику кількість хвороб та патологічних станів можуть викликати стресогенні фактори. До останніх, крім фізичних, хімічних та інших «класичних» подразників, також відносять і психо-емоційні, соціально-економічні чинники та інші, що еволюційно відстають від існуючих механізмів адаптації, хоча викликають такий самий комплекс реакцій, який описано Гансом Сельє [8, 1, 5, 2, 7].

Основними діючими ланками стрес-системи є гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникова вісь та вегетативна нервова система, що взаємодіють з центральною нервовою системою, периферійними органами та тканинами. Індивідуальність відповіді на стрес визначається генетичними, екологічними факторами, та особливостями розвитку індивідууму [26]. Неефективна реакція на стрес може призвести до розвитку захворювань. Крім того, надмірні чи тривалі стрес-фактори можуть порушувати деякі фізіологічні функції, в тому числі, і ріст, розмноження, обмін речовин, роботу імунної системи, можуть змінювати поведінку та розвиток особистості. Критичними періодами у формуванні адекватної реакції на стрес є внутрішньоутробний розвиток, постнатальний період, дитинство та підлітковий вік. При цьому спостерігається висока пластичність стрес-системи та особлива вразливість до дії стрес-факторів [22, 23].
Розвиток суспільства супроводжується появою нових таких факторів, що відрізняються від відомих раніше як за силою, так і за спрямованістю. Саме тому останнім часом активно проводиться дослідження соціальних захворювань, що мають інше, не медико-біологічне походження [27], їх називають «хвороби екології» [28], «хвороби цивілізації» [29, 30], «соціальна патологія» [31], «соціальний патогенез» [32] та ін.

Одним із видів стресу, що на сьогодні є актуальним та активно досліджується, є психоемоційний стрес, наслідки якого досягли критичної точки, за якою відбувається деградація суспільства, масова втрата здоров’я та вимирання [2, 33]. Незадоволення соціально-економічними змінами, військові конфлікти, ріст злочинності, соціальна дезорієнтація, духовна деградація, екологічні катастрофи та інші чинники призводять до розвитку психоемоційного стресу [2].

Відповідно до теорії П.К. Анохіна [34], пусковим чинником формування психоемоційного стресу є «конфліктні ситуації», коли немає можливості досягти позитивних для суб’єкта  результатів у вирішенні біологічних чи соціальних проблем. Саме в таких «конфліктних ситуаціях» первинною реакцією ЦНС є формування психоемоційного стресу [2], що представляє собою системну реакцію численних функціональних систем, які залучаються до неї через вегетативну та гіпоталамо-гіпофізарну системи [2, 23].

Дослідження Судакова К.В. [2] виявили, що емоційний стрес, що формується в конфліктних ситуаціях, веде до активації лімбіко-ретикулярних структур мозку, що призводить до дезінтеграції взаємовідносин функціональних систем гомеостатичного рівня, порушує інформаційні взаємозв’язки результатів їх роботи. При тривалому стресорному впливові деякі функціональні системи підтримують корисні для організму результати ізольовано. Деякі системи посилюють свою саморегуляторну діяльність. Однак, коли емоційний стрес тривалий, може відбутися «прорив» слабкої ланки і механізми саморегуляції порушуються, в результаті стійко порушується та чи інша функція і формується стійкий метаболічний патологічний процес [2].

Стрес-система отримує та об’єднує велику кількість нейросенсорних, лімбічних, гематологічних сигналів, що різними шляхами надходять до її центрів. Внаслідок активації цієї системи відбуваються фізіологічні та поведінкові зміни, розвивається стрес-синдром [22, 23]. За нормальних умов вказані зміни виконують адаптивні функції та сприяють виживанню, вони не є специфічними. Змінюється поведінка: виникає збудження, збільшується увага, пильність, виникає знеболення, одночасно гальмуються вегетативні функції (годування, розмноження). На фізіологічному рівні відбувається перерозподіл ресурсів: зростає серцево-судинний тонус, частота дихання, ліполіз, глюконеогенез, натомість – травлення, ріст, імунний захист тимчасово пригнічуються [22, 23].
Загальновідомо, що фізичний та психологічний стрес, а також пов’язані із ним емоції можуть негативно впливати на соматичне здоров’я [3, 35, 36, 2], сприяючи розвитку захворювань серцево-судиннної системи [37, 38], викликати ожиріння [39], остеопороз [40, 41]. Психоемоційний стрес також може бути пусковим механізмом розвитку цукрового діабету [42], іммобілізаційний - ішемізації шлунково-кишкового тракту [43] та зниження всмоктування глюкози в тонкому кишечнику [44].

Стресорні чинники можуть викликати захворювання підшлункової залози, наприклад, панкреатит [45, 46, 47]. Його появу пов’язують із тим, що перша фаза зовнішньосекреторної секреції є так званою «мозковою» [47], в її основі складний рефлекторний механізм, що реалізується через ЦНС. На цю стадію припадає від 10 до 50 відсотків постпрандіальної секреції. Саме на цю фазу впливають емоційні стани, біль та інші чинники. Після дії стресорних факторів виникає порушення кровообігу тканини залози, ішемія [48]. При цьому порушується структура протокової системи підшлункової залози, виникає активація протеолітичних ферментів на тлі інгібування антипротеолітичної активності, протеази надходять в навколопротоковий простір, лімфо- та кровотік. При цьому зростає тиск в системі протоків за рахунок збільшення в’язкості секрету та за рахунок розширення дуктальних клапанів [47]. Також при екстремальних впливах відбувається порушення саморегуляції різних функцій організму, в тому числі і роботи підшлункової залози [49].

Емоційна напруга пригнічує секреторну активність підшлункової залози в періоди між травленням та в нейрогуморальну фазу секреції, найчутливішим є механізм секреції α-амілази [50]. В цих же дослідженнях виявлено, що при реакції на емоційний стрес існують механізми селективної протокової та ацинарної чутливості. Так, найбільш виражене пригнічення амілолітичної активності було у ваготоніків, ліполітичної – у нормотоніків, зниження об’єму секрету і бікарбонатів у симпатотоніків. При сполученій дії емоційної напруги і фізичного навантаження панкреатична секреція пригнічується, за виключенням вироблення трипсину, його активність зростає і в базальній, і в стимульованій секреції [50].

Дія стресогенів викликає різні зміни в органах-маркерах стресу у щурів, що залежить від особливостей поведінки в тесті «відкрите поле». Так у пасивних тварин при гострому стресі відбувається інволюція тимусу та селезінки, а у активних щурів після такого ж впливу спостерігалася гіпертрофія наднирників [51].

Захворювання пародонту також можуть бути викликаними дією стрес-факторів [52, 53, 54, 55].

При дії  соціального [56] та іммобілізаційного [57] стресу в печінці порушувався баланс між утворенням вільних радикалів та станом антиоксидантної системи, збільшується вміст продуктів ПОЛ, а введення рецепторного антагоністу ІЛ-1β попереджує накопичення останніх [58]. При цьому токсичне ураження печінки посилюється також збільшенням утворення NO [56]. Однією із патологічних дій останнього є блокування іону заліза в активному центра ферменту каталаза [59, 60], та іону міді в активному центрі СОД [61, 62], що послаблює антиоксидантний захист клітин. При взаємодії оксиду азоту з супероксидним аніон-радикалом утворюється реакційно активний пероксинітрит, який уражує різні молекули, в тому числі і антиоксидантні ферменти (СОД, глутатіонпероксидазу) [63]. В той же час, є роботи, в яких показано своєрідну «антиоксидантну» функцію оксиду азоту, що може взаємодіяти з супероксиданіоном, детоксикуючи потенційно небезпечні активні форми кисню [64], його донор, L-аргінін, інгібує синтез асиметричного диметиларгініну, що є ендогенним стимулятором оксидативного стресу [65]. Активація  синтезу оксиду азоту збільшує стійкість тварин до дії стрес-факторів при іммобілізаційному стресі, токсичному ураженні печінки тетрахлоретаном, опіковій хворобі, сприяє оптимальному протіканню адаптаційних перебудов метаболізму, зниженню негативних наслідків стрес-реакції, а гальмування – до активації вільнорадикального окислення, що доводить важливу роль оксиду азоту в регулюванні балансу між про- та антиоксидантними процесами [66]. Блокада синтази оксиду азоту збільшує чутливість до стресорних навантажень. Були проведені дослідження, в яких показано, що іммобілізаційно-больовий стрес знижує іно- та хронотропні резерви серця. При селективній блокаді нейрональної синтази оксиду азоту ще більше знижуються вказані показники. Неселективне блокування NO-синтаз має ще більший негативний вплив на іно- та хронотропні показники Натомість, блокування індуцибельної синтази оксиду азоту до та після стресу сприяє збільшенню інотропних резервів серця [67]. Дефіцит оксиду азоту сприяє більшій вазоконстрикції, як наслідок – артеріальна гіпертензія, порушення роботи різних органів [2], порушується робота макрофагів [68].

На сьогодні доведено, що оксид азоту широко розповсюджений у центральній нервовій системі та відіграє у ній важливу роль. [69]. Нейрональна NO-синтаза розташована в основному на постсинаптичних закінченнях. NO функціонує як звичайний нейромедіатор у ссавців, оскільки він здатен вільно мігрувати через клітинну мембрану, може діяти ауто-, паракринно та на відстані [70]. Оксид азоту є посередником у різних фізіологічних процесах, наприклад, у вивільненні кортикостерону з наднирників [71, 72]. Нейрональна синтаза оксиду азоту широко представлена у гіпоталамічному паравентрикулярному ядрі, де перехрещуються симпато-адреналова система, вісь гіпоталамус-гіпофіз-наднирники та гіпоталамо-гіпофізарні регуляторні системи [73]. Ці системи є основними в нейроендокринній відповіді на стрес. Активація індуцибельної NO-синтази буде попереджати розвиток нейроендокринних реакцій, що лежать в основі адаптації до стресу [74].
У відповідь на стресорну дію, як відомо, перш за все відбувається активація симпатичного відділу нервової системи [3, 75, 2], що супроводжується зростанням артеріального тиску, частоти серцевих скорочень, збільшенням концентрації в крові катехоламінів, вільних жирних кислот, глюкози, а також активуються гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникова, гіпоталамо-гіпофізарно-гонадна та тиреоїдна вісі ендокринної регуляції [76].

Гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникова система є основною в реакції людини на стрес. Кортизол, що є кінцевим гормоном цієї вісі, регулює метаболізм, серцево-судинну, центральну нервову системи як при гострому, так і при хронічному стресі. [77, 78, 79].
Важливу роль в регуляції активності нейроендокринної системи під час стресу приймають катехоламінергічні нейрони стовбура мозку, що було досліджено при використанні моделі іммобілізаційного стресу [80]. Аферентні шляхи блукаючого нерву негативно впливають на стреcіндуковану секрецію адреналіну з мозкової речовини наднирників, тому при експериментальній ваготомії, проведеній до моделювання іммобілізаційного стресу, спостерігалося зростання концентрації адреналіну, норадреналіну, кортикостерону у щурів порівняно із тваринами, яким не було проведено ваготомію. Автори припускають, що це пов’язане із впливом адреналіну крові з β2-адренорецепторами чутливих закінчень n.vagus [81].

Також при стресі зростає продукція наднирниками кортизолу, кортикостерону та катехоламінів. Тому за зміною їх вмісту в біологічних рідинах можна робити висновок про вираженість стресу [3, 36, 2, 82]. При цьому зростання кортизолу є не тільки маркером стресу, але і має пошкоджуючу дію, як і кортиколіберин [83].

Важливий вклад в секреторну пластичність аденогіпофізу та адаптацію центральної ланки гіпоталамо-гіпофізарно-адренокортикальної вісі до дії хронічного стресу мають фолікулярно-зірчасті клітини [84].

Також встановлено зв'язок метаболічної активності гангліїв вегетативної нервової системи із зміною артеріального тиску в умовах гострого стресу. Встановлено, що вихідний вміст біогенних амінів у відділах нервової системи, що залежить від поведінкових характеристик тварин, зумовлює  характер реакції на стрес. Припускається, що співвідношення активності стрес-реалізуючої системи (норадреналін) та стрес-лімітуючої системи (дофамін, серотонін, адреналін) має певне значення у формуванні стійкості серцево-судинної системи [85]. Особливості поведінки щурів також залежать від активності моноаміноксидази (субстрат триптамін) в структурах мозку, що відповідальні за формування та реалізацію спрямованої поведінки [86].

Згідно традиційних уявлень, паравентрикулярне ядро гіпоталамусу є ключовим в регуляція вегетативної та нейроендокринної систем, має на них активуючу дію при гострому та хронічному стресі, але вже з’явилися дослідження, які демонструють, що деякі впливи від цього ядра до розташованих каудально структур гіпоталамусу, стовбуру мозку та спинного мозку мають гальмівну дію на симпато-адреналову систему під час гострого іммобілізаційного стресу. Це вказує на те, що стресіндукована активація гіпоталамо-гіпофізарно-надниркової осі частково залежить від вхідних сигналів від стовбура мозку до паравентрикулярного ядра [87].

В розвитку реакції на стрес важливу роль відіграє ендоканабіноїдна система, що регулює активність гіпоталамо-гіпофізарно-надниркової вісі [88, 89, 90, 91], контролює вивільнення нейромедіаторів (ГАМК, глутамат, катехоламіни, моноаміни) [92]. В умовах гострого стресу глюкокортикоїди активують синтез канабіноїдів, які через свої рецептори 1 типу гальмують стрес-релевантні нейрони в паравентрикулярних ядрах гіпоталамусу. Тим самим вони стримують активність гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникової системи. При хронічному стресі здатність канабіноїдів модулювати синаптичну активність знижена, через зниження регуляції 1 типу рецепторів, що є одним із механізмів звикання [93, 94, 95]. Ендоканабіноїдна система пов’язана з формуванням стрес-індукованих захворювань: тривоги, депресії, ожиріння та ін. [96], вона регулює поведінку та енергетичний обмін [97, 98, 99]. Ця система присутня в острівцях Лангерганса та модулює секрецію інсуліну і масу β-клітин [100].

При проведенні експериментального стресу найменше зростання рівня адреналіну було вночі, що, на думку дослідників, пов’язане із гальмівною дією мелатоніну на симпатоадреналову систему [101]. Гормон епіфізу також гальмує активність кортизолу [102].  При стресі в крові зростає також концентрація гормону росту та пролактину [103, 104]. Причому, зростання рівня гормону росту, викликане стрес-факторами, лежить в основі формування тривалого структурного сліду в мозковому мигдалику, що може бути однією з причин розвитку посттравматичного стресового розладу [105, 7].
Гіпокамп – це ділянка мозку ссавців, яка зберігає здатність до нейрогенезу та преорганізації протягом всього життя, відіграє важливу роль у формуванні памяті, у навчанні, розвитку тривоги та регуляції стресу [106]. При цьому, стрес-фактори здатні змінювати пластичність гіпокампу. При стресі активується гіпоталамо-гіпофізарно-надниркова вісь, що призводить до зростання рівня глюкокортикоїдів [107] та негативно впливає на структуру гіпокампу, спостерігається гальмування клітинної проліферації у всіх вікових групах [106], коли ж стресор діє на ранніх етапах розвитку, наслідки можуть зберігатися і в дорослому віці [108]. Що цікаво, при дії стресорів у ранньому віці, у дорослому спостерігається зниження пластичності, здатності до навчання, а натомість - оптимальна робота у умовах, пов’язаних із високим рівнем кортикостероїдів [109, 110]. Крім пригнічення нейрогенезу спостерігається і порушення архітектоніки [111]. Вплив глюкокортикоїдів на структуру і проліферацію у гіпокампі є складним і неоднозначним, оскільки при дії «позитивних» стрес-факторів, наприклад, фізичного навантаження, що є прогнозованим та контрольованим, зростання рівня глюкокортикоїдів також спостерігається, але при цьому покращується пластичність, присутній нейропротективний вплив [112, 113].
Пренатальний стрес знижує активність паравентрикулярного ядра і кори наднирників, як важливих компонентів гормональної вісі регуляції на стрес [114], сприяє порушенню поведінки, розвитку тривожності, чутливості до стресу та порушенням будови гіпокампу у дорослого потомства [108]. Пошкоджуюча дія пренатальних стрес-факторів найбільша. Якщо під час вагітності мати відчувала сильний стрес, депресію, отримувала глюкокортикоїди, то це може призвести до зниження ваги і розмірів плоду при народженні, зниження розмірів гіпокампа, клітинних порушень у мозку. В майбутньому в такої дитини з великою долею вірогідності можуть зустрічатися численні порушення психічного здоровя. Це повязують з численними порушеннями клітинних механізмів у мозку и переважним ураженням гіпокампу, дофамінергічних структур мезолімбічної системи і амигдали [83].

Гіпокамп не тільки підлягає впливу стрес-факторів, але і відіграє важливу рольу регуляції стрес-реакції організму, впливаючи на функціонування осі гіпоталамус-гіпофіз-наднирники [107]. Так, у мишей з умовно заблокованим нейрогенезом, спостерігалася більша активність ГГН вісі при стресі, ніж у тих видів, де нейрогенез не був заблокований [115]. Таким чином, новоутворені нейрони здатні здійснювати інгібуючий вплив на ГГН вісь [106]
При дії стресорних чинників відбувається зростання активності протеаз, що можуть призводити до пошкоджень клітин та органів. Причинами є зниження активності протеазних інгібіторів та зростання проникності мембран лізосом [116], а також порушення структури печінки та активація ПОЛ [117].

Йодовмісні тиреоїдині гормони при взаємодії з геномом клітини активують локальні стрес-лімітуючі системи, наприклад, білки теплового шоку [118, 119]. Ці гормони мають здатність стабілізувати клітинні мембрани та збільшувати загальну антипротеазну активність [120]. 

При повторних іммобілізаціях щурів  індукується апоптоз вилочкової залози, що призводить до її інволюції [121].

Виділення гормонів під час відповіді на стрес регулює цитокіновий профіль, що вказує на важливу роль ендокринного впливу на імунну відповідь організму і розвиток імунної дизрегуляції під час стрессу [122, 123].

Інтерлейкін-1β є одним з основних прозапальних цитокінів, що приймає участь у регуляції роботи гіпоталамо-гіпофізарно-надниркової осі, а також у розвитку реакції на стрес у головному мозку [124, 125, 126]. Цитокіни регулюють нейротрансміссію, а також індукують гормональні зміни, що аналогічни змінам, викликаних стресом [127]. Цитокіни здатні регулювати нейропередачу у префронтальній корі, впливаючі на емоційну сферу [128]. Стресіндуковане зростання рівня IL-1β стимулює клітини гіпофізу, активується секреція АКТГ [129]. Роль гіпокампу, префронтальної кори та ядра стовбура мозку в регуляції гіпоталамо-гіпофізарно-надниркової осі залежить від виду стресора [130].

Численні дослідження вказують на те, що люди та тварини відрізняються між собою за рівнем стресостійкості, тобто за здатністю в умовах стресу зберігати високий рівень працездатності при мінімальних фізіологічних витратах організму [131, 132, 133]. Так, низька стресостійкість погіршує прогноз при хронічних ішемічних захворюваннях головного мозку [134, 135].

Реакція організму на дію стресу залежить від індивідуально-типологічних особливостей, в основі яких ґрунтуються біохімічні особливості організації різних відділів головного мозку. Розвиток стресостійкості визначається вродженим співвідношенням активності серотонін-, норадреналін- та дофамінергічних систем мозку [136]. Так, доведено, що при іммобілізаційному стресі у пасивних щурів в крові знижується вміст прозапального цитокіну ІЛ-β1, а у активних – збільшується, що показує різну спрямованість імунної відповіді на однаковий стресорний чинник [137]. При цьому і прозапальний ІЛ-β1, і протизапальний ІЛ-4 мають однакову спрямованість дії на маркерні органи стресу, при їх введенні попереджувалась інволюція тимусу та селезінки, цей ефект був більше виражений у пасивних тварин [138]. Після стресорної дії спостерігалася зміна поведінки щурів у тесті «Відкрите поле», при цьому спостерігалося більш виражене зменшення сумарного показника активності у поведінково пасивних щурів [139]. Від особливостей поведінки залежить і здатність до адаптації у щурів  [140]. Визначення рівня синтезу білків теплового шоку в лейкоцитах периферійної крові може слугувати маркером зміни стресостійкості, що виникає в процесі адаптації [141].
Стресостійкість організму обумовлена генетично [142, 143] та залежить від індивідуального вмісту нейромедіаторів та нейропептидів в нейроструктурах, особливо в лімбіко-ретикулярних утвореннях [144, 145], має індивідуальні особливості [146].

 При проведенні дослідів із щурами лінііх Вістар, що мали високу та низьку рухову активність, виявлено зміни ферментів обміну нейромедіаторів в субклітинних фракціях сенсомоторної кори головного мозку. У щурів, що відрізняються за етологічними показниками, в структурах мозку виявлено відмінності нейромедіаторних систем, що пов’язано з генетичною та функціональною структурою ЦНС [147]. Також є дані, що у індивідуумів з відмінностям індивідуально-психічної діяльності є різниця в будові мозку за морфологічними критеріями [148].

Розвиток стресостійкості залежить від співвідношення реактивності стрес-реалізуючих та стрес-лімітуючих систем. Медіатори останніх або їх синтетичні аналоги сприяють збільшенню стресостійкості організму, мають адаптивну, лікувальну дію, обмежуючи реакцію організму на стрес [149, 8, 9]. 

Адаптація сприяє підвищенню активності стрес-лімітуючих систем, має превентивну та корегуючу дію на розвиток стресіндукованих ушкоджень. На сьогодні профілактична медицина ще не досягла свого розквіту, хоча переваги її очевидні.

Завдяки адаптації організм може здійснювати життєдіяльність, функціонувати, підтримувати гомеостаз в умовах зміни зовнішнього та внутрішнього середовища, а також при дії патогенних чинників [150]. Адаптація може здійснюватися завдяки різним механізмам та на різних рівнях. На рівні організму – це перерозподіл ресурсів на користь систем і органів, де відбуваються пристосувальні перебудови. На рівні клітини – перебудова мембран, внутрішньоклітинних структур, макромолекул. На молекулярному і біохімічному рівнях – зменшення активності ферментів, що не потрібні для адаптацію, натомість – синтез адаптивних протеїнів.

Адаптацією до психоемоційного стресу є зростання концентрації в крові β-ендорфіну [151], що підтверджує знання про активацію опіоїдергічної системи при пристосування до такого виду стресу.

При регулярних діях стресорних чинників зростала адаптація тварин до гострої тяжкої гіпоксії, вірогідно, що це відбувалося за рахунок синтезу стрес-білків [152, 153]. При адаптації до фізичних навантажень зростає стійкість серця до ішемії та реперфузії, що відповідає накопиченню в міокарді цитопротекторних білків сімейства HSP70. Якщо заблокувати синтез цих протеїнів за годину до адаптації, в серці не розвивається адаптаційний захист. Таким чином, накопичення HSP70 сприяє розвитку місцевого адаптаційного захисту серця [152, 153].
Є також припущення, що механізм розвитку адаптації пов'язаний з системою простагландинів. Так, під час пристосування до фізичних навантажень в плазмі крові зростає концентрація ПГЕ2, ПГІ2, а також зменшуються показники стрес-реакції за показниками кортикостерону та співвідношення його до інсуліну [154]. 

Розвиток адаптивних змін починається з термінової адаптації, що виникає при першій дії стресорного чинника, потім відбувається довготривала адаптація, що спричинена повторними діями стрес-агента, саме вона забезпечує розвиток стресостійкості.

Адаптивні можливості можуть бути використані як для здорової людини, щоб збільшити стресостійкість, так і для лікування захворювань, для корекції уражень, викликаних стресом різного генезу. Вірогідно, що основним механізмом протективної дії адаптації є збільшення під час її розвитку активності стрес-лімітуючих систем [9]. Це розвивається внаслідок формування структурного сліду в тих клітинах та органах, що відповідають за пристосувальні процеси. При дії стресорних чинників, що повторюються, активується експресія генів, що відповідають за синтез ферментів обміну катехоламінів в гіпоталамусі та наднирниках та за синтез кортиколіберину [155]. Доведено, що відбувається збільшення ефективності стрес-лімітуючих систем, зростання синтезу їх медіаторів: ГАМК [156], нейропептидів та простагландинів [157, 158, 159], оксиду азоту [160, 161, 162, 163]. Це нормалізує роботу систем, що відповідають за розвиток стрес-реакції та її гальмування.

Таким чином, вивчення стресу та його впливу на організм людини і тварин є важливим, що підкреслюється численними дослідженнями сучасних та закордонних вчених.

1.2. Механізми розвитку патологічних змін в підшлунковій залозі за умов різних патологічних процесів.
Хвороби органів травлення посідають четверте місце серед причин смертності в Україні. Частка померлих від них зростає. До 1990 року вона не досягала 3% від загального числа померлих, а вже у 2016 році склала 3,8% (51,8 випадків на 100 тисяч населення). За поширеністю захворювань у 2016 році хвороби органів травлення посідають третє місце і становлять 9,74%, а серед людей старшого віку – друге місце – 10,10% [10]. Останнім часом значно зросла частота та розповсюдженість захворюваності підшлункової залози. Захворюваність на хронічний панкреатит в країнах Європи складає 4–8 випадків, а поширеність – 25 випадків на 100 тис. населення. За даними досліджень в Україні рівень захворюваності патологією підшлункової залози в 2012 р. склав 226 випадків на 100 тис. населення, поширеність – 2471 на 100 тис. Первинна інвалідизація при цьому виді патології сягає 15%, посідаючи друге місце після інвалідизації хворих із захворюваннями печінки. [11, 12, 13].
Підшлункова залоза має важливу екзокринну та ендокринну функції, продукуючи гормони (інсулін, глюкагон, соматостатин, панкреатичний поліпептид) та низку надзвичайно потужних травних ферментів. Тому захворювання підшлункової залози мають великий вплив на організм в цілому, мають безліч важких ускладнень, а також відрізняються високим рівнем смертності. При цьому діагностика не завжди буває успішною, що в деякій мірі обумовлено заочеревинним розташуванням даного органу, невиразністю клінічних та біохімічних симптомів та ін. Екзокринна частина підшлункової залози представлена ацинарними клітинами, що виробляють травні ферменти (більшість у вигляді проферментів, запакованих у зимогенні гранули), та системою проток, що виводять ферменти у дванадцятипалу кишку. Зустрічаються такі хвороби екзокринної частини підшлункової залози, як муковісцидоз, вродженні аномалії розвитку, гострий та хронічний панкреатит, новоутворення [164].
Гострий панкреатит за частотою посідає друге місце після гострого апендициту, за темпами росту захворюваності випереджаючи інші невідкладні захворювання черевної порожнини. Також проблема є в тому, що у 15-20% пацієнтів розвивається панкреонекроз, при якому навіть у найкращих клініках світу післяопераційна летальність складає 24-70%, не маючи суттєвої тенденції до зниження [165].
В США щорічна захворюваність на гострий панкреатит складає від 13 до 45 хворих на 100 тис. населення, на хронічний – 5-12 чоловік на 100 тис., на рак – 8 хворих на 100 тис. [166]. Гострий панкреатит є причиною до 270 тисяч госпіталізацій на рік, витрати на стаціонарне лікування складають понад 2,5 мільярди доларів [167]. Рівень смертності від гострого панкреатиту складає за різними джерелами від 10% до 30% [168].
Запалення підшлункової залози може мати клінічні прояви різного ступеня важкості, від легкого порушення функції до важкого деструктивного процесу. За тривалістю також можливі варіанти від виникнення зворотних змін, до незворотної втрати функції. При гострому панкреатиті орган може відновити свої функції, якщо виявлена та усунена основна причина ураження. Натомість, при хронічному панкреатиті відбувається незворотне руйнування ацинарної частини підшлункової залози [164].
В етіології гострого панкреатиту серед основних факторів виділяють жовчокам’яну хворобу, алкоголь, гіпертригліцеридемію, гіперкальційемію, травми, інфекції, мікролітіаз, медикаменти, пухлини підшлункової залози, спадковість, оперативні втручання на органах черевної порожнини та грудної клітки, шок, аутоімунні чинники  та інші [164, 165, 169, 166, 168, 170].
Розвиток гострого панкреатиту включає в себе гальмування секреції, внутрішньоклітинну активацію протеаз і утворення прозапальних медіаторів [171]. Хемокіни, що вивільняються із зруйнованих клітин ацинусів, сприяють надходженню запальних клітин, системна дія яких визначає важкість захворювання. При важких формах панкреатиту може розвинутися синдром загальної системної відповіді, синдром поліорганної недостатності [172]. Так, у 18-30% хворих на гострий панкреатит спостерігаються клінічні ознаки ураження печінки, а під час розвитку панкреонекрозу у кожного четвертого розвивається печінкова недостатність [173].
Біліарна патологія є провідною причиною розвитку панкреатиту, вона є основним етіологічним фактором у 30-60% пацієнтів, оскільки підшлункова і жовчовивідна системи тісно поєднані як анатомічно, так і в функціонально  [174]. Біліарний панкреатит розвивається внаслідок порушення відтоку панкреатичного соку, зростання внутрішньопротокового тиску, а також за рахунок порушення відтоку жовчі та її рефлюксу у протоки підшлункової залози. Внаслідок останнього відбувається активація панкреатичних проферментів безпосередньо у протоках [164, 174].
На другому місці за частотою стоїть алкогольний панкреатит. При вживанні алкоголю активується секреція підшлункової залози на фоні спазму великого дуоденального сосочку, що призводить до внутрішньопротокової гіпертензії. В панкреатичному соці зменшується вміст інгібіторів протеаз, що призводить до надмірної активації останніх. Етанол і його метаболіти мають пряму панкреотоксичну дію. При вживання великих доз алкоголю збільшується трансмембранне перенесення рідин, що призводить до пошкодження мембран, зростання у міжклітинному просторі концентрації кальцію, а він активує в свою чергу, секрецію залози [175]. Також збільшується дифузія ферментів з протоків до паренхіми, викликаючи аутоліз. Виникає загальна запальна реакція з утворенням медіаторів запалення, а оцтовий альдегід сприяє утворенню вільних радикалів [164, 174]. Активація вільно-радикального окислення також відіграє важливу роль у розвитку гострого панкреатиту [176].
Серед метаболічних чинників, що сприяють розвитку гострого панкреатиту можна назвати дисліпопротеїдемію,  гіперліпідемію, цукровий діабет, гіперкальційемію, уремію [177]. Гіперхіломікронемія лежить в основі порушення реологічних властивостей крові, що призводить до ішемії та розвитку некротизуючого гострого панкреатиту. Гіперкальційемія може бути викликана, наприклад, гіперпаратиреозом. Кальцій є потужним стимулятором синтезу та секреції ферментів підшлункової залози [175, 174].
На травму, як етіологічний фактор у розвитку панкреатиту, припадає приблизно 1-2% захворювань. В результаті травми виникає набряк, порушення мікроциркуляції, зростання тиску у системі проток, розвиток некрозу з подальшим аутолізом залози [174].
Близько 10-20% хворих не мають чітко визначеної причини розвитку панкреатиту (ідіопатичний), можливо, що частина їх має саме генетичну природу [164, 165, 174, 166]. У людей з ідиопатичним панкреатитом виявлено мутації гену трансмембранного регулятора муковісцидозу (CFTR) та інгібітору трипсину (PSTI або SPINK1) [178, 179].
Аутоімунний панкреатит може виникати ізольовано, у поєднанні із синдромом Шегрена, запальними захворюваннями кишечника та іншими захворюваннями [180]. Аутоімунний панкреатит I типу проявляється IgG4-асоційованим ураженням підшлункової залози з частим залученням інших органів-мішеней, він, вірогідно, є системним захворюванням. Натомість, II тип, швидше за все, є самостійним специфічним захворюванням підшлункової залози, для нього є характерним гранулоцитарне епітеліальне ураження і поєднання з виразковим колітом [181, 182, 183].
Гострий панкреатит також може бути викликаний впливом стресорних чинників [45, 46, 184, 47]. Поняття стресу може бути визначено, як «загроза гомеостазу», при цьому стресорними факторами можуть виступати фізичні, психічні чинники чи їх комбінація. Реакція організму на дію стрес-фактору включає в себе активацію гіпоталамо-гіпофізарно-надниркової осі та симпатичної нервової системи [185]. Це може призвести до вісцеральної гіперчутливості опосередковано через вивільнення речовини Р та кальцитонін ген-регулюючого пептиду з аферентних нервових закінчень [186].
Перша фаза панкреатичної секреції має складний рефлекторний механізм, реалізується шляхом умовних та безумовних рефлексів через ЦНС. На долю цієї фази припадає близько 15% панкреатичної постпрандіальної секреції. Цю фазу називають мозковою, на неї мають значний вплив емоційний стан, біль та інші чинники [49, 47]. В основі розвитку панкреатиту на фоні стресу лежить порушення гемоциркуляції і як наслідок – ішемія підшлункової залози. В таких умовах порушуються бар’єрні властивості протокової системи, знижується активність антипротеаз, зростає вихід гідролаз в навколопротоковий простір, лімфо- та кровотік. В протоках збільшується тиск панкреатичного секрету, чому сприяють збільшення його в’язкості та дилатація протокових клапанів, що порушує відтік в дванадцятипалу кишку [49, 47]. Було проведено дослідження серед хворих на стресорний панкреатит. Такий діагноз ставили у випадках, коли неможливо було виявити інші причини для розвитку ураження, крім стресу. Відсутнє було також вживання алкоголю, що доведено визначенням активності гама-глутамілтранспептидази. У частини хворих стресорний панкреатит поєднувався із стресорними гастро-дуоденальними виразками. Перебіг цього захворювання відповідав звичайному перебігу гострого набрякового панкреатиту за клінічною картиною, біохімічними та функціональними дослідженнями. Лікування було ефективним, проводилося згідно схем лікування гострого панкреатиту сумісно з індивідуальним призначенням препаратів психотерапевтом [47].
Стрес може вплинути на роботу підшлункової залози як позитивно, так і негативно. Встановлено, що короткостроковий гострий стрес, проведений до експерименту, послаблює прояви індукованого панкреатиту. Ця превентивна дія обумовлена білками теплового шоку (heat shock proteins), включаючи HSP27, HSP60 і HSP70 [187, 188, 189, 190, 191, 192]. В той же час тривалий, хронічний або часто повторюваний стрес збільшує чутливість екзокринної частини підшлункової залози, посилюючи прояви панкреатиту. Це обумовлено у великій мірі фактором некрозу пухлин альфа (TNF-α) [193, 194, 195].
Короткотривалий стрес призводить до синтезу білків теплового шоку, що забезпечує розвиток стресостійкості [196]. Це сімейство білків з молекулярною масою 10-110 кДа приймає участь у синтезі, дозріванні, транспорті та деградації білків, їх синтез активується в стресових умовах: інфекції, запалення, гіпоксія, голодування, окисний стрес [197, 198].
Синтез і дія певних білків теплового шоку залежить від виду стресора чи хвороби [199, 200].  При зануренні у воду та при тепловому щоці утворюються HSP60 і HSP70, що захищають щурів від експериментального церулеін-індукованого гострого панкреатиту шляхом пригнічення аутофагії. Вони запобігають внутрішньоклітинному перерозподілу катепсину та активації трипсиногену [201, 202]. При гіпертермії та дії хімічних факторів стимулюється утворення  HSP70, що зменшує утворення прозапального медіатора NF-kB [203, 204].  При тепловому шоці захист клітин підшлункової залози від церулеін-індукованого панкреатиту також відбувається завдяки надлишковому синтезу HSP27, що сприяє збереженню актину цитоскелету клітин ацинусів [205, 206].
В інших експериментальних моделях панкреатиту існують відмінності в синтезі білків теплового шоку від описаних раніше. Наприклад, гіпертермія має превентивну дію щодо розвитку L-аргінін-індукованого гострого панкреатиту у щурів шляхом збільшення панкреатичної експресії HSP70 і HSP27, фосфорилювання HSP27, але без зміни рівня HSP60 [207, 190].
При хронічній дії стресорних чинників збільшується чутливість підшлункової залози до факторів, що викликають панкреатит [195].  TNF-α відіграє важливу роль в різних біологічних функціях, включаючи клітинну проліферацію, диференціацію клітин, апоптоз і некроз [208], а також в розвитку пов'язаних зі стресом запальних захворювань  [209, 210, 211, 212]. Досить давно відомо, що TNF-α бере участь в розвитку запального каскаду, що призводить до панкреатиту [209]. Проте, його значимість у розвитку цієї виснажливої хвороби лише недавно привернула увагу дослідників [195, 213].
Утворення TNF-α в ацинарних клітинах підшлункової залози під впливом стресу вже було доведено дослідженнями [214, 215], також відомо, що збільшення секреції фактора некрозу пухлин альфа спостерігається в ацинарних клітинах за умов гіпоксії-реоксигенації [195], що розвивається при стресі внаслідок порушення мікроциркуляції в підшлунковій залозі [216, 217]. Те, що синтез TNF-α  при стресі активується гіпоксією, підтверджується збільшенням рівня  транскрипції гіпоксія-індуцибельного фактору (HIF-1α), що бере учать у розвитку запальних процесів, в тому числі і панкреатиту [218, 195].
При введенні екзогенного TNF-α  спостерігається руйнування в ацинусах підшлункової залози актину [219, 195], активується ядерний фактор-kB (NF-kB), ключовий регулятор транскрипції експресії запальних молекул [220, 219, 195]. Таким чином, при отриманні щурами високих доз екзогенного TNF-α, в ацинарних клітинах щурів збільшується продукція цитокінів IL -1β, IL-4, IL-6, IL-10 [221].
Було винайдено, що TNF-α регулює активність протеїнкінази С  в ацинарних клітинах підшлункової залози [220]. У поєднанні TNF-α і протеїнкіназа С активують NF-kB і трипсиноген у підшлунковій залозі щурів, і індукують апоптоз і некроз [195].
Таким чином, хронічний стрес є фактором ризику для розвитку панкреатиту шляхом сенсибілізації екзокринної частини підшлункової залози через TNF-α, який різними шляхами реалізує свою патологічну дію.
Останнім часом окремим чинником розвитку як гострого, так і хронічного панкреатиту також виділяють ожиріння [222, 223], тютюнопаління [224, 225].
Виявлено, що приблизно у 10% пацієнтів із гострим панкреатитом, що виник вперше, та у 36% пацієнтів, що мали рецидив гострого панкреатиту, розвивався хронічний панкреатит [226, 227], у 17% після першого епізоду гострого панкреатиту спостерігається рецидив, у 8% - захворювання прогресує у хронічну форму [228, 229].
 Біохімічними ознаками є зростання приблизно в три рази активності амілази (2-3 день) та ліпази (7-14 день) [168], хоча ці показники не відображають важкість захворювання [230].
Особливістю розвитку гострого деструктивного панкреатиту є те, що рано розвивається імунодефіцит, наслідком чого є гнійно-некротичні ускладнення цього захворювання [231, 232].
Відповідно до сучасних уявлень, всі прояви гострого панкреатиту пояснюються патологічною місцевою та загальною дією ферментів підшлункової залози, а також цитокінів різного походження. Вважається, що саме трипсин є пусковим фактором каскаду патологічних реакцій. Активовані ферменти надходять в міжклітинний простір, заочеревинну клітковину, черевну порожнину, ворітною веною до печінки, по лімфатичним судинам в загальний кровотік. Вони виступають первинними агресорами як місцевої, так і загальної дії. Трипсин і хімотрипсин викликають руйнування клітин підшлункової залози, еластаза лізує переважно венулярні стінки та міждолькові сполучно-тканинні перетинки, що веде до крововиливів. Фосфоліпаза А2 руйнує мембрани клітин, ліпаза руйнує внутрішньоклітинні триацилгліцероли, при цьому формуються кальцієві солі жирних кислот, що викликають ліполітичний некроз. Вивільнення ліполітичних ферментів активує трипсин. Одночасно в мікроциркуляторному руслі трипсин активує калікреїн-кінінову, плазмінову та тромбінову системи з утворенням вторинних факторів агресії і виникненням плазморрагії. Вона сприяє надходженню в інтерстиціальний простір інгібіторів протеаз. Також зменшенню запальної реакції сприяють катехоламіни, вміст яких в плазмі хворих на панкреонекроз суттєво збільшено [165]. Трипсин сприяє виділенню катепсину B, що викликає загибель клітин [233, 234, 235], активність його, в свою чергу, також регулюється катепсином D [236].
Внутрішньоклітинна активація панкреатичних ферментів має декілька пояснень: порушення відтоку панкреатичного соку, рефлюкс жовчі або дуоденального вмісту в протоки, пошкодження паренхіми підшлункової залози токсинами чи внаслідок ішемії. Також встановлено, що при панкреатичній гіперсекреції кількість інгібітора, що продукується разом із трипсином, може бути недостатньою. Крім того, вільні радикали, що продукуються лейкоцитами, можуть інактивувати інгібітор протеаз і призводити до активації проферментів, цьому ж сприяють і кініни [174].
Важкий перебіг гострого панкреатиту супроводжується вивільненням різноманітних медіаторів запалення (цитокінів), що виступають факторами агресії третього порядку. До них відносять: інтерлейкіни – 1, 6, 9, 10, 11; фактор некрозу пухлин, фактор активації тромбоцитів, не панкреатичну форму фосфоліпази А2, простагландини, тромбоксани, лейкотрієни. Вони переводять місцеву запальну реакцію в загальну, викликають порушення системного кровообігу, серцеву та дихальну недостатність. Синтез цитокінів починається в перші години і триває до двох діб після початку клінічних проявів. Активовані лейкоцити продукують активні форми кисню. Вони можуть утворитися внаслідок активації циклооксигенази та порушення мітохондріального електронотранспортного ланцюга. Вільні радикали мають цитотоксичну дію [165].
В одному з досліджень під час моделювання гострого експериментального панкреатиту було встановлено суттєве збільшення активності перекисного окислення ліпідів, фосфоліпази А2 на фоні достовірного зниження антиоксидантного захисту не тільки в підшлунковій залозі, але і в тканинах печінки, кишечника та в плазмі крові, що говорить про системність вказаних змін. У тканинах підшлункової залози, печінки та тонкого кишечника спостерігалося порушення мікроциркуляції, важкість цього порушення корелювала з активністю перекисного окислення ліпідів [237].
Також цікава роль оксиду азоту в патогенезі гострого панкреатиту, вона залежить від його концентрації [238]. Так, донор NO, амінокислота L-аргінін, використовується для моделювання експериментального гострого панкреатиту [239, 240]. Однак, низька концентрація оксиду азоту забезпечує процеси клітинної та міжклітинної комунікації, покращує кровопостачання. Крім того, висока активність супероксиддисмутази забезпечує захист від пероксинітриту. Якщо запаси L-аргініну достатні, то при розвитку запалення індуцибельна NOS каталізує утворення з цієї амінокислоти оксиду азоту, коли ж запаси L-аргініну вичерпані, то цей фермент, що експресується під впливом прозапальних цитокінів, сприяє зростанню активних форм кисню (синглетний кисень, перекис водню та ін.) [238]. Коли концентрація оксиду азоту значно зростає (більше 50 мкмоль/л), здатність СОД конкурувати з NO за супероксид-аніон знижується, тому зростає утворення пероксинітриту, що супроводжується активацією перекисного окислення ліпідів, зниженням активності СОД, каталази, а також появою морфологічних ознак запалення [241]. При цьому, введення високих доз інших амінокислот (глицин, лізин, аланін) та D-аргініну не викликає розвитку панкреатиту. Вважається, що цитотоксична дія оксиду азоту пов’язана із його здатністю до взаємодії із супероксидним радикалом з утворенням пероксинітриту. Крім того, поряд із ацинарними клітинами розташовані нервові та судинні закінчення, що можуть бути також джерелами надходження NO. Дослідження останніх років доводять, що введення щурам, що отримували L-аргінін, антиоксидантів зменшує ступінь ураження підшлункової залози [238]. Систему оксиду азоту можна віднести до однієї із стрес-лімітуючих [242]. Депонування оксиду азоту також розглядається як один із факторів генетично-детермінованої стійкості до стресу та можливості адаптації [243, 244].
Приблизно в 15-20% випадків спостерігається блискавична форма гострого панкреатиту, розвивається панкреонекроз, що призводить до виникнення поліорганної недостатності. Некроз розвивається у навколопанкреатичній клітковині і розповсюджується в заочеревинний простір до брижі тонкої кишки. Відбувається інфікування за рахунок бактерій з кишки [174].
Хронічний панкреатит є результатом хронічного запалення підшлункової залози, характеризується прогресуючим руйнуванням екзокринної частини підшлункової залози, фіброзом, а в пізніших стадіях – руйнуванням ендокринної частини залози [245, 168]. До 70% - це результат хронічного зловживання алкоголем більше 10 років, 30% - ідіопатичний [168], також розвитку хронічного панкреатиту сприяють тривала обструкція панкреатичних протоків псевдоцистами, конкрементами, пухлинами, аутоімунні чинники (5-6% всіх форм хронічного панкреатиту) [246], захворювання жовчного міхура, спадковість [168], абдомінальний ішемічний синдром [247, 248]. Є дослідження, в яких вивчається роль стресу ендоплазматичного ретикулюму в розвитку гострого та хронічного панкреатиту [249, 250].
Хронічний панкреатит є складним для діагностики через поліморфність клінічної картини, різноманітність етіології, особливості патогенезу, об’єктивні складнощі діагностики. Розповсюдженість хронічного панкреатиту також складно встановити точно, оскільки часто він має малосимптомний перебіг, маскується симптомами інших захворювань системи органів травлення. За даними літератури розповсюдженість його серед населення різних країн коливається від 5-10 до 68 випадків на 100 тисяч населення. Також вказують на двократне зростання кількості хворих на хронічний панкреатит за останні 30 років [228, 251].
При систематичному зловживанні алкоголем збільшується базальна секреція панкреатичних ферментів і зніжується секреція рідини та бікарбонатів. При цьому в’язкість секрету підшлункової залози збільшується, утворюються білкові преципітати в дрібних протоках і ацинусах, що може викликати обструкцію протоків підшлункової залози. Внаслідок такої обструкції розвивається хронічне запалення підшлункової залози [252]. Також токсична дія етанолу призводить до ушкодження ліпопротеїдів мембран, збільшення проникності епітелію проток. За цих умов ферменти надходять в інтерстицій, а кальцій надоходить до проток. Внаслідок порушення проникності епітелію протоків та збільшення тиску всередині проток, навколо останніх розвивається набряк і фіброз [253]. Важливе місце в розвитку хронічного панкреатиту припадає на літостатин [252]. Підшлункова залоза продукує групу глікопротеїнів, що запобігають утворенню та росту кристалів карбонату кальцію. При хронічному панкреатиті виявляється вроджений чи набутий дефект синтезу літостатину [253, 254].
Алкоголь також має безпосередній токсичний вплив на ацинарні клітини, виникають ділянки жирового переродження, виникає клітинна дегенерація, фіброз та атрофія органу. На відміну від обструктивного хронічного панкреатиту, тут порушення панкреатичної секреції є не причиною, а наслідком ушкодження підшлункової залози [253].
Осидативний стрес також має значення в розвитку хронічного панкреатиту [255, 256]. Вільні радикали розчиняють лізосомальні гранули і гранули проферментів, окислюють мембранні ліпіди, що призводить до запалення, дегенерації мастоцитів, активації тромбоцитів і компонентів системи комплементу [253].
Під час розвитку хронічного панкреатиту зростає рівень метаболітів оксиду азоту в крові та сечі, що корелює із зростанням активності сироваткової амілази у 3-4 рази, та знижується після хірургічного лікування [257].
Часті рецидиви гострого панкреатиту призводять до появи зон жирового некрозу, що індукують фіброз тканини залози. Зони фіброзу стискають міждолькові протоки, розвивається застій панкреатичного секрету, утворення білкових згустків і каменів [258, 253]. При хронічному рецидивуючому панкреатиті під час гострої атаки може розвинутися синдром системної запальної відповіді [259].
На пізніх стадіях розвитку хронічного панкреатиту спостерігається хронічна гіпоксія паренхіми, розвиток фіброзу, що призводить до атрофії тканини ацинусів [260]. При хронічному панкреатиті спостерігається напруження імунної системи та деструкція острівцевих клітин [260, 261]. Приблизно у половини хворих на хронічний панкреатит в середньому через 10-12 років після початку захворювання розвивається екзокринна недостатність [262]. Одним з розповсюджених ускладнень хронічного панкреатиту є утворення псевдокист. Вони, як правило, утворюються на місці некрозу тканини підшлункової залози внаслідок руйнування протоків, на місці некрозу з подальшим накопиченням секрету. Псевдокисти зустрічаються приблизно у третини хворих з хронічним панкреатитом [263, 264]. Також у частини хворих (16-33%) внаслідок фіброзу та набряку підшлункової залози можуть розвиватися механічна жовтяниця, стискання і тромбоз селезінкової, верхньої брижової та портальної вен, інколи навіть із розвитком підпечінкової портальної гіпертензії. Також серед ускладнень зустрічаються ерозивний езофагит, синдром Мелорі-Вейса, гастродуоденальні виразки, хронічна дуоденальна непрохідність і абдомінальний ішемічний синдром. При  загостренні хронічного панкреатиту може розвиватися некроз та інфекційні ускладнення [170].
Також серед ускладнень виділяють протокову аденокарциному [265], досліджується зв'язок  між хронічним панкреатитом та розвитком раку підшлункової залози [266, 267]. При відсутності адекватного лікування розвивається мальдігестія, вторинна мальабсорбція із розвитком трофологічної недостатності та дефіциту незамінних харчових компонентів [268, 269, 270], в першу чергу – жиророзчинних вітамінів та кобаламіну. Також доведено, що внаслідок хронічного панкреатиту розвиваються захворювання кісткової системи, суглобових хрящів, міжхребцевих дисків [271], наприклад, остеопороз [181, 270]. У хворих 60-85 років з остеоартрозом у 25% спостерігається хронічний панкреатит [272]. Тривалий перебіг хронічного панкреатиту також небезпечний високим ризиком розвитку цукрового діабету [273].
Зростає рівень захворюваності на пухлини підшлункової залози. Основна причина розвитку невідома. Основний фактор ризику – це вік та сімений анамнез [274]. Ризик онтогенезу у підшлунковій залозі зростає в два рази при тютюнопалінні, він вищий у темношкірих чоловіків, пацієнтів із хронічним панкреатитом, діабетом [168], ожирінням, професійним опроміненням, при дієті з високим вмістом жиру, м’яса і низьким вмістом овочів і фолієвої кислоти, також можливими чинниками є інфікованість Helicobacter pylori та пародонтоз [274]. Спостерігається зв'язок канцерогенезу із вираженістю оксидативного стресу [275].  Смертність від пухлини підшлункової залози поступово зростає, навіть при тому, що захворюваність і смертність від інших видів раку знижується [274, 276],  і знаходиться на третьому місці за рівнем смертності від пухлин в Сполучених Штатах [276], як передбачається, стане на другу сходинку до 2030 року [277]. Вони вважаються найбільш злоякісними, п’ятирічне виживання хворих складає близько 4-6% [168], близько 80-95% пацієнтів мають неоперабельне захворювання [274, 276]. Крім того, рак підшлункової залози незадовільно реагує на більшість препаратів для хіміотерапії [274, 276]. В діагностиці важливу роль грає скринінг пацієнтів, серед родичів яких є хворі на рак підшлункової залози, що дозволяє виявити захворювання на ранніх стадіях [274].
1.3. Поліфенольні сполуки – меланіни, як стреспротектори.
Меланіни представляють собою групу пігментів, що синтезуються в усіх великих таксонах як про-, так і еукаріот [278, 279, 280]. Їх функція вважається адаптивною, вони забезпечують пристосування живих організмів до умов навколишнього середовища, стресу [281, 282, 279]. Меланін надає забарвлення шкірі, волоссю, віям, бровам, райдужній оболонці ока людини і відсутній тільки у хворих на альбінізм [283]. Він утворюється також в шкірі у відповідь на дію утрафіолетового опромінення, при цьому виконує захисну функцію, виступає антиоксидантом, що забезпечується його будовою [284, 285, 286, 287, 282, 279]. Меланін представляє собою полімер, що має здатність затримувати і стабілізувати вільні радикали та ксенобіотики як екзо-, так і ендогенного походження [288]. В шкірі меланін не тільки захищає від ультрафіолетового виромінення [286], але і від іонізуюого [289]. Доказом цього є те, що деякі види грибів, бактерій, що мають бурі та чорні меланінові пігменти, живуть в місціх активного електрмагнітного, ультафіолетового, космічного випромінювання, є стійкими до рентгенівського випромінювання. Меланін бактеріального походження може бути використаний для людей зі шкірою, чутливою до ультрафіолету, в якості захисного засобу [290]. Отже, вже доведено, що меланін володіє радіо- і фотопротективним властивостями [285, 290]. Затримуючи кванти променевої енергії в поверхневих шарах тканин живих організмів, він розсіює її та запобігає проникненню всередину і пошкодженню внутрішніх структур. Цей захист забезпечується не тільки екрануванням шкідливого випромінювання, також меланінові пігменти поглинають вільні радикали [291, 292]. Також існує гіпотеза щодо захисної функції еумеланіну, обумовленої продукцією молекулярного водню, що здатен відновлювати активні форми кисню [293].
Під час тривалого радіаційного впливу активується вільнорадикальне окислення, розвивається дефіцит антиоксидантів, порушується робота нервової, ендокринної, імунної систем. Це корелює із змінами, що розваваються під час дії інших стресорних чинників, в тому числі і психологічних та соціальних. Меланін гальмує вільнорадикальні процеси в білках під час опромінення в результаті інгібування реакцій перекисного окисленні ліпідів шляхом зв’язування іонів двовалентного заліза та екзогенних фотосенсибілізаторів в неактівні комплекси, а також в результаті гасіння активних форм кисню [294]. При порушенні утворення меланіну збільшується чутливість клітин до опромінення. Таким чином, меланін має антистресорні властивості, оскільки поглинає вільні радикали.

Так, Л.А. Горчакова та співавт. [295] довели, що при поєднаній дії опромінення та стресу достовірно зростає концентрація адреналіну в крові щурів, а також знижується вміст тироксину. При вживанні фітомеланіну вміст гормонів в крові достовірно не змінювався у порівнянні з інтактними тваринами, окрім інсуліну. Його рівень значно знизився, що може бути пояснено зниженням синтезу та збільшенням утилізації, оскільки рівень глюкози в крові знизився. При електронно-мікроскопічному вивченні печінки виявлено покращення морфофункціонального її стану, достатній синтез глікогену. Отже, фітомеланін знижує в крові рівень адреналіну та інсуліну, що може говорити про нормалізацію роботи наднирників та підшлункової залози, а також зменшується негативний стресорний вплив. Також в цій роботі продемонстровано нормалізацію рівня тироксину, амінотрансфераз, зниження концентрації продуктів перекисного окислення ліпідів у крові у порівнянні із опроміненними тваринами. На підставі отриманих даних автори зробили висновок, що меланін володіє протистресорними властивостями, має антиоксидантну дію. Це доводять і інші дослідження [296]. 

Стреспротекторна дія меланіну також обумовлена зменшенням вмісту окисномодифікованих білків, ТБК-реактантів, а також збільшення показників антиоксидантного захисту [297], зниженням рівню кортизолу в крові за умов іммобілізаційного стресу [298].

Крім властивостей, що вказані вище, меланіни, що знаходяться в оболонках спор грибів та бактерій, захищають їх від лізису [299]. Є також припущення, що меланіни шкіри гальмують в ній проліферацію патогенної флори [284].

Меланін може бути нейромодулятором, оскільки присутній в нервових волокнах різних відділів головного мозку [300], також захищає від дії пероксинітриту, що вважається медіатором нейротоксичних процесів [301].

В чорній субстанції головного мозку людини в багатьох дофамінергічних нейронах міститься меланін, він має спільне походження з катехоламінами, а при хворобах, що супроводжеються демієлінізацією нервових волокон виявлено порушення синтезу меланіну [302]. Нейромеланін накопичується в дофамінергічних нейронах, вважається, що він зумовлює вибіркову вразливість нейронів. Однак, природа нейромеланін неоднозначна. Інтранейрональний виконує захисні функції, запобігаючи токсичному впливу токсинів, надлишку катехоламінів, вільних радикалів. Натомість, нейромеланін, що його виділяють нейрони при загибилі, може активувати нейроглію, викликаючи запалення, що характеризує, зокрема, хворобу Паркінсона [303].
Меланін проявляє мембранотропну активність, підвищує провідність і зменшує електричну ємність біліпідного шару [304].

Меланіни представляють собою фенольні полімери [281], колір і фунції яких обумовлені наявністю неспарених електронів. Основними класами є: еумеланіни, феомеланіни та алломеланіни. В шкірі людини є два типи: еумеланін та феомеланін. На сьогоднішній день найактивніше досліджується структура еумеланіну [305]. 

Синтез меланіну бере свій початок від амінокислоти тирозин та ферменту тирозинази [305, 306, 282, 307]. 
При окисленні тирозину чи фенілаланіну тирозиназою до о-дигідроксифенілаланіну (ДОФА) і ДОФА-хінону внаслідок циклізації останніх утворюються попередники чорних або коричневих еумеланінів - 5,6-дигідроксиіндол або 5,6-дигідроксиіндол-2-карбоксильна кислота [308, 307]. Далі ці попередники піддаються оксидативній полімеризації і утворюється меланін [305]. До складу натурального еумеланіну входять 5,6-дигідроксиіндол та 5,6-дигідроксиіндол-2-карбоксильна кислота з великою та невстановленою варіабельністю цих двох попедердників у великій молекулі пігменту [309]. Таким чином, вторинна структура (надмолекулярна організація) невідома [305]. 
Синтез феомеланінів починається так само, але далі до ДОФА прямо або за участю глутатіону приєднується цистеїн. Внаслідок цієї реакції утворюється цистеїніл-ДОФА, полімеризується і утворюються різноманітні похідні бензотіазинів [310, 307].

На сьогодні алломеланіни є недостатньо вивченими, це гетерогенна група полімерів, що утворюються в процессі окислення та полімеризації ди або тетрагідроксинафталену, що через пентакетоновий шлях веде до синтезу полімерів дигідроксинафталенмеланіну, γ-глутамініл-4-гідроксибензену, катехолів, 4-гідроксифенілоцтової кислоти із різним забарвленням [311].

 Еумеланіни містять нітроген, феомеланіни – сульфур, більшість алломеланінів не містять нітроген [310, 307]. 

Синтез меланіну в шкірі відбувається в меланоцитах, що розташовані в  мальпігієвому шарі епідермісу. Цей процес активують меланоцитстимулюючі гормони гіпофізу (МСГ) - α-МСГ та β-МСГ, під впливом яких зростає активність тирозинази. Також синтез меланіну активується ультрафіолетовим випромінюванням [19, 312].

Після синтезу меланін взаємодіє із білком і формує меланосоми (0,1 - 2 мкм), що по відросткам меланоцитів досягають міжклітинного простору, а далі у ті шари тканин, що розташовані вище. Один меланоцит забезпечує пігментом 36 кератиноцитів, утворюючи з ними епідермальну меланінову одиницю [19, 312].
Вплив меланіну на функціонування організму досить широко висвітлено в літературі, а що стосується антиоксидантного та стреспротективного впливу меланіну на підшлункову залозу, дані обмежені, хоча відомо, що розвиток уражень підшлункової залози, зокрема гострого панкреатиту, супроводжується активацією вільнорадикального окислення [176, 165, 237].
З винограду Vitis vinifera L. отримано еномеланін, що має здатність зменшувати розвиток нейрон-дистрофічних уражень у слизовій оболонці шлунка щурів, що викликана іммобілізаційним стресом [313]. Автори припускають, що така здатність еномеланіну може бути пояснена нормалізацією нейрон-медіаторних процесів, що приймають учать в розвитку відповіді на стрес, а також гальмуванням вільнорадиклального окислення ліпідів біомембран. Під час цих експериментів було виявлено, що внаслідок стресу у щурів збільшувався рівень глюкози у крові, зменшувався вміст глікогену в нейтрофілах, а також різко зменшуєть вміст ліпідів в наднирникових залозах. При використанні еномеланну достовірно знижується глюкоза в крові, нормалізується вміст глікогену в нейтрофілах та не відбувається зниження вмісту ліпідів в корі наднирників у щурів під час іммобілізаційного стресу. Вищевказане свідчить про антистресорну дію меланіну, отриманого з Vitis vinifera L. [313].
В роботах Савищького Я.М. та співавторів доведено цитопротекторну дію меланіну (продукту життєдіяльності чорних дріжджів Nadsoniella nigra variant hesuelica) на слизову оболонку шлунку щурів, що проявляється зменшенням ступеня її ураження, викликаного проведенням іммобілізаційоного стресу, введенням серотоніну та етанолу [314, 315, 17, 18]. Доведено, що під впливом меланіну зменшувалася інтенсивність перекисного окислення ліпідів та збільшувалась активність антиоксидантних ферментів. 

За будовою меланіни відносяться до поліфенольних сполук [281], що широко представлені серед продуктів харчування. В основному поліфеноли містяться в овочах, фруктах, крупах [316, 317], вони попереджують розвиток онкологічних захворювань, ішемічної хвороби серця, запалення [318].

Поліфенольні сполуки мають стреспроективну дію на тканини організму, як і вітаміни С, Е, каротиноїди, виконують функції антиоксидантів [319], попереджуючи цілу низку захворювань, в основі яких лежить розвиток оксидативного стресу. Також пригнічують вироблення медіаторів запалення, таких як NFkappaB, циклооксигеназа-2 (ЦОГ-2), ліпооксигенаха (ЛОГ) та індуцибельна синтаза оксиду азоту (iNOS) [320].

Дія поліфенольних сполук також досліджувалася іншими вченими [321, 322, 323], і вони винайшли, що одним із механізмів дії меланінів є дія на рецептори активації проліферації пероксисом гама (PPARs).

Регуляція запальних процесів відбувається прозапальними цитокінами, регуляція синтезу яких відбувається на рівні транскрипції. Проміжною ланкою між прозапальними цитокінами і факторами транскрипції вважають PPARs. Вони представляють собою рецептори, локалізовані в ядрі, належать до надродини транскрипційних регуляторів, що контролюють вуглеводний, білковий та ліпідний обмін [324]. Ця надродина рецепторів включає і рецептори для гормонів (стероїдних, тиреоїдних) вітаміну D та ретиноїдів [325].  Активація даних рецепторів відбувається специфічними чинниками, як ендо-, так і екзогенними [326]. Зараз знайдено три ізоформи цих рецепторів, будова яких кодується різними генами (PPARα, PPARβ/δ і PPARγ). Найкраще досліджено будову та функції PPARγ, ці рецептори розділяють на три підтипи (PPARγ1, γ2 і γ3) [327, 328]. Всі ізоформи PPAR утворюють гетеродимерні комплекси із ретиноєвими рецепторами Х (RXR), ці комплекси приєднуються до елементів відповіді на PPAR (PPRE). Останні виконують функцію центральних регуляторів диференціації клітин, апоптозу, запальних реакцій та енергетичного обміну [329]. Активація рецепторів PPARγ викликає інгібування запальних реакцій різного походження [330]. Це відбувається за рахунок покращення метаболізму глюкози та зниження інсулінорезистентності, а також за рахунок зниження рівня прозапальних цитокінів. Сигнальні шляхи включають гальмування активації NF-κβ, параллельно із зменшенням експресії і/або активності білків AP-1, TGF-β1, MCP-1, ICAM-1 та iNOS [331]. Також було винайдено, що ліганди PPARγ ведуть до зростання рівня оксиду азоту за рахунок посилення активності eNOS, а рівень експресії iNOS знижувався [332]. На підставі отриманих даних було зроблено припущення, що дані рецептори є фізіологічними сенсорами у різних стресових ситуаціях і представляють собою важливу ціль для подальшого дослідження [328].

Раніше було винайдено, що поліфеноли з гранатового соку та червоного вина збільшують експресію eNOS [333]. 

Поліфенолкарбоновий комплекс, отриманий з червоного вина, впливає на гемодинамічні параметри та реактивність судин у щурів, він зменшує систолічний тиск крові [334]. Автори довели, що цей гемодинамічний ефект пов’язаний із збільшенням ендотелій-залежної релаксації і стимуляції експресії генів індуцибельної NO-синтази в артеріальній стінці.

Також було доведено, що виноградні поліфенольні концентрати, як і виноградні вина, проявляють стреспротекторну дію при експериментальному іммобілізаційному стресі [335], поліфеноли білих та червоних вин можуть застосовуватись при лікуванні нейропатій при цукровому діабеті [336], меланін зменшує мутагенну дію циклофосфаміду [291].

Стреспротекторна та адаптивна дія NO не залежать від виду стресорного чинника чи типу адаптації, оксид азоту можна розглядати як неспецифічний фактор.
NO в клітинах синтезується з амінокислоти L-аргініну [337]. Ця реакція каталізується NO-синтазою. Для цього процесу необхідні молекулярний кисень, нікотинамідаденіндинуклеотид (НАДФ), флавінмононуклеотид (ФМН), флавінаденіндинуклеотид (ФАД), гем та кальцій-кальмодулін. Синтаза оксиду азоту має три ізоформи: конститутивні (NOS I та NOS III) та індуцибельну (NOS II) [338]. 

NOS I, нейрональна (nNOS), знайдена в нейронах центральної та периферійної нервової системи, тромбоцитах, мозковому шарі наднирників, скелетних м’язах та ін. [339]. NOS III, ендотеліальна NOS (еNOS), міститься в ендотелії, тромбоцитах [340, 341]. Вказані дослідники експериментально довели, що еNOS постійно знаходиться в цитоплазмі і залежить від концентрації кальцію та кальмодуліну. Ця ізоформа ферменту продукує невелику кількість NO, він утворюється при рецепторній та фізичній стимуляції. Фермент інактивується при низьких концентраціях вільного кальцію, а максимальна його активність при концентраціх кальцію близько 1 мМ.

Натомість, NOS II, індуцибельна NOS (іNOS) або макрофагальна (mNOS), не залежить від концентрації кальцію і індукується при патогенному впливі макрофагами, цитокінами [342], хоча генну експресію ідентифіковано під час стимуляції різних типів клітин (ендотеліоцити, гепатоцити тощо) [343]. 

Окрім NOS I – III, існує мітохондріальна NOS (mtNOS), яку знайдено в серці, скелетних м’язах та нирках, вона бере участь в регуляції окисного фосфорилювання в мітохондріях ссавців. MtNOS, як і м’язова NOS (muNOS), є альтернативними продуктами nNOS [344]. J.E. Stern (2004) підкреслює важливість NO у підтримці гомеостазу, вказуючи на інтегративну роль даного молекулярного медіатора у співкооперації автономної та нейроендокринної систем [345].

При розвитку запалення виробляються регуляторні фактори, посередники: TNFα і IL-1 [346]. Ці посередники, а також структурні компоненти бактерій активують експресію індуцибельної синтази азоту (iNOS). Встановлено, що під впливом патологічних чинників відбувається збільшення утворення NO в основному за рахунок активації експресії саме iNOS [347], тоді, як синтез NO конститутивними ізоформами NOS при розвитку патологічних станів вивчено значно менше. Також існує чимало свідчень того, що коли активація експресії індуцибельної форми NOS сприяє розвитку патологічних проявів, то eNOS притаманна протекторна дія [348, 349].
Застосування меланіну нормалізує активність синтази оксиду азоту та вміст нітритів в гомогенаті слинних залоз щурів [350].
Проведений аналіз літератури свідчить про відсутність комплексних досліджень впливу меланіну на підшлункову залозу за різних умов, зокрема, гострого стресу. Наведені дані свідчать про недостатнє вивчення впливу меланіну на стресостійкість тварин.
Таким чином, наведена література свідчить про важливе теоретичне значення досліджень дії меланіну на функції органів травної системи. Разом з тим, такі дослідження мають і значне практичне значення, так як не дивлячись на значний прогрес у розвитку сучасної фармакології та створення широкого арсеналу лікарських засобів для лікування хвороб травної системи, необхідність у створенні нових препаратів досить актуальна.
Теоретичне значення досліджень впливу меланіну на функції травної системи та перспективність меланіну як субстрату для створення фармакологічного препарату з цитопротективними властивостями, який може застосовуватися в комплексному лікуванні захворювань підшлункової залози, обумовили постановку мети та задач даного дослідження.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
2.1. Нейроетологічний тест "Відкрите поле" та розподіл тварин за стресостійкістю.

Експерименти виконано на 96 щурах-самцях лінії Вістар масою 180 г – 220 г. Тварини кількісно були розподілені на групи наступним чином (табл. 2.1.1).

Таблиця 2.1.1

Розподіл щурів за групами

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	1. Контроль
	14
	14

	2. Гострий стрес
	14
	14

	3. Меланін
	7
	6

	4. Меланін+гострий стрес
	8
	7

	5. Плацебо+гострий стрес
	5
	7


Експерименти було виконано з дотриманням рекомендацій щодо проведення медико-біологічних досліджень з використанням тварин згідно загальних етичних принципів експериментів на тваринах, ухвалених Першим національним конгресом України з біоетики (Київ, 2001), «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та інших наукових цілей» (Страсбург, 1986), Закону України №3447-ІV від 21.02.2006 «Про захист тварин від жорстокого поводження», що засвідчено комісією з біоетики ВДНЗ «УМСА» (протокол № 94 від 18.05.2011). Тварин утримували на звичайному раціоні в стандартних умовах віварію. Забій тварин проводили під гексеналовим наркозом (50 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревно) шляхом кровопускання.

Гострий іммобілізаційний стрес моделювали за Сельє Г. шляхом фіксації тварин на спині протягом 3 годин [351].
Для вивчення індивідуально-типологічних особливостей поведінки щурів і прогнозування їх стрес-реактивності застосовували нейроетологічний тест "Відкрите поле" та факторно-аналітичний метод [352]. Вважається, що особливості поведінки тварин в нових умовах є адекватним критерієм оцінки їх стресостійкості. «Поведінкове фенотипування – це процедура комплексної оцінки поведінкових характеристик лабораторних тварин, яка розроблена з метою стандартизації збору та інтерпретації поведінкових даних для виявлення порушень функціонування центральної нервової системи у генотипів, починаючи з елементарних моторно-рухових реакцій та закінчуючи особливостями емоційно-психічної сфери» Амикишиева А.В. (2009) [353]. Калиниченко Л.С. и соавт. (2013), також вважають параметри поведінки щурів в тесті «Відкрите поле»  показниками їх стійкості до стресу [354]. 

Нейроетологічний тест «Відкрите поле»  проводиться у чітко визначений термін до моделювання стресового впливу і триває 6 хвилин. Використовуються такі нейроетологічні перемінні: горизонтальна активність (кількість пересічених квадратів), латентний період першого переміщення, час у центрі майданчика, кількість виходів у центр поля, вертикальна активність (кількість стійок – rearing), кількість вмивань (grooming) і показник вегетативного балансу (кількість болюсів та уринацій). На підставі проведеного факторного аналізу виділяється три фактори. Перший F1 (пошуково-дослідницький) – йому відповідають перемінні, що відображають такі поведінкові характеристики, як горизонтальна активність, вертикальна активність та кількість виходів в центр поля; другий фактор F2 (швидкість адаптації) корелює з такими перемінними, як час у центрі майданчика та латентний період першого переміщення; третьому фактору F3 (емоційність та тривожність) відповідають кількість вмивань та показник вегетативного балансу. На підставі аналізу перемінних «Відкритого поля» розподіляли тварин на стресостійких, помірно стійких та стресонестійких. До стресостійких відносили щурів, у яких була висока швидкість адаптації, низькі показники рухової активності, дослідницької поведінки і вегетативного балансу, а до стресонестійких – тварин з низькою швидкістю адаптації, високою руховою активністю, дослідницькою поведінкою і показниками вегетативного балансу. Контролем слугували тварини відповідного типу реагування, яким не моделювали стрес-синдром.
Для корекції патологічних змін у підшлунковій залозі експериментальним тваринам через зонд інтрагастрально вводили меланін (“Sigma”, USA) у дозі 5 мг/кг маси тіла розчиненого у 0,5 мл дистильованої води за 30 хвилин до моделювання гострого стресу. Контролем (плацебо) до тварин, яким вводили меланін з превентивною метою, слугували щури, яким інтрагастрально через зонд вводили 0,5 мл фізіологічного розчину, а також група щурів, яким після введення меланіну не моделювали гострий стрес.

Забій тварин проводили через 2 години після іммобілізаційного стресу. Після забою тварин проводили вилучення підшлункової залози, шлунка, тимусу та наднирників. Одну частину підшлункової залози одразу ж охолоджували, гомогенізували з утворенням 1% розчину на дистильованій воді, а іншу – поміщали у 10% розчин формальдегіду для подальшого морфологічного дослідження. Шлунок розтинали по малій кривизні, промивали фізіологічним розчином  та за допомогою лупи проводили макроскопічну оцінку стану слизової оболонки шлунка, з урахуванням частоти, множинності та тяжкості виразок [355]. Частоту ураження вираховували як співвідношення кількості щурів з виразками до загальної кількості тварин у групі. Множинність ураження оцінювали як співвідношення кількості виразок у всіх уражених щурів до кількості тварин у групі. Тяжкість виразкоутворення оцінювали середнім балом за кількістю виразок: 1-5 виразок – 1-5 балів, 6-10 – 6 балів, 10-15 – 7 балів, 16-20 – 8 балів, 21-30 – 9 балів [355].
2.2. Біохімічні методи дослідження.
Загальну антитриптичну активність визначали за методом Веремеенко К.Н. [356], принцип якого засновано на визначенні різниці між активністю проби, що містить певну кількість трипсину, і активністю проби, в якій частина ферменту зв’язується інгібіторами протеаз.
Визначення протеолітичної активності проводили за методом Уголева А.М. [357], принцип якого полягає в тому, що ферментативна активність визначається за приростом вільного аміноазоту, що утворюється при гідролітичному розщепленні білкових субстратів.
Визначення вмісту молекул середньої маси проводили методом Габриэлян Н.И. [358], принцип якого полягає у вимірювання оптичної густини розчину, звільненого від високомолекулярних білків, ліпідів.
Вміст ТБК-реактантів проводили методом Стальной И.Д. [359], принцип якого в тому, що за високої температури в кислому середовищі малоновий діальдегід реагує з 2-тіобарбітуровою кислотою, утворюючи забарвлений триметиновий комплекс, з максимумом поглинання при спектрофотометруванні при довжині хвилі 532 нм.
Визначення активності амілази [КФ 3.4.1.1] проводили за методом Caraway W. T. [360] за допомогою стандартного набору реактивів (набір "α – Амілаза", "Філісіт – Діагностика", Україна), принцип якого полягає у тому, що у присутності амілази крохмаль гідролізується до похідних, що не дають кольорової реакції з йодом. Зміна інтенсивності забарвлення йод-крохмального комплексу пропорційна активності ферменту у пробі, що аналізується.

Активність ліпази [КФ: 3.1.1.3] визначали турбідиметричним методом [361], принцип якого полягає в спектрофотометричному вимірюванні каламутності суспензії маслинової олії під дією ліпази. Активність ферменту пропорційна кількості гідролізованої маслинової олії або кількості жирних кислот, що утворилися під час гідролізу.

Визначення активності синтази оксиду азоту [КФ 1.14.13.19] та нітрит-аніону проводили методом Hevel I.M.  [362]. Активність синтази оксиду азоту визначали за різницею концентрації нітрит-йону до та після інкубації досліджуваного розчину у середовищі, що містить субстрат ферменту – аргінін та відновлений НАДФ. Визначення нітрит-йону засновано на фотометричному визначенні інтенсивності забарвлення азосполуки рожево-малинового кольору, що утворюється під час реакції нітритів з α-нафтиламіном і сульфаніловою кислотою.

Визначення вмісту загального білку проводилось біуретовою реакцією, що заснована на здатності реагувати у лужному середовищі із сірчанокислою міддю з утворенням сполук, забарвлених у фіолетовий колір [363].

Активність каталази [КФ 1.11.1.6] визначали методом Королюк М. А. та співавт., 1988 [364], принцип якого засновано на здатності пероксиду водню утворювати з молібдатом амонію стійкий забарвлений комплекс. Активність досліджуваного ферменту визначають спектрофотометрично при довжині хвилі 410 нм.

Визначення активності супероксиддисмутази [КФ 1.15.1.1] проводили стандартним методом, принцип якого полягає в здатності адреналіну аутоокислюватися у лужному середовищі з генерацією супероксиданіонрадикалу з певною швидкістю, що зменшується у присутності супероксиддисмутази. Порівняння швидкостей аутоокислення адреналіну та окислення останнього у присутності СОД дозволяє визначити активність ферменту у досліджуваній пробі [365].

2.3. Морфологічні методи дослідження.

Для гістологічного дослідження підшлункової залози щурів контрольної групи, тих, яких було піддано гострому експериментальному стресу, та тих, яким до моделювання гострого стресу вводили меланін чи плацебо, було використано метод світлової мікроскопії. Підшлункову залозу фіксували у 10% розчині нейтрального формаліну. Після фіксації матеріал промивали через хлороформ та хлороформо-парафінову суміш і заливали у парафінові блоки. Після цього готували серійні зрізи товщиною 5-6 мкм. Оглядові препарати, забарвлені гематоксилін-еозином, використовували для загальної оцінки стану досліджуваних тканин [366]. Мікрофотографування обраних ділянок здійснювали за допомогою мікроскопу с цифровою мікрофотонасадкою фірми Biorex 3.
2. 4. Математико – статистичний аналіз.
Результати, що було отримано під час проведення експериментальної частини роботи, ми проаналізували за допомогою методів варіаційної статистики. Для перевірки розподілу на нормальність ми використали розрахунок критерію Шапіро-Вілка. Якщо дані відповідали нормальному розподілу, до достовірність їх різниці при порівнянні середньоарифметичних величин визначали за допомогою t-критерія Ст’юдента для незалежних вибірок. Достовірними вважали ті, що відповідають р<0,05 [367, 368, 369]. Коли ж дані не підлягали нормальному розподілу, то статистичну обробку проводили за допомогою непараметричного методу – тесту Мана-Вітні.
Отримані результати дослідження обробляли статистично на ПК Intel Pentium 4 з використанням програми Microsoft Exel  для Windows Professional, при цьому визначали середні значення параметрів (М)  та середню похибку (±m).

РОЗДІЛ 3

ПАТОЛОГІЧНІ ЗМІНИ В ПІДШЛУНКОВІЙ ЗАЛОЗІ

В ЗАЛЕЖНОСТІ ВІД СТРЕСОСТІЙКОСТІ ТВАРИН
3.1. Показники тяжкості розвитку стрес-синдрому в залежності від стресостійкості

Для оцінки тяжкості розвитку стрес-синдрому оцінювали показники тріади Сельє Г. [351], а саме: масу тимусу, наднирникових залоз та ульцерогенез [355]  (табл. 3.1).
Таблиця 3.1
Показники тяжкості стрес-синдрому у щурів в залежності від стресостійкості організму, (M±m), n=14
	Показники та групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	І. Маса тимусу, мг/100 г:
	
	

	1. Контроль
	58,02±1,37
	47,20±1,37 ^

	2. Гострий стрес
	41,98±1,37 *
	35,59±1,99 * ^

	ІІ. Маса наднирників, мг/100 г:
	
	

	1. Контроль
	22,24±1,05
	25,52±0,97 ^

	2. Гострий стрес
	29,55±1,45 *
	31,22±1,23 *

	ІІІ. Частота виразок, %:
	
	

	1. Контроль
	7,14%
	21,43% 

	2. Гострий стрес
	57,14% *
	85,71% *

	ІV. Множинність виразок, кількість виразок на 1 щура:
	
	

	1. Контроль
	0,07±0,07
	0,21±0,11

	2. Гострий стрес
	1,07±0,29 *
	3,07±0,55 * ^ 

	V. Тяжкість виразок, бали:
	
	

	1. Контроль
	0,07±0,07
	0,21±0,11

	2. Гострий стрес
	1,07±0,29 *
	2,93±0,47 * ^


Примітки:
1. n-кількість тварин;
2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;
3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

Нами встановлено, що маса тимусу у стресонестійких щурів контрольної групи була достовірно у 1,23 разу нижчою за масу тимусу у контрольних стресостійких щурів (табл. 3.1). За умов гострого стресу вірогідно зменшується в 1,38 рази маса тимусу у стресостійких тварин та достовірно у 1,33 рази у стресонестійких тварин порівняно з контрольними тваринами відповідного типу реагування (табл. 3.1). При цьому у стресованих щурів стресонестійкого типу маса тимусу достовірно у 1,18 разу нижча за масу тимусу у стресостійких тварин, що було піддано дії гострого стресу (табл. 3.1).

Крім того, визначено, що при моделюванні гострого стресу маса наднирників вірогідно збільшується у 1,33 рази у стресостійких тварин та достовірно зростає у 1,22 рази у стресонестійких щурів порівняно з відповідним контролем (табл. 3.1). Виявлено, що у стресостійких контрольних тварин маса наднирників у 1,15 рази нижча за масу наднирників у стресонестійких тварин контрольної групи (табл. 3.1).

Частота виразок достовірно зростає у 8,0 разів у щурів стійких до стресу та вірогідно збільшується у 4,0 рази у тварин не стійких до стресу в порівнянні зі щурами відповідного типу реагування (табл. 3.1).

В той же час, множинність виразок зростає у 15,29 разів у стресостійких щурів та достовірно збільшується у 14,62 разів у стресонестійких тварин, порівняно зі щурами відповідного контролю (табл. 3.1). При проведенні гострого експериментального стресу множинність виразок у щурів стресонестійкого типу була достовірно у 2,87 рази вищою за стресостійких тварин, що перебували у тих самих умовах (табл. 3.1).

Нами встановлено, що тяжкість ульцерогенезу вірогідно збільшується у стресостійких тварин у 15,29 разів, а також достовірно зростає у 13,95 разів у стресонестійких щурів, в порівнянні зі щурами відповідного контролю (табл. 3.1). Також виявлено, що тяжкість виразкоутворення за умов гострого стресу у щурів стресонестійкого типу достовірно у 2.74 рази вища, наж у стресостійких тварин (табл. 3.1).

Таким чином, показники тяжкості розвитку стрес-синдрому залежать від стресостійкості щурів. Виявлено, що за умов гострого іммобілізаційного стресу розвиток стрес-синдрому та його тяжкість залежать від індивідуально-типологічних особливостей організму. Підтвердженням даного положення є те, що стресонестійкі тварини за нейроетологічним портретом, враховуючи перемінні «Відкритого поля», за оцінкою тріади Сельє також відносились до нестійких тварин. Максимальні показники, що відображають тяжкість стрес-синдрому, були у тварин не стійких до гострого стресу порівняно зі щурами стресостійкого типу. Отже, нейроетологічний тест «Відкрите поле» може бути використаний для оцінки стресостійкості організму.

3.2. Активність ферментів підшлункової  залози у тварин з різною стресостійкістю
Загальновідомо, що в розвитку катаболічної фази стрес-синдрому важливу роль відіграє підшлункова залоза, 20% маси якої припадає на гідролітичні ферменти, які внаслідок розвитку цитолітичного синдрому потрапляють в кровообіг [370]. В доступній нам сучасній літературі достатньо обґрунтована активація протеолітичних процесів в підшлунковій залози за умов гострого стресу [371], але в цих дослідженнях не було враховано індивідуально-типологічні особливості стресостійкості організму. Нами отримано наступні показники активності ферментів підшлункової залози в залежності від стресостійкості тварин (табл. 3.2).

Нами встановлено, що за умов гострого стресу вірогідно зростає в 1,91 рази загальна протеолітична активність підшлункової залози у стресонестійких тварин порівняно з контрольними тваринами відповідного типу реагування (табл. 3.2). За цих умов активація протеолітичних процесів в підшлунковій залозі стресостійких тварин не відмічається, якщо порівнювати з відповідним контролем (табл. 3.2).
Таблиця 3.2

Загальна протеолітична активність в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, мкмоль/г/хв ,  (M±m), n=11
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	1,16±0,26
	0,98±0,16

	Гострий стрес
	1,43±0,40
	1,87±0,14 *


Примітки:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05.
Таким чином, за умов гострого стресу активація протеолітичних процесів в підшлунковій залозі залежить від стресостійкості організму: вірогідні зміни активності протеїназ спостерігається лише у стресонестійких тварин, яких було піддано впливу іммобілізаційного стресу, порівняно з відповідним контролем.

Важливу роль для оцінки протеїназно-інгібіторного потенціалу відіграє аналіз не лише активності протеолітичних ферментів, а і дослідження загальної антипротеолітичної активності (табл. 3.3).

Таблиця 3.3

Антипротеолітича активність в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, г/кг,  (M±m), n=11
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	56,07±1,47
	55,24±0,79

	Гострий стрес
	53,65±1,62
	51,61±1,23 *


Примітки:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05.

Нами встановлено, що за умов моделювання гострого стресу у стресонестійких тварин вірогідно зменшується в 1,07 рази загальна антипротеолітична активність порівняно з контрольними тваринами відповідного типу (табл. 3.3). Достовірних змін даного показника у тварин, що стійкі до гострого стресу, за цих умов не спостерігалось (табл. 3.3).
Отже, за умов гострого стресу у стресонестійких тварин відмічається активація протеолітичних процесів на тлі пригнічення активності інгібіторів протеїназ, що свідчить про розвиток протеїназно-інгібіторного дисбалансу за декомпенсаторним типом [372].
Індикаторними ферментами, які відображають розвиток цитолітичного синдрому підшлункової залози за різних умов, є ліпаза та  амілаза [373, 374]. Під час проведення гострого експериментального стресу відбувалися наступні зміни їх активності у підшлунковій залозі тварин (табл. 3.4).

Таблиця 3.4

Активність амілази в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, г/г/год ,  (M±m), n=8
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	21,44±0,09
	20,57±0,2 ^ 

	Гострий стрес
	21,79±0,21
	22,38±0,34 *


Примітки:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

Нами встановлено, що за умов розвитку стрес-синдрому на тлі активації протеолітичних процесів, які призводять до підвищеного катаболізму біомолекул та лабілізації лізосом, відбувається вірогідне зростання в 1,09 рази амілолітичної активності підшлункової залози у стресонестійких тварин порівняно з контролем відповідного типу (табл. 3.4). При порівнянні контрольних груп тварин виявлено, що у стресонестійких щурів активність амілази достовірно у 1,04 рази нижча, ніж у стресостійкої групи (табл. 3.4).

Аналізуючи активність амілази підшлункової залози за умов гострого стресу у стресостійких тварин, достовірних змін не спостерігали (табл. 3.4).

Таким чином, за умов гострого стресу відбувається вірогідне зростання активності амілази підшлункової залози лише у тварин, що не стійкі до дії гострого стресу. При цьому спостерігається нижча амілолітична активність у контрольних тварин стресонестійкого типу у порівнянні зі стресостійкими, що може бути наслідком недостатності протеїнсинтетичних процесів у підшлунковій залозі стресонестійких щурів, пов’язаних з більшою активністю стрес-реалізуючих систем, їх переважанням над стрес-лімітуючими.

При дослідженні ліполітичної активності підшлункової залози у тварин нами виявлено наступні зміни активності ферментів (табл. 3.5).

Таблиця 3.5

Активність ліпази в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, мкмоль/г/хв, (M±m), n=8
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	12,75±1,18
	12,7±0,97

	Гострий стрес
	13,88±3,02
	23,2±1,16 * ^ 


Примітки:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

У щурів стресонестійкого типу виявлено вірогідне зростання в 1,83 рази активності ліпази порівняно з відповідними контрольними тваринами (табл. 3.5). За цих умов активність ліпази в підшлунковій залозі у тварин, що стійкі до гострого стресу, не відрізняється від контролю. Якщо порівнювати значення активності ліпази у підшлунковій залозі за умов гострого стресу у тварин обох типів, то відмічається вірогідно у 1,67 рази вищий показник у стресонестійких щурів (табл. 3.5).

Таким чином, за умов розвитку стрес-синдрому у тварин, що не стійкі до дії гострого стресу, спостерігали вірогідні зміни активності амілази та ліпази в підшлунковій залозі у порівнянні з контрольними тваринами, а також встановлено, що ліполітична активність у стресованих стресонестійких щурів достовірно вища у порівнянні зі стресостійкими тваринами за тих же умов.

Отже, за умов моделювання гострого стресу у стресонестійких тварин відбувається дисбаланс протеїназно-інгібіторного потенціалу за декомпенсаторним типом, що призводить до розвитку цитолітичного синдрому, про що свідчить вірогідне підвищення загальної амілолітичної та ліполітичної активності підшлункової залози. Цитолітичний синдром підшлункової залози за умов гострого стресу на підставі гіперферментемії  спостерігали тільки у стресонестійких тварин.

3.3. NO – ергічна система підшлункової залози за умов гострого стресу у тварин в залежності від стресостійкості
NO-ергічна система досить давно вивчається дослідниками, доведено, що оксид азоту виконує безліч функцій, а дисбаланс цієї системи лежить в основі розвитку багатьох патологічних станів. Оксид азоту продукується декількома формами NO-синтаз, серед яких виділяють конститутивні та індуцибельні. До перших відносять нейрональну та ендотеліальну, вони експресуються постійно, а індуцибельна синтезується в умовах дії специфічних чинників (цитокіни та ін.). Раніше було виявлено, що за розвитку різних патологічних станів спостерігається активація індуцибельної синтази оксиду азоту, а це призводить до збільшення вмісту NO, що має пошкоджуючу дію [347]. Конститутивним формам відводиться протекторна функція [348, 349]. В доступній нам літературі не було виявлено даних щодо зміни активності синтази оксиду азоту та концентрації нітрит-йону в підшлунковій залозі під час гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин.
Під час проведення гострого іммобілізаційного стресу у щурів обох типів не було виявлено достовірних змін активності NO-синтази у гомогенаті підшлункової залози (табл. 3.6).
Отже, за умов гострого стресу ферментативна загальна активність синтази оксиду азоту у щурів як стресостійкого, так і стресонестійкого типу не зазнає достовірних змін (табл. 3.6).

Таблиця 3.6

Загальна активність NOS в підшлунковій залозі у щурів із різною стресостійкістю, мкмоль/г/хв, (M±m)

	Групи
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	3,35±0,92 (n=7)
	4,69±2,62 (n=7)

	Гострий стрес
	5,05±0,78 (n=6)
	3,58±1,17 (n=8)


Примітка: n-кількість тварин

При дослідженні вмісту нітрит-йону, як стабільного метаболіту оксиду азоту, в гомогенаті підшлункової залози щурів встановлено, що у стресонестійких щурів він достовірно зменшується у 1,37 рази,  а у щурів стресостійкого типу цей показник вірогідно не змінюється порівняно із контрольними тваринами відповідного контролю (табл.3.7).
Таблиця 3.7

Вміст нітрит-йону в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, мкмоль/г,  (M±m)

	Групи
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	8,01±1,74 (n=8)
	6,87±0,64 (n=7)

	Гострий стрес
	6,07±0,89 (n=8)
	5,01±0,54 * (n=5) 


Примітка:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

Таким чином, при моделюванні гострого стресу в підшлунковій залозі щурів виникає дисбаланс NO-ергічної системи: на фоні незміненої активності синтази оксиду азоту спостерігається зниження концентрації нітрит-йону, що може бути пов’язаним з дією інших компонентів NO-ергічної системи (аргінази, нітритредуктазної системи , здатністю до депонування оксиду азоту).
3.4. Розвиток оксидативного стресу в підшлунковій залозі в залежності від стресостійкості

Відомим є те, що універсальним механізмом цитолізу у катаболічну фазу стрес-синдрому є дисбаланс про- та антиоксидантних систем [375].
За умов моделювання гострого іммобілізаційного стресу у щурів виявлено зміни концентрації у підшлунковій залозі одного із показників перекисного окислення ліпідів – ТБК-ректантів (табл. 3.8).

Таблиця  3.8

Вміст ТБК-реактантів в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, мкмоль/г, (M±m), n=11
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	13,05±0,39
	13,81±0,40

	Гострий стрес
	15,78±0,26 *
	16,83±0,24 * ^


Примітка:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

Нами встановлено, що за умов гострого стресу в підшлунковій залозі тварин обох типів відбувається розвиток оксидативного стресу, про що свідчить вірогідне зростання у 1,21 рази у стресостійких тварин та у 1,22 рази у стресонестійких тварин вмісту ТБК-реактантів у гомогенаті підшлункової залози порівняно зі щурами відповідного контролю (табл. 3.8).  Крім того, при порівнянні цього показника у стресованих щурів обох типів виявлено, що у стресонестійких він вірогідно у 1,07 рази вищий. Таким чином, у щурів обох типів відбувається активація вільно-радикального окиснення в підшлунковій залозі, що відображає органоспецифічні властивості розвитку стрес-синдрому в підшлунковій залозі.

В той же час відбувається зменшення активності антиоксидантного ферменту каталази у підшлунковій залозі досліджуваних тварин (табл. 3.9).
Таблиця 3.9
Активність каталази в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, нкат/г, (M±m), n=10
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	3,98±0,43
	3,84±0,21

	Гострий стрес
	2,26±0,12 *
	2,01±0,17 *


Примітка:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05.

За умов моделювання гострого стресу нами виявлено достовірне зменшення активності каталази в підшлунковій залозі стресостійких тварин у 1,76 рази та у 1,91 рази у стресонестійких щурів порівняно з тваринами відповідного контролю (табл. 3.9).
Також нами досліджено зміну активності іншого антиоксидантного ферменту синергісту  каталази  – супероксиддисмутази (табл. 3.10).
Таблиця 3.10
Активність СОД у щурів з різною стресостійкістю, ум. од., (M±m), n=10
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	0,89±0,16
	0,69±0,13

	Гострий стрес
	0,37±0,07 *
	0,26±0,04 *


Примітка:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05.

За умов гострого іммобілізаційного стресу в підшлунковій залозі тварин обох типів відбувається достовірне зменшення активності супероксиддисмутази у 2,41 рази у стресостійких щурів та у 2,65 рази у стресонестійких тварин (табл. 3.10).

Отже, розвиток оксидативного стресу в підшлунковій залозі не залежить від стресостійкості тварин  і супроводжується вірогідним зростанням показників перекисного окислення ліпідів на фоні достовірного зниження активності антиоксидантних ферментів. Але у тварин не стійких до стресу вміст ТБК-реактантів у підшлунковій залозі був вірогідно вищим у порівнянні зі стресостійкими тваринами за умов гострого стресу.
За умов розвитку оксидативного стресу та активації протеолітичних процесів відбувається утворення великої кількості молекул середньої маси, які відображають ступінь ендогенної інтоксикації [358]. Ми дослідили зміну їх концентрації в гомогенаті підшлункової залози за умов гострого стресу у тварин стресостійкого та стресонестійкого типів (табл. 3.11).

Таблиця 3.11

Вміст молекул середньої маси в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю, ум. од.,  (M±m), n=8
	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	0,18±0,011
	0,20±0,014

	Гострий стрес
	0,19±0,011
	0,25±0,011 * ^


Примітка:

1. n-кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

Нами встановлено, що за умов гострого стресу в підшлунковій залозі стресонестійких тварин вірогідно у 1,25 рази збільшується вміст молекул середньої маси, за тих же умов у тварин стресостійкого типу вірогідних змін не відбувається (табл. 3.11). При порівнянні вмісту молекул середньої маси у щурів стресостійкого та стресонестійкого типів за умов гострого стресу виявлено, що у останніх концентрація молекул середньої маси у гомогенаті підшлункової залози достовірно у 1,32 рази вища (табл. 3.11).

Таким чином, розвиток ендогенного токсикозу  мав максимальні прояви у стресонестійких тварин порівняно зі стресостійкими за умов стрес-синдрому.
Отже, за умов моделювання гострого стресу тяжкість розвитку стрес-синдрому у підшлунковій залозі залежить від індивідуально-типологічних особливостей організму тварин. Максимально виражені зміни розвитку патологічних процесів в підшлунковій залозі щурів в умовах гострого стресу отримано у стресонестійких тварин порівняно зі стійкими.

Таким чином, у стресонестійких тварин в умовах стрес-синдрому в підшлунковій залозі спостерігали розвиток протеїназно-інгібіторного дисбалансу за декомпенсаторним типом, активацію вільно-радикального окиснення на тлі пригнічення антиоксидантного захисту, підвищення ступеню ендогенного токсикозу та цитолітичний синдром, а також розвиток дисбалансу NO-ергічної системи.
3.5 Морфологічні зміни в тканині підшлункової залози під час розвитку експериментального гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин
Гістологічна будова підшлункової залози щура з контрольної групи стресонестійких тварин (рис.1) представлена часточками залози, які утворені кінцевими відділами, протоками, поодинокими острівцями Лангерганса, розташованими серед фіброзно-жирової тканини, багатою на кровоносні, лімфатичні судини, нервові закінчення.
Клітини острівців Лангерганса забезпечують ендокринну функцію залози, синтезуючи інсулін і глюкагон, регулюючи рівень глюкози в крові, її засвоєння. Переважаюча частина тканини підшлункової залози представлена  часточками різних розмірів, розмежованих прошарками сполучної тканини. Екзокринна частина залози складається з ацинусів, утворених кінцевими відділами та протоками залози, котрі на сагітальному зрізі мають вищезазначений вигляд. Клітини ацинусів виконують екзокринну функцію залози, продукуючи  травні ферменти, які входять до складу панкреатичного секрету.
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Рис. 1. Гістологічна будова підшлункової залози щура з контрольної групи стресонестійких тварин. Заб. гематоксиліном та еозином. Зб.х100:

1 – часточка залози;

2 – міжчасточкова протока;

3 – острівець Лангерганса;

4 – фіброзно-жирова сполучна тканина;

5 – артеріола;

6 – венула.

На гістологічних зрізах, забарвлених гематоксиліном та еозином, строма залози представлена сполучною тканиною, багатою на колагенові волокна та жирову клітковину. Навколо часточок залози прошарки потовщені, містять артерії  з товстою стінкою, вени, що мають звивистий хід. Всередині часточок сполучна тканина має пухку волокнисту будову, містить переважно капіляри, протоки залози, нервові закінчення.

При більш детальному вивченні особливостей гістологічної будови підшлункової залози на великому світлооптичному збільшені виявлені наступні морфологічні і тінкторіальні її властивості. Так, до складу ацинарних структур залози входять епітеліальні клітини пірамідоподібної форми, що широкою основою розташовані на базальній мембрані протоки, вузькою апікальною частиною орієнтовані до її просвіту. Ядро клітини округлої форми, розташоване в базальних відділах, містить переважно неконденсований, синтетично активний хроматин, одне або декілька базофільних ядерець. Цитоплазма даних клітин має базофільне забарвлення в навколоядерній і базальній частині, що за даними літератури відповідає розташуванню гранулярного ендоплазматичного ретикулуму клітини – місцю синтезу ферментів залози. В апікальній частині цитоплазми розташована велика кількість секрету у вигляді еозинофільних зерен, що демонструє секреторну активність клітин ацинусів, і відповідає накопиченню секрету у вигляді гранул.

Разом з ацинарними структурами підшлункової залози, що утворені клітинами, які перебувають у фазі секреції, визначаються поодинокі клітини внутрішньчасточкових проток, що містять два  округлих базофільних ядра, які оточені базофільною цитоплазмою. Дані особливості клітинної будови відповідають стану мітозу, що свідчить про прояви регенераторної активності клітин залози щурів з контрольної групи стресонестійкіх тварин.

На гістологічних препаратах тканини підшлункової залози щурів з дослідної групи стресонестійких тварин (рис.2), вилученої в експерименті після стресорного впливу, винайдені некробіотичні зміни дифузного характеру.
Так, серед клітин острівкового апарату залози виявляються клітини зі зморшкуватим темно-базофільним ядром, що знаходиться у цитоплазмі з оптично порожніми вакуолямі. Дані морфологічні зміни демонструють явища фокального колікваціонного некрозу клітин з неповним руйнуванням їх зовнішньої мембрани. Клітини переважно знаходились в периферійній частині острівка Лангерганса. Також зустрічають клітини з частково лізованим ядром. Отже, дані зміни морфологічної будови клітин, що входять до складу острівкового апарата залози, свідчать про  частково зворотні та незворотні зміни в тканині органа тварини під пошкоджуючим впливом стресорного фактору. В патогенезі даних змін, за даними літератури [165, 171, 174, 233, 49, 47, 234], підвищення секреторної активності підшлункової залози, порушення мікроциркуляції, захисних властивостей панкреацитів з передчасною активацією ферментів безпосередньо в клітинах залози, що завершується їх некрозом.

[image: image2.jpg]



Рис. 2. Гістологічна будова підшлункової залози щура з групи стресонестійких тварин внаслідок дії гострого стресу. Заб. гематоксиліном та еозином. Зб.х400:

1 – колікваційний некроз клітин острівка Лангерганса;

2 – некроз ацинарних клітин;

3 – мітотичні фігури;

4 – міжацинарний набряк.

Також в стані незворотної некротичної деструкції перебувають і клітини ацинусів підшлункової залози дослідних тварин. На гістологічних препаратах це проявляється порушенням контурування стінок ацинарних структур. Ядра клітин темно-базофильні за рахунок конденсації хроматину, зморшкуватого вигляду. Цитоплазма деяких клітин містить еозинофільні гранули, але у більшої кількості, вона гомогенізованого вигляду з розповсюдженням базофілії по всій її площі. Також зустрічаються клітини з повністю зниклим (лізованим) ядром. Проте, серед пошкоджених ацинарних структур залози зустрічаються фігури мітозів, що свідчить про її регенераторну активність. Реактивні зміни на стрес також виявлені і в стромі залози. Це проявилось набряканням міжацинарних прошарків сполучної тканини, внаслідок підвищення судинної проникності, дрібно-вогнищевими діапедезними крововиливами з паретично-розширених судин. Ядра фібробластів мають світло-базофільний вигляд, що вказує на активацію їх функції.

Часточки підшлункової залози стресостійких щурів розмежовані жировою клітковиною. Ацинарні структури, що утворені термінальними відділами системи проток екзокринної частини залози, мають суттєве чисельне переважання над ендокринною частиною, представленою острівцями Лангерганса. (Рис.3,4).
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Рис. 3. Гістологічна будова підшлункової залози щура з контрольної групи стресостійких тварин. Заб. гематоксиліном та еозином. Зб. х100:
1 – часточка залози;
2 – острівець Лангерганса;
3 – міжчасточкова фіброзно-жирова тканина;
4  - артерія.
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Рис. 4. Гістологічна будова підшлункової залози щура з контрольної групи стресостійких тварин. Заб. гематоксиліном та еозином. Зб. х400:

1 – секрет у просвіті ацинусу;

2 – міжчасточкова протока з секретом в просвіті;

3 – острівець Лангерганса.

Особливістю клітин ацинусів є підвищена секреторна активність. Пірамідоподібні секреторні клітини переповнені розміщеними в їх апікальній частині гранулами еозинофільного секрету. Базофільні ядра клітин зміщені секреторними гранулами до базальної мембрани клітин. Цитоплазма навколо ядра забарвлюється базофільно на досить малій площині. Ацинарні просвіти не визначаються внаслідок заповнення їх секретом. В міжчасточковій стромі, представленій пухкою сполучною тканиною, визначаються поперечні перерізи добре виражених міжчасточкових проток. Клітини кубічної форми, що їх утворюють, мають округле світло-базофільне ядро, оточене вузькім обідком еозинофільної цитоплазми. В просвіті проток знаходиться еозинофільний секрет і оптично світлі вакуолі.

В сполучній тканині всередині і навколо часточок визначаються фібробласти, що мають вуглувате темно-базофільне ядро.

Між часточками визначаються острівці Лангерганса. Останні відокремлені від прилеглих ацинусів ледь помітними прошарками сполучної тканини. Клітини, що входять до складу панкреатичних острівців, не мають упорядкованої орієнтації, формують тяжі. При забарвленні гематоксиліном-еозином клітини мають темно- або світло-базофільне ядро, оточене обідком еозинофільної цитоплазми. Навколо клітин виявляється велика кількість кровоносних капілярів.

На гістологічних зрізах тканини підшлункової залози у щурів стресостійкого типу, яким було змодельовано гострий стрес, виявлена майже непорушена будова ацинарних структур та острівцевого апарату (рис.5).
Так, більша частина клітин, що вистеляє ацинарні відділи екзокринної частини залози, знаходиться у фазі накопичення секрету. Ядра ацинарних клітин з переважанням еухроматину і чітко контурованим ядерцем відтиснені до базальних відділів цитоплазми еозинофільними секреторними гранулами. Базофільна зона навколо ядер виражена дуже слабко. Просвіти ацинусів не виявляються. Також виявлені поодинокі клітини в ацинусах залози, що  мають ознаки деструктивних змін. Останні проявляються в погіршені контурування ацинарної клітини, гомогенізацією еозинофільної цитоплазми, повним зникненням ядра (лізісом), відсутністю поділу цитоплазми на гомогенну та зимогенну зони. Дані морфологічні і тінкторіальні зміни вищеописаних клітин, на нашу думку, пов’язані з передчасною активацією продукованих ними ферментів і лізисом власних ультраструктурних елементів. Але, на відміну від значно розповсюджених некробіотичних змін тканини залози щурів з стресонестійкої контрольної групи при подібних умовах, у  щурів зі стресостійкої групи під час експериментального стресу не відбулося розповсюдженого руйнування тканини підшлункової залози. Також не виявились деструктивні зміни в острівцевому апараті. Їх клітини мають світло-базофільне ядро з одним ядерцем, розташоване в центральній частині цитоплазми. Остання містить пухкі світло-базофільні включення. Острівці містять чисельні повнокровні капіляри.
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Рис. 5. Гістологічна будова підшлункової залози щура з групи стресостійких тварин внаслідок дії гострого стресу. Заб. гематоксиліном та еозином. Зб. х400:

1 – секрет в просвіті ацинусу;

2 – острівець Лангерганса;

3 – ацинарна клітина с каріолізисом;

4 – повнокровна артеріола.

В стромі залози виявлені артеріоли з ендотеліальними клітинами гофрованого вигляду, як наслідок вазоспазму під час експериментального стресу. Але еритроцити розташовані переважно в центральній частині просвіту судини і не виявляють ознак сладж-феномену. Тобто погіршення кровотоку в тканини підшлункової залози під час експериментального стресу в даній контрольній групі щурів було мінімальним.

Таким чином, на підставі біохімічних та морфологічних досліджень підшлункової залози нами обґрунтовані положення про особливості стрес- реактивності організму тварин в залежності від стресостійкості. Саме, у стресонестійких тварин в підшлунковій залозі доведено розвиток протеїназно-інгібіторного дисбалансу, оксидативного стресу, ендотоксикозу та максимально виражені патоморфологічні зміни порівняно з тваринами стійкими до гострого стресу.
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РОЗДІЛ 4

ОБГРУНТУВАННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ ЗАСТОСУВАННЯ МЕЛАНІНУ ЗА УМОВ ГОСТРОГО СТРЕСУ ДЛЯ КОРЕКЦІЇ ПАТОЛОГІЧНИХ ЗМІН В ПІДШЛУНКОВІЙ ЗАЛОЗІ
4.1. Показники тяжкості розвитку стрес-синдрому в залежності від стресостійкості за умов експериментальної корекції меланіном
Тріада Сельє (інволюція тимусу, гіпертрофія наднирників та ульцерогенез) є показником тяжкості розвитку стрес-синдрому [351]. При попередньому введенні меланіну ми спостерігали зменшення тяжкості проявів стрес-синдрому.

Введення меланіну щурам за 30 хвилин до моделювання гострого іммобілізаційного стресу попереджувало розвиток інволюції тимусу (табл. 4.1).

Таблиця 4.1

Маса тимусу у щурів в залежності від стресостійкості організму та за умов експериментальної корекції меланіном, мг/100 г, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	58,02±1,37 (n=14)
	47,20±1,37 ^ (n=14)

	Гострий стрес
	41,98±1,37 * (n=14)
	35,59±1,99 * ^ (n=14)

	Меланін
	72,69±3,98 (n=7)
	69,65±3,33 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	57,45±1,57 ** (n=8)
	48,77±1,25 ** ^ (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	41,48±0,81 ^^ (n=5)
	36,22±0,84 ^^ ^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05

За умови превентивного введення меланіну у тварин обох типів спостерігалося достовірне збільшення маси тимусу у 1,37 рази порівняно зі стресованими щурами відповідного типу реагування (табл. 4.1). Попереднє введення плацебо до моделювання гострого стресу не мало протективного впливу на розвиток інволюції тимусу у щурів обох типів стресостійкості і маса тимусу достовірно не відрізнялась від стресованих тварин відповідного типу реагування, натомість, вона була достовірно у 1,39 рази нижчою у стресостійких тварин та вірогідно у 1,34 рази нижчою у стресонестійких щурів у порівнянні із тими, яким до моделювання гострого стресу вводили меланін (табл. 4.1). Маса тимусу стресостійких тварин, яким до моделювання стресу вводили меланін, залишалася достовірно у 1,18 рази вищою в порівнянні зі стресонестійкими тваринами тієї ж групи (табл. 4.1). Також маса тимусу стресостійких тварин, яким до гострого експериментального стресу вводили плацебо була достовірно у 1,15 рази вищою у порівнянні зі стресонестійкими тваринами, що підтверджує вищі адаптивні можливості у щурів стресостійкого типу реагування (табл. 4.1). Отже, застосування меланіну запобігало розвитку інволюції тимусу за умов гострого стресу.

Наступний показник, маса наднирникових залоз, також зазнав змін за умов введення меланіну до проведення експериментального гострого стресу (табл. 4.2).
Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу призводило до попередження розвитку гіпертрофії наднирників, про що свідчить достовірне зменшення маси наднирників у 1,18 рази у стресостійких тварин та у 1,34 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу (табл. 4.2). За тих же умов попереднє введення плацебо не мало протективного впливу на розвиток гіпертрофії наднирників у щурів обох типів стресостійкості і маса наднирників достовірно не відрізнялась від стресованих тварин відповідного типу (табл. 4.2). При цьому, маса наднирників у стресостійких щурів, яким вводили плацебо до моделювання гострого стресу, була достовірно вищою у 1,20 рази, а у стресонестійких щурів за тих же умов – вищою у 31,44 раз, якщо порівнювати із тваринами, якім превентивно вводили меланін (табл. 4.2). Таким чином, введення меланіну запобігало розвитку стресорної гіпертрофії наднирникових залоз у щурів.
Таблиця 4.2

Маса наднирників у щурів в залежності від стресостійкості організму та за умов експериментальної корекції меланіном, мг/100 г, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	22,24±1,05 (n=14)
	25,52±0,97 ^ (n=14)

	Гострий стрес
	29,55±1,45 * (n=14)
	31,22±1,23 * (n=14)

	Меланін
	21,10±1,41 (n=7)
	22,02±1,00 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	24,96±1,65 ** (n=8)
	23,35±1,89 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	29,87±0,87 ^^ (n=5)
	31,44±0,80 ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.
При аналізі частоти виразкоутворення [355] встановлено, що попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу призводило до зменшення частоти утворення виразок, про що свідчить зменшення на 57,14% частоти виразкоутворення у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу (табл. 4.3).
За тих же умов попереднє введення плацебо не мало антиульцерогенного впливу, частота виразкоутворення достовірно не відрізнялася від такої у стресованих щурів відповідного типу реагування (табл. 4.3). При цьому у стресонестійких щурів введення плацебо призводило до появи виразок у всіх щурів (100%), що достовірно у 3,5 рази вище, ніж у тих тварин відповідного типу реагування, яким до моделювання стресу вводили меланін (табл. 4.3). Це вказує на те, що сама процедура інтрагастрального введення препаратів щурам є потужним стрес-фактором, найбільш чутливими до якого є стресонестійкі тварини, а також підтверджує антиульцерогенну дію меланіну.
Таблиця 4.3

Частота виразок слизової оболонки шлунка у щурів в залежності від стресостійкості організму та за умов експериментальної корекції меланіном, %, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	7,14 % (n=14)
	21,43 % (n=14)

	Гострий стрес
	57,14 % * (n=14)
	85,71 % * (n=14)

	Меланін
	0,00 % (n=7)
	16,67 % (n=6)

	 Меланін+гострий стрес
	25,00 % (n=8)
	28,57 % ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	60,00 % (n=5)
	100,00 % ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
4. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.
На фоні введення меланіну множинність виразок слизової оболонки шлунка зазнала наступних змін (табл. 4.4). Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до гострого стресу достовірно зменшувало множинність виразок у 4,28 разів у стресостійких тварин та вірогідно зменшувало у 7,14 разів множинність виразок у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами відповідного типу (табл. 4.4). При попередньому введенні плацебо множинність виразок у щурів обох типів реагування достовірно не відрізнялася від стресованих тварин (табл. 4.4). Крім того, множинність виразок у щурів стресонестійкого типу, яким вводили плацебо до гострого стресу, була достовірно у 9,3 рази вищою, ніж у тварин, яким превентивно вводили меланін, а також вірогідно у 3,33 рази вищою за стресостійких тварин, яким також вводили плацебо (табл. 4.4).

Таблиця 4.4

Множинність виразок слизової оболонки шлунка у щурів в залежності від стресостійкості організму та за умов експериментальної корекції меланіном, кількість виразок на 1 щура, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	0,07±0,07 (n=14)
	0,21±0,11 (n=14)

	Гострий стрес
	1,07±0,29 * (n=14)
	3,07±0,55 * ^ (n=14)

	Меланін
	0,00±0,00 (n=7)
	0,17±0,17 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	0,25±0,16 ** (n=8)
	0,43±0,30 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	1,20±0,49 (n=5)
	4,00±0,82 ^^ ^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.
Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до гострого стресу достовірно зменшувало тяжкість виразок у 4,28 разів у стресостійких тварин та у 6,81 разів у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами відповідного типу (табл. 4.5). При введенні плацебо за 30 хвилин до моделювання гострого іммобілізаційного стресу тяжкість виразок слизової оболонки шлунка у щурів обох типів залишалася високою і достовірно не відрізнялася від групи стресованих тварин, яким не проводилася корекція (табл. 4.5). У стресонестійких тварин, яким вводили плацебо, тяжкість виразок була достовірно у 8,98 рази вищою за щурів того ж типу реагування, яким вводили меланін, на вірогідно вищою у 3,22 рази у порівнянні зі стресостійкими щурами, яким також вводили плацебо (табл. 4.5).

Таблиця 4.5

Тяжкість виразок слизової оболонки шлунка у щурів в залежності від стресостійкості організму та за умов експериментальної корекції меланіном, бали, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	0,07±0,07 (n=14)
	0,21±0,11 (n=14)

	Гострий стрес
	1,07±0,29 * (n=14)
	2,93±0,47 * ^ (n=14)

	Меланін
	0,00±0,00 (n=7)
	0,17±0,17 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	0,25±0,16 ** (n=8)
	0,43±0,30 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	1,20±0,49 (n=5)
	3,86±0,74 ^^ ^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.
Таким чином, показники виразкоутворення слизової оболонки шлунка знижувалися за умови превентивного введення меланіну. Введення ж плацебо призводило до вірогідного зростання частоти, множинності і тяжкості виразкоутворення, що більше було вираженим у стресонестійких щурів.

Отже, меланін володіє антиульцерогенною дією, яка максимальна виражена у тварин стрестнестійких.

4.2. Активність ферментів підшлункової залози за умов експериментальної корекції  меланіном при гострому стресі
Зміни загальної протеолітичної активності підшлункової залози за умов  превентивного введення меланіну щурам до моделювання гострого стресу викладено в таблиці 4.6.

Таблиця 4.6

Загальна протеолітична активність в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної 
корекції меланіном, мкмоль/г/хв,  (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	1,16±0,26 (n=11)
	0,98±0,16 (n=11)

	Гострий стрес
	1,43±0,40 (n=11)
	1,87±0,14 * (n=11)

	Меланін
	1,07±0,04 (n=7)
	0,85±0,02 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	1,02±0,08 (n=8)
	1,01±0,05 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	1,68±0,20 ^^ (n=5)
	1,93±0,14 ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
4. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.
Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до гострого стресу  достовірно знижувало у 1,85 рази загальну протеолітичну активність підшлункової залози у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами відповідного типу (табл. 4.6). При цьому, введення плацебо не давало такого ефекту і загальна активність протеаз підшлункової залози залишалася на тому ж рівні, що і у стресованих щурів, яким не проводили корекції (табл. 4.6). Однак, введення плацебо достовірно збільшувало протеолітичну активність підшлункової залози як у стресостійких, так і у стресонестійких тварин у порівнянні з тими, яким вводили меланін, у 1,65 і 1,91 рази відповідно (табл. 4.6). Отже, не дивлячись на стресорність самої маніпуляції інтрагастрального введення меланіну, він зменшував протеолітичну активність в гомогенаті підшлункової залози досліджуваних тварин.
За умов превентивного введення меланіну до моделювання гострого стресу загальна активність інгібіторів протеаз підшлункової змінювалася наступним чином (табл. 4.7).

Таблиця 4.7

Антипротеолітична активність в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної 
корекції меланіном, г/кг,  (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	56,07±1,47 (n=11)
	55,24±0,79 (n=11)

	Гострий стрес
	53,65±1,62 (n=11)
	51,61±1,23 * (n=11)

	Меланін
	59,38±0,90 (n=7)
	57,50±0,66 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	55,46±1,12 (n=8)
	52,76±0,90 (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	50,90±1,47 ^^ (n=5)
	49,14±0,53 ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.

Нами виявлено, що введення меланіну до експериментального гострого стресу не давало достовірних змін загальної антипротеолітичної активності підшлункової залози досліджуваних тварин. Однак, при порівнянні цієї групи із щурами, яким до стресу вводили плацебо, встановлено, що загальна активність антипротеаз  підшлункової залози у перших була вірогідно у 1,09 рази вищою у стресостійких тварин та достовірно у 1,07 рази вищою у стресонестійких (табл. 4.7).
Таким чином, співвідношення протеаз до антипротеаз підшлункової залози при гострому стресі за умови введення меланіну нормалізувалося не стільки за рахунок активації антипротеолітичної активності, як за рахунок зниження загальної протезної активності.
Одним із маркерних панкреатоспецифічних ферментів, що корелює з активністю цитолізу, є амілаза, активність якої також зазнала змін за умов гострого стресу та його експериментальної корекції (табл. 4.8).

Таблиця 4.8

Активність амілази в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції меланіном, г/г/год,  (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	21,44±0,09 (n=8)
	20,57±0,2 ^ (n=8)

	Гострий стрес
	21,79±0,21 (n=8)
	22,38±0,34 * (n=8)

	Меланін
	19,98±0,31 (n=7)
	19,00±0,28 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	20,35±0,20 ** (n=8)
	20,18±0,19 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	21,62±0,19 ^^ (n=5)
	22,38±0,75 ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.

Попереднє введення меланіну до моделювання гострого стресу достовірно зменшувало амілолітичну активність підшлункової залози у 1,07 рази у стресостійких тварин та вірогідно знижувало у 1,11 рази активність амілази у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами відповідного типу без корекції (табл. 4.8). Нами встановлено, що за тих же умов попереднє введення плацебо не призводило  до відчутних змін активності амілази  підшлункової залози у щурів обох типів (табл. 4.8). Однак, при порівнянні з групою тварин, яким вводили меланін до моделювання стресу, визначено, до амілолітична активність підшлункової залози було достовірно у 1,06 рази вищою у стресостійких щурів та вірогідно у 1,11 рази вищою у стресонестійких тварин, яким вводили плацебо, у порівнянні з тими, яким вводили меланін до моделювання стресу (табл. 4.8).

Попереднє введення меланіну до моделювання гострого стресу  достовірно зменшувало у 1,99 рази ліполітичну активність підшлункової залози у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими тваринами того ж типу, за тих же умов у стресостійких щурів достовірних змін не виявлено (табл. 4.9). 
Таблиця 4.9
Активність ліпази в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції
меланіном, мкмоль/г/хв, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	12,75±1,18 (n=8)
	12,7±0,97 (n=8)

	Гострий стрес
	13,88±3,02 (n=8)
	23,2±1,16 * ^ (n=8)

	Меланін
	9,36±1,53 (n=7)
	8,11±1,06 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	11,33±0,87 (n=8)
	11,66±0,46 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	16,24±1,94 ^^ (n=5)
	24,32±1,13 ^^ ^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.

5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.

Також встановлено, що активність ліпази підшлункової залози при попередньому введенні меланіну до моделювання гострого стресу достовірно зменшується у 1,43 рази у стресостійких щурів та вірогідно менше у 2,09 рази у стресонестійких щурів порівняно із щурами відповідного типу стресостійкості, яким до експерименту вводили плацебо (табл. 4.9). При введенні плацебо до моделювання гострого стресу активність ліпази підшлункової залози була достовірно у 1,5 рази вищою у стресонестійких щурів порівняно зі стресостійкими тваринами, що були у тих же умовах (табл. 4.9).
Таким чином, цитоліз у підшлунковій залозі, що мав місце при моделюванні гострого іммобілізаційного стресу, був більше вираженим у тварин стресонестійкого типу реагування, а введення меланіну запобігало руйнуванню клітин.

4.3. NO – ергічна система підшлункової залози в залежності від стресостійкості тварин та експериментальної корекції меланіном
Одним із показників NO-ергічної системи, що ми досліджували у підшлунковій залозі, була загальна активність синтаз оксиду азоту (табл. 4.10). За умов гострого іммобілізаційного стресу у щурів обох типів не було виявлено достовірних змін загальної активності NO-синтаз у гомогенаті підшлункової залози (табл. 4.10). Вміст нітрит-йону в підшлунковій  залозі щурів достовірно зменшується у 1,37 рази у стресонестійких щурів порівняно із контрольними тваринами відповідного типу (табл. 4.10). У стресостійких тварин на тлі попереднього введення меланіну до моделювання гострого стресу загальна активність синтаз оксиду азоту підшлункової залози достовірно знижувалася у 4,24 рази в порівнянні з щурами, якім моделювали гострий стрес без корекції (табл. 4.10). У стресонестійких тварин введення меланіну до гострого стресу не дало достовірних змін даного показника (табл. 4.10). Таким чином, на тлі превентивного введення меланіну та моделювання гострого стресу відбувається вірогідне зниження загальної активності NO-синтаз у стресостійких тварин порівняно з тваринами відповідного типу, яким моделювали гострий стрес без корекції.
Таблиця 4.10

Загальна активність NOS в підшлунковій залозі у щурів із різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції 
меланіном, мкмоль/г/хв, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	3,35±0,92 (n=7)
	4,69±2,62 (n=7)

	Гострий стрес
	5,05±0,78 (n=6)
	3,58±1,17 (n=8)

	Меланін
	0,88±0,27 (n=7)
	0,75±0,32  (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	1,19±0,31 ** (n=7)
	1,69±0,43 (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	1,28±0,45 (n=5)
	0,63±0,11(n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.
Вміст нітрит-йону в гомогенаті підшлункової залози за умов гострого експериментального стресу та його корекції зазнав наступних змін (табл. 4.11).
Таблиця 4.11

Вміст нітрит-йону в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції меланіном, мкмоль/г,  (M±m)

	Групи
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	8,01±1,74 (n=8)
	6,87±0,64 (n=7)

	Гострий стрес
	6,07±0,89 (n=8)
	5,01±0,54 * (n=5)

	Меланін
	5,55±0,87 (n=6)
	6,12±1,95 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	6,56±0,52 (n=8)
	8,30±1,11 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	6,09±0,35 (n=5)
	6,15±0,46 (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.

Введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого іммобілізаційного стресу стресонестійким щурам викликало достовірне зростання рівня оксиду азоту у підшлунковій залозі у 1,66 рази в порівнянні зі стресованими щурами, яким не проводили корекцію відповідного типу (табл. 4.11). У стресостійких щурів достовірних змін даного показника не спостерігалося (табл. 4.11).
4.4. Експериментальна корекція меланіном оксидативного стресу підшлункової залози в залежності від стресостійкості тварин
Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до експерименту призводило до вірогідного зниження вмісту ТБК-реактантів у підшлунковій залозі у тварин обох типів, а саме: у 1,15 рази у стресостійких тварин та у 1,13 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу без корекції  (табл. 4.12).
За тих же умов попереднє введення плацебо не мало протективного впливу на розвиток оксидативного стресу підшлункової залози у щурів обох типів стресостійкості і вміст ТБК-реактантів достовірно зростав у 1,19 рази у стресостійких тварин та у 1,05 рази у стресонестійких тварин у порівнянні за стресованими тваринами відповідного типу без корекції (табл. 4.12). Також виявлено, що у стресонестійких тварин рівень ТБК-реактантів за умов введення меланіну до моделювання стресу у 1,08 рази вищий за рівень ТБК-реактантів у стресостійких щурів, що знаходились в тих же умовах (табл. 4.12). Нами встановлено, що вміст ТБК-реактантів у підшлунковій залозі при попередньому введенні меланіну стресованим щурам достовірно нижча у 1,36 рази у стресостійких щурів та у 1,19 рази у стресонестійких щурів порівняно із щурами відповідного типу, яким до моделювання гострого стресу вводили плацебо (табл. 4.12). 

Таблиця 4.12

Вміст ТБК-реактантів в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції
 меланіном, мкмоль/г, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	13,05±0,39 (n=11)
	13,81±0,40 (n=11)

	Гострий стрес
	15,78±0,26 * (n=11)
	16,83±0,24 * ^ (n=11)

	Меланін
	12,09±0,26 (n=7)
	12,46±0,44 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	13,70±0,37 ** (n=8)
	14,84±0,21** ^ (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	18,70±0,62 ** ^^ (n=5)
	17,69±0,28 ** ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.

5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.

Поряд із показником проаксидантим оксидативного стресу  було визначено активність антиоксидантних ферментів: каталази (табл. 4.13) та супероксиддисмутази у підшлунковій залозі досліджуваних тварин (табл. 4.14).
Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до експерименту призводило до достовірного збільшення активності каталази у підшлунковій залозі у 1,67 рази у стресостійких тварин та у 1,69 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу без корекції  (табл. 4.13). За тих же умов попереднє введення плацебо не попереджувало зниження активності каталази у щурів обох типів стресостійкості і даний показник у підшлунковій залозі достовірно не відрізнялась від стресованих тварин відповідного типу. Натомість, нами встановлено, що активність каталази підшлункової залози при попередньому введенні меланіну стресованим щурам достовірно вища у 1,84 рази у стресостійких щурів та у 1,62 рази у стресонестійких щурів порівняно із щурами відповідного типу, яким до моделювання гострого стресу вводили плацебо (табл. 4.13).

Таблиця 4.13

Активність каталази в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції 
меланіном, нкат/г, (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	3,98±0,43(n=10)
	3,84±0,21 (n=10)

	Гострий стрес
	2,26±0,12 * (n=10)
	2,01±0,17 * (n=10)

	Меланін
	4,40±0,42 (n=7)
	4,09±0,11 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	3,78±0,39 ** (n=8)
	3,39±0,27 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	2,05±0,07 ^^ (n=5)
	2,09±0,19 ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.

4. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.

Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу не викликало достовірних змін активності СОД у підшлунковій залозі у щурів обох типів стресостійкості у порівнянні зі стресованими щурами відповідних типів без корекції (табл. 4.14).
За тих же умов попереднє введення плацебо призводило до достовірного зменшення активності СОД у підшлунковій залозі у щурів обох типів стресостійкості, а саме у 3,36 рази у стресостійких та у 3,71 рази у стресонестійких щурів порівняно із стресованими тваринами відповідного типу без корекції, що свідчить про пригнічення антиоксидантного захисту клітин підшлункової залози та стресорну дію самого процесу інтрагастрального введення речовини щурам (табл. 4.14). Нами встановлено також, що активність СОД у підшлунковій залозі при введенні меланіну до моделювання гострого стресу достовірно вища у 5,91 рази у стресостійких щурів та у 4,71 рази у стресонестійких щурів порівняно із щурами відповідного типу, яким до моделювання гострого стресу вводили плацебо (табл. 4.14). 

Таблиця 4.14

Активність СОД в підшлунковій залозі  у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції меланіном, ум. од., (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	0,89±0,16 (n=10)
	0,69±0,13 (n=10)

	Гострий стрес
	0,37±0,07 *(n=10)
	0,26±0,04 *(n=10)

	Меланін
	0,80±0,25 (n=7)
	0,78±0,02 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	0,65±0,19 (n=8)
	0,33±0,02 (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	0,11±0,04 ** ^^ (n=5)
	0,07±0,02 ** ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.

4. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.

Інтегральним показником розвитку ендотоксикозу є молекули середньої маси (табл. 4.15). Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу призводило до достовірного зменшення вмісту молекул середньої маси у підшлунковій залозі у 1,27 рази у стресостійких тварин та у 1,47 рази у стресонестійких щурів порівняно із стресованими тваринами відповідного типу стресостійкості без корекції (табл. 4.15).
Таблиця 4.15

Вміст молекул середньої маси в підшлунковій залозі у щурів з різною стресостійкістю та за умов експериментальної корекції 
меланіном, ум. од.,  (M±m)

	Групи тварин
	Стресостійкі
	Стресонестійкі

	Контроль
	0,18±0,011 (n=8)
	0,20±0,014 (n=8)

	Гострий стрес
	0,19±0,011 * (n=8)
	0,25±0,011 * ^ (n=8)

	Меланін
	0,12±0,015 (n=7)
	0,16±0,008 (n=6)

	Меланін+гострий стрес
	0,15±0,004 ** (n=8)
	0,17±0,011 ** (n=7)

	Плацебо+гострий стрес
	0,20±0,009 ^^ (n=5)
	0,23±0,015 ^^ (n=7)


Примітки:

1. n - кількість тварин;

2. * - порівняно з контролем відповідного типу реагування, Р<0,05;

3. ^ - порівняно зі стресостійким типом, Р<0,05.

4. ** - порівняно зі стресованими тваринами відповідного типу реагування, Р<0,05.

5. ^^ - порівняно із введенням меланіну до стресу, Р<0,05.
За тих же умов при введенні плацебо до моделювання гострого стресу вміст молекул середньої маси достовірно не відрізнявся від стресованих тварин відповідного типу стресостійкості. Крім того, нами встановлено, що вміст молекул середньої маси при введенні меланіну  до експерименту достовірно нижчий 1,33 рази у стресостійких щурів та у 1,35 рази у стресонестійких щурів порівняно із щурами відповідного типу, яким до моделювання гострого стресу вводили плацебо (табл. 4.15).
Таким чином, превентивне введення меланіну запобігає розвиток ендотоксикозу за умов гострого стресу у досліджуваних тварин обох типів.

Отже, застосування меланіну в групі стресонестійких тварин до моделювання іммобілізаційного стресу має захисну дію, що проявляється в попереджені активації протеолітичних та вільно-радикальних процесів, цитолітичного синдрому та розвитку ендотоксикозу у підшлунковій залозі.

4.5. Морфологічні зміни в тканині підшлункової залози під час розвитку експериментального гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин на тлі превентивного введення меланіну
На тлі прийому меланіну до моделювання гострого стресу в дослідній групі тварин при гістологічному досліджені підшлункової залози виявлені деструктивні зміни дрібно-вогнищевого характеру (рис.6).
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Рис. 6. Гістологічна будова підшлункової залози щура з групи стресонестійких тварин внаслідок дії гострого стресу за умов попереднього введення меланіну. Заб. гематоксиліном та еозином. Зб. х400:

 1 – ділянка некрозу;

 2 – фігури мітозів;

3 – ацинуси в стадії секреції.
Гістологічні зрізи тканини залози, забарвлені гематоксиліном та еозином, демонструють, що більша частина ацинусів залози знаходиться в стані секреторної активності. Клітини, що їх утворюють, мають базофільне ядро, що розташоване переважно в базальних відділах цитоплазми, апікальна частина заповнена еозинофільними гранулами секрету. Просвіт непошкоджених ацинусів повністю заповнений секреторними масами і не визначається. Міжацинарна строма набрякла, містить активовані фібробласти, артеріоли  паретично розширені.
В ділянках некрозу підшлункової залози частина ацинусів має стертість контуру клітин, ядра їх в стані лізису, цитоплазма гомогенізована, з відсутністю розподілу на секреторні відділи, що відповідають гомогенним та зимогенним зонам. На межі між некротизованою тканиною залози і інтактними ацинусами  визначена підвищена кількість мітозів, що демонструє активацію репаративної регенерації тканини органу.
Таким чином, застосування меланіну в групі стресонестійких тварин до моделювання іммобілізаційного стресу має захисну дію, що проявляється підвищеною регенерацією клітин підшлункової залози і дрібно-вогнищевим характером її пошкодження внаслідок впливу стресорного фактору. 

Особливістю гістологічної будови підшлункової залози щурів  контрольної групи стресостійких тварин, яким вводили меланін (рис.7), є чітке контурування епітелію ацинусів залози з помірною їх секреторною активністю.

Так, ацинарні структури мають округлу форму внаслідок незначного деформування секретом. Клітини ацинусів  пірамідної форми, мають округлі світло-базофільні ядра внаслідок переважання еухроматину з чітко контурованими ядерцями. Ядра клітин розташовані в базальних відділах, оточені добре розвинутим обідком цитоплазми базофільного забарвлення. Більшу площу цитоплазми займають секреторні еозинофільні гранули, розташовані в апікальній частині клітин. Інколи виявляються оптично світлі просвіти ацинусів. Фігури мітозів не виявляються. В міжацинарній сполучній тканині фібробласти з темно-базофільним ядром, колагенові волокна та повнокровні капіляри. Особливістю клітинної будови острівцевого апарату тварин даної контрольної групи є чисельне переважання клітин з світло-базофільними ядрами над тими, що мають темно-базофільні. Деструктивних і дистрофічних змін ацинарного і острівцевого апарату підшлункової залози щурів стресостійкого типу контрольної групи, яким вводили меланін, не виявлено.
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Рис. 7. Гістологічна будова підшлункової залози щура з контрольної групи стресостійких тварин за умов введення меланіну. Зб. х400:

1 – секреторні гранули в просвіті ацинусу;

2 – острівець Лангерганса;

3 – повнокровний капіляр;

4 – прошарок пухкої сполучної тканини.

Гістологічні зрізи тканини підшлункової залози щурів із стресостійкої групи, яким до моделювання гострого стресу вводили меланін, демонструють підвищену синтетичну активність ацинарних клітин та локальну активізацію проліферації (рис.8).
Так, більшість ацинарних клітин містять темно-базофільні ядра, розміщені в парабазальних частинах цитоплазми. Цитоплазма навколо них має світло-базофільний вигляд, що відповідає добре розвиненому гранулярному ендоплазматичному ретикулуму. Апікальна частина клітин заповнена еозинофільними секреторними гранулами. Серед ацинарних клітин, що знаходяться в стані активного синтезу секрету, виявляються й такі, що мають по два темно-базофільних ядра, оточених вузьким обідком світло-базофільної цитоплазми, дані мітотичні фігури демонструють підвищення проліферативної активності секреторного епітелію залози.
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Рис. 8. Гістологічна будова підшлункової залози щура з групи стресостійких тварин внаслідок дії гострого стресу за умов попереднього введення меланіну. Заб. гематоксиліном та еозином. Зб. х400:

1 – секреторні гранули в просвіті ацинусу;

2 – мітотичні фігури;

3 – острівець Лангерганса.
Острівцевий апарат у даному випадку не виявив деструктивних змін. До його складу входять   клітини з темно-базофільними та світло-базофільними ядрами, що містять ядерце. У першому випадку клітини розташовані здебільш в периферійних відділах острівців Лангерганса. Між групами клітин в тонких прошарках сполучної тканини не виявлено порушення гемодинаміки. Судини мікроциркуляторного русла повнокровні.
Таким чином на підставі біохімічних та морфологічних досліджень доведена стреспротективна дія меланіну на підшлункову залозу тварин.
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АНАЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Сучасне суспільство характеризується зростанням розповсюдженості «хвороб цивілізації», в патогенезі яких ключову роль відіграє емоційний стрес. При цьому хронічні негативні впливи на організм людини в умовах техногенного пресингу, соціальної нестабільності, напруженого ритму життя, можуть бути основними етіологічними факторами розвитку захворювань, в тому числі органів системи травлення. Доведено роль стрес-синдрому у розвитку серцево-судинних захворювань та захворювань органів системи травлення, зокрема, ушкоджень підшлункової залози [4, 371, 2, 191, 184].


В більшості робіт розвиток стрес-індукованих патологічних змін у підшлунковій залозі аналізувався без врахування особливостей індивідуальної стресреактивності організму [371, 184]. 


Marcelo G. Binker,  Laura I. Cosen-Binker (2014) стверджують, що вплив стрес-фактора в залежності від тривалості дії може призводити до протективних чи патогенних наслідків у підшлунковій залозі [184]. Гострий короткочасний стрес у екзокринній частині підшлункової залози попереджає ушкодження за умов експериментально індукованого панкреатиту. Цей захист обумовлений підвищеним біосинтезом білків теплового шоку, зокрема, HSP27, HSP60 та HSP70  [199, 192]. З іншого боку, хронічний стрес збільшує чутливість екзокринної частини підшлункової залози за умов моделювання панкреатиту, що опосередковано фактором некрозу пухлин-альфа [195, 184].  

На теперішній час стресостійкість тварин визначають за вмістом у сироватці крові стресреалізуючих гормонів, зокрема, у щурів – кортикостерону. Широко використовуються нейроетологічні тести, зокрема, «Відкрите поле», аналізуючи велику кількість перемінних та використовуючи факторно-аналітичний метод, тварин розподіляють за «нейроетологічним портретом» на стресостйких та не стійких до гострого стресу. Ми також для розподілу тварин за стресостійкостю обрали тест «Відкрите поле» відібравши для подальших досліджень тварин «крайніх типів», а більшість тварин (помірно стійких), для дослідження не брали [352]. 

Аналізуючи тяжкість розвитку стрес-синдрому нами встановлено, що за умов гострого стресу вірогідно зменшується в 1,38 рази маса тимусу у стресостійких тварин та достовірно у 1,33 рази у стресонестійких тварин порівняно з контрольними тваринами відповідного типу реагування. Крім того визначено, що при моделюванні гострого стресу маса наднирників вірогідно збільшується у 1,33 рази у стресостійких тварин та достовірно зростає у 1,22 рази у стресонестійких щурів порівняно з відповідним контролем. Частота виразок достовірно зростає у 8,0 разів у щурів стійких до стресу та вірогідно збільшується у 4,0 рази у тварин не стійких до стресу в порівнянні зі щурами відповідного типу реагування. В той же час, множинність виразок зростає у 15,29 разів у стресостійких щурів та достовірно збільшується у 13,95 разів у стресонестійких тварин, порівняно зі щурами відповідного контролю. Нами встановлено, що тяжкість ульцерогенезу вірогідно збільшується у стресостійких тварин у 15,29 разів, а також достовірно зростає у 13,95 разів у стресонестійких щурів, в порівнянні зі щурами відповідного контролю.

Омельченко О.Є. для оцінки тяжкості стрес-синдрому у щурів визначав вміст кортикостерону в сироватці крові: в контрольній групі тварин стресонестійкого типу рівень кортикостерону в крові вірогідно на 17 % вищий в порівнянні з контрольними щурами стресостійкого типу. Гострий стрес підвищував концентрацію кортикостерону в сироватці у стресостійких тварин на 18%, а у стресонестійких – тільки на 4% [376].
Таким чином, за умов гострого стресу розвиток стрес-синдрому та його тяжкість залежать від індивідуально-типологічних особливостей організму. Підтвердженням даного положення є те, що стресонестійкі тварини за нейроетологічним портретом, враховуючи перемінні «Відкритого поля», за оцінкою тріади Сельє також відносились до нестійких тварин. Максимальні показники, що відображають тяжкість стрес-синдрому, були у тварин не стійких до гострого стресу порівняно зі щурами стресостійкого типу. Отже, нейроетологічний тест «Відкрите поле» може бути використаний для оцінки стресостійкості організму.

Загальновідомо, що в розвитку катаболічної фази стрес-синдрому важливу роль відіграє підшлункова залоза, 20% маси якої припадає на гідролітичні ферменти, які внаслідок розвитку цитолітичного синдрому потрапляють в кровообіг [370]. В доступній нам сучасній літературі достатньо обґрунтована активація протеолітичних процесів в підшлунковій залози за умов гострого стресу [371, 5], але в цих дослідженнях не було враховано індивідуально-типологічні особливості стресостійкості організму.

Нами встановлено, що за умов гострого стресу вірогідно зростає в 1,9 рази загальна протеолітична активність підшлункової залози у стресонестійких тварин порівняно з контрольними тваринами відповідного типу реагування. За цих умов активація протеолітичних процесів в підшлунковій залозі стресостійких тварин не відмічається, порівняно з контролем. За цих умов у стресонестійких тварин вірогідно зменшується в 1,1 рази загальна антипротеолітична активність порівняно з контрольними тваринами відповідного типу. Отже, за умов гострого стресу у стресонестійких тварин відмічається активація протеолітичних процесів на тлі пригнічення активності інгібіторів протеїназ, що свідчить про розвиток протеїназно-інгібіторного дисбалансу за декомпенсаторним типом [372].

Lin  K. et al. (2015) підтверджують, що саме у системі «трипсин-антитрипсин» дисбаланс є ведучим механізмом у підшлунковому аутолізі за умов розвитку панкреатиту [377].

Аналізуючи індикаторні ферменти, які відображають розвиток цитолітичного синдрому підшлункової залози, нами встановлено, що за умов розвитку стрес-синдрому на тлі активації протеолітичних процесів, які призводять до підвищеного катаболізму біомолекул та лабілізації лізосом, відбувається вірогідне зростання в 1,09 рази амілолітичної та у 1,8 рази ліполітичної активності підшлункової залози у стресонестійких тварин порівняно з контролем відповідного типу. Таким чином, за умов розвитку стрес-синдрому у тварин не стійких до гострого стресу спостерігали вірогідні зміни активності амілази та ліпази в підшлунковій залозі порівняно з контрольними тваринами відповідного типу реагування. Дані показники у тварин стійких до гострого стресу достовірно не відрізнялись від відповідних показників контрольних тварин. Якщо порівнювати значення активності ліпази у підшлунковій залозі за умов гострого стресу у тварин обох типів, то відмічається вірогідно у 1,67 рази вищий показник у стресонестійких щурів. Таким чином, за умов розвитку стрес-синдрому у тварин, що не стійкі до дії гострого стресу, розвивається цитолітичний синдром.

Під час проведення гострого іммобілізаційного стресу у щурів обох типів не було виявлено достовірних змін активності NO-синтази у гомогенаті підшлункової залози. Аналізуючи вміст нітрит-аніону в підшлунковій залозі щурів встановлено, що у стресонестійких щурів він достовірно зменшується у 1,37 рази  порівняно із контрольними тваринами відповідного типу реагування. Таким чином, при моделюванні гострого стресу в підшлунковій залозі щурів стресонестійкого типу виникає дисбаланс NO-ергічної системи: на фоні незміненої активності синтази оксиду азоту спостерігається зниження концентрації нітрит-йону, що може бути пов’язаним з дією інших компонентів NO-ергічної системи (аргінази, нітритредуктазної системи, здатністю до депонування оксиду азоту).

Титов В.Ю. та співавтори (2017) вважають, що механізм вибіркової фізіологічної дії оксиду азоту залежить, перш за все, від його здатності до депонування з динітрозольними комплексами заліза [378].

Kanika G. et al. (2015) на моделі L-аргінін-індукованого гострого панкреатиту довели роль розвитку дисбалансу NO-системи у підшлунковій залозі в патогенезі її ушкодження, зокрема вірогідне підвищення індуцибельної NO-синтази [379].

Універсальним механізмом цитолізу у катаболічну фазу стрес-синдрому є порушення балансу про- та антиоксидантної систем [375]. Нами встановлено, що за умов гострого стресу в підшлунковій залозі тварин обох типів відбувається розвиток оксидативного стресу, про що свідчить вірогідне зростання у 1,21 рази у стресостійких тварин та у 1,22 рази у стресонестійких тварин ТБК-реактантів порівняно зі щурами відповідного контролю. Крім того, при порівнянні цього показника у стресованих щурів обох типів виявлено, що у стресонестійких він вірогідно у 1,07 рази вищий у порівнянні з стресостійкими тваринами. В той же час відбувається зменшення активності антиоксидантних ферментів: активності каталази в підшлунковій залозі стресостійких тварин у 1,76 рази та у 1,91 рази у стресонестійких щурів та активності супероксиддисмутази у 2,41 рази у стресостійких щурів та у 2,65 рази у стресонестійких тварин порівняно з тваринами відповідного контролю. За цих умов нами встановлено  вірогідне у 1,25 рази збільшення вміст молекул середньої маси у стресонестійких тварин порівняно з відповідним контролем.
Cikman O. et al (2015) на моделі L-аргігін-індукованого гострого панкреатиту довели розвиток оксидативного стресу, на підставі зменшення антиоксидантних ферментів, сульфгідрильних груп та вірогідного зростання показників перекисного окислення ліпідів у підшлунковій залозі щурів [380].

Pérez S. et al (2015) доводять, що гострий панкреатит – це запальний процес у підшлунковій залозі, що в кінцевому випадку може призвести до системної запальної реакції. Провідним в її розвитку є внутрішньоклітинна активація NF-kB, зимогенів, аутофагія та загибель клітин. Даний огляд присвячений  новій ролі окисно-відновлювальній сигналізації в розвитку гострого панкреатиту. Отже, окисно-відновлювальний потенціал сигналізації та оксидативний стрес сприяє локальній та системній відповіді за умов гострого панкреатиту  [375].

Таким чином, за умов моделювання гострого стресу розвиток тяжкості стрес-синдрому у підшлунковій залозі залежить від індивідуально-типологічних особливостей організму. Максимально виражені зміни розвитку патологічних процесів в підшлунковій залозі щурів в умовах гострого стресу отримано у стресонестійких тварин порівняно зі стійкими, про що свідчить розвиток протеїназно-інгібіторного дисбалансу за декомпенсаторним типом, активація вільно-радикального окиснення на тлі пригнічення антиоксидантного захисту, підвищення ступеню ендогенного токсикозу та цитолітичний синдром, а також розвиток дисбалансу NO-ергічної системи.

Об’єктивним критерієм ушкодження клітин підшлункової залози за умов гострого стресу є патоморфологічні дослідження. 

На гістологічних препаратах тканини підшлункової залози щурів з  стресонестійким типом реагування, вилученої в експерименті після стресорного впливу, винайдені некробіотичні зміни дифузного характеру. Морфологічні зміни демонструють явища фокального колікваціонного некрозу клітин з неповним руйнуванням їх зовнішньої мембрани. Клітини переважно знаходились в периферійній частині острівка Лангерганса. Також зустрічають клітини з частково лізованим ядром. Отже, дані зміни морфологічної будови клітин, що входять до складу острівкового апарата залози, свідчать про частково зворотні та незворотні зміни в тканині органа тварини за умов гострого стресу. В патогенезі даних змін, за даними літератури [164, 174], підвищення секреторної активності підшлункової залози, порушення мікроциркуляції, захисних властивостей панкреацитів з передчасною активацією ферментів безпосередньо в клітинах залози, що завершується їх некрозом. Також в стані незворотної некротичної деструкції перебувають і клітини ацинусів підшлункової залози дослідних тварин. Реактивні зміни на стрес, також виявлені і в стромі залози. Це проявилось набряканням міжацинарних прошарків сполучної тканини, внаслідок підвищення судинної проникності, дрібно-вогнищевими діапедезними крововиливами з паретично-розширених судин.
Аналізуючи морфологічну картину препаратів підшлункової залози у  стресостійких тварин, виявлена майже непорушена будова ацинарних структур та острівцевого апарату. На відміну від значно розповсюджених некробіотичних змін тканини залози щурів з стресонестійкої групи при подібних умовах, у  щурів зі стресостійким типом під час гострого стресу не відбулося розповсюдженого руйнування тканини підшлункової залози. Також не виявились деструктивні зміни в острівцевому апараті. Погіршення кровотоку в тканини підшлункової залози під час гострого стресу в даній групі щурів було мінімальним.
Таким чином, на підставі біохімічних та морфологічних досліджень підшлункової залози нами обґрунтовані положення про особливості стрес- реактивності організму тварин в залежності від стресостійкості. Саме у стресонестійких тварин в підшлунковій залозі доведено розвиток протеїназно-інгібіторного дисбалансу, оксидативного стресу, ендотоксикозу та максимально виражені патоморфологічні зміни порівняно з тваринами стійкими до гострого стресу.
Для підтвердження положення про особливості стресреактивності організму тварин в залежності від стресостійкості використали експериментальну корекцію патологічних змін в підшлунковій залозі за допомогою меланіну.
Меланіни відносяться до органічних речовин, конденсованих поліфенольних сполук, які утворюються в результаті ферментативного окислення, аутоокислення і поліконденсації багатьох простих фенольних попередників [281, 305, 306]. Класична структура меланінів – це довголанцюговий біополімер, який складається з індоліл-5,6-хінонових одиниць, зокрема, природні меланіни побудовані значно складніше. Меланіни дуже рідко є гомополімерами, звичайно їх молекули складаються з різних мономерів. Зараз виділяють три основні групи меланінів: еумеланіни, феомеланіни та алломеланіни [305, 288, 311].
На теперішній час експериментально доведена ефективність поліфенольних сполук, зокрема, меланінів різного походження для корекції патологічних змін стресіндукованих ушкоджень у тварин.
Чижанська Н.В. вперше встановила, що меланін, продуцентом якого є Nadsoniella nigra штам Х-1, зменшує концентрацію кортикостерону в крові щурів, підданих дії стресу порівняно з контрольними тваринами [19].  Також  Автор стверджує, що блокатор рецепторів активації проліферації пероксисом гама GW9662  усуває захисну дію меланіну на ураження слизової оболонки шлунка у щурів за умов гострого стресу, що є свідченням того, що цитопротективні властивості меланіну зумовлені стимуляцією рецепторів активації проліферації пероксисом гама [19].  Також було проведено дослідження, в яких встановлено, що меланоцит-стимулюючий гормон (МСГ) відіграє важливу роль в розвитку відповіді на дію стресу та тривоги [381], регуляції сну та розвитку депресії [382], введення його відновлює зміни поведінки, що були викликані стрес-факторами [383]. Стрес-фактори індукують експресію генів МСГ, а фізичні навантаження протидіють розвитку тривоги, нівелююь поведінкові зміни, мають анксіолітичну дію, гальмують експресію МСГ різних відділах головного мозку [381].
Аналізуючи показники тяжкості стрес-синдрому у тварин з експериментальною корекцією нами встановлено, що попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу призводило до попередження інволюції тимусу, про що свідчить достовірне збільшення маси тимусу у 1,37 рази у стресостійких тварин та у 1,37 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу реагування. Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу призводило до зменшення гіпертрофії наднирників, про що свідчить достовірне зменшення маси наднирників у 1,18 рази у стресостійких тварин та у 1,34 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу реагування без корекції. При аналізі частоти виразкоутворення встановлено, що введення меланіну контрольним щурам призводило до повної відсутності виразок слизової оболонки шлунка у стресостійких тварин та зменшення на 4,76 % частоти виразок у стресонестійких тварин порівняно із відповідним контролем. Після попереднього введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу частота виразок слизової оболонки шлунка була на 17,86% вищою за інтактних у тварин стрестійкого типу та на 7,14% вищою за відповідний контроль у щурів стресонестійкого типу. Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу призводило до зменшення частоти утворення виразок слизової оболонки шлунка, про що свідчить зменшення на 32,14% частоти виразок у стресостійких тварин та на 57,14% у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами без корекції відповідного типу реагування за показниками нейроетологічного тесту. Нами встановлено, що введення меланіну контрольним щурам призводило до повної відсутності виразок шлунка у стресостійких тварин та зменшення у 1,24 рази множинності виразок у стресонестійких тварин порівняно із контрольними щурами відповідного типу. Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до гострого стресу достовірно зменшувало множинність виразок у 4,28 разів у стресостійких тварин та вірогідно зменшувало у 7,14 разів множинність виразок у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами відповідного типу.  Крім того, множинність виразок у щурів стресонестійкого типу, яким вводили плацебо до гострого стресу, була достовірно у 9,3 рази вищою, ніж у тварин, яким превентивно вводили меланін, а також вірогідно у 3,33 рази вищою за стресостійких тварин, яким також вводили плацебо. Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до гострого стресу достовірно зменшувало тяжкість виразок слизової оболонки шлунка у 4,28 разів у стресостійких тварин та у 6,81 разів у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами відповідного типу. Отже, меланін володіє антиульцерогенною дією, яка максимальна виражена у тварин стрестнестійких.
Таким чином, меланін попереджає виразкоутворення у щурів за умов гострого стресу, що підтверджується дослідженнями Савицького Я.М. [314, 315, 17, 18].
Аналізуючи протеїназно-інгібіторний потенціал підшлункової залози у тварин за умов гострого стресу та при введенні меланіну нами встановлено: загальна активність протеаїнз зменшувалась у 1,40 рази у стресостійких тварин та достовірно знижувалась у 1,85 рази у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами без корекції відповідного типу реагування на тлі  збільшення загальної антипротеолітичної активності у 1,03 рази у стресостійких тварин та збільшення у 1,02 рази у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами відповідної стресостійкості без корекції [384, 385].

Аналізуючи індикаторні ферменти цитолітичного синдрому підшлункової залози за умов гострого стресу та попереднього введення меланіну нами встановлено  достовірно зменшення амілолітичної активості у 1,07 рази у стресостійких тварин та у 1,11 рази - у стресонестійких тварин порівняно зі стресованими щурами без корекції відповідного типу. Попереднє введення меланіну до моделювання гострого стресу  зменшувало ліполітичну активність у 1,23 рази у стресостійких тварин та достовірно зменшувало у 2,00 рази у стресонестійких тварин порівняно зі відповідними стресованими тваринами без корекції. Отже, меланін попереджає розвиток стресіндукованого цитолітичного синдрому підшлункової залози щурів обох типів реагування.
Оксидативний стрес є провідним фактором в розвитку патологічних змін за різних умов [386]. Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до експерименту призводило до вірогідного зниження вмісту ТБК-реактантів у тварин обох типів, а саме: у 1,15 рази у стресостійких тварин та у 1,13 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу без корекції. Введення меланіну за 30 хвилин до експерименту призводило до достовірного збільшення активності каталази у 1,67 рази у стресостійких тварин та у 1,69 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами відповідного типу. Попереднє введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого стресу призводило до зростання активності СОД, про що свідчить збільшення цього показника у 1,76 рази у стресостійких тварин та у 1,27 рази у стресонестійких тварин порівняно із стресованими щурами без корекції відповідного типу. Меланін попереджає розвиток ендотоксикозу, про що свідчить достовірне зменшення вмісту молекул середньої маси у підшлунковій залозі у 1,27 рази у стресостійких тварин та у 1,47 рази у стресонестійких щурів порівняно із стресованими тваринами відповідного типу стресостійкості без експериментальної корекції [387].
За умов гострого іммобілізаційного стресу у щурів обох типів не було виявлено достовірних змін загальної активності NO-синтаз у гомогенаті підшлункової залози. Вміст нітрит-йону в підшлунковій  залозі щурів достовірно зменшується у 1,37 рази у стресонестійких щурів порівняно із контрольними тваринами відповідного типу. У стресостійких тварин на тлі попереднього введення меланіну до моделювання гострого стресу загальна активність синтаз оксиду азоту підшлункової залози достовірно знижувалася у 4,24 рази в порівнянні з щурами, якім моделювали гострий стрес без корекції. У стресонестійких тварин введення меланіну до гострого стресу не дало достовірних змін даного показника. Таким чином, на тлі превентивного введення меланіну та моделювання гострого стресу відбувається вірогідне зниження загальної активності NO-синтаз у стресостійких тварин порівняно з тваринами відповідного типу, яким моделювали гострий стрес без корекції. Введення меланіну за 30 хвилин до моделювання гострого іммобілізаційного стресу стресонестійким щурам викликало достовірне зростання рівня оксиду азоту у підшлунковій залозі у 1,66 рази в порівнянні зі стресованими щурами, яким не проводили корекцію відповідного типу.
Чижанська Н.В. показала, що одним з механізмів захисного впливу меланіну на слизову оболонку шлунка у щурів за умов гострого стресу, є активація синтезу NO, опосередкована через eNOS-залежні регуляторні ланки внутрішньоклітинної регуляції: меланін збільшує експресію eNOS, що приводить до зростання генерації  NO, показником якої є збільшення концентрації NO2- в сироватці крові, а протективна дія NO базується на посиленні кровоплину в ділянці ураження та зменшенню секреції соляної кислоти парієтальними клітинами [19].
Yu J.H., Kim H. вважають розвиток оксидативного стресу важливим в патогенезі гострого панкреатиту, так як активні форми кисню регулюють активацію запальних каскадів. Відмінною рисою запальної відповіді при панкреатиті є індукція експресії цитокінів, які регулюються за допомогою сигнальних молекул, таких як NF-kB, активатор білку-1 (АР-1) та перетворювач сигналу і активатор транскрипції 3 (STAT3) та протеїнкінази, що активується мітогеном (МАРК). Клінічні дослідження свідчать про ефективність використання антиоксидантів у комплексному лікуванні панкреатитів. Оскільки оксидативний стрес сприяє активації запальних сигнальних шляхів, що призводить до розвитку панкреатиту, то антиоксидантна терапія здатна зменшити симптоми захворювання та попередити розвиток панкреатиту [388].
Морфологічні зміни в тканині підшлункової залози під час розвитку  гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин на тлі превентивного введення меланіну доводять, що у стресонестійких тварин гістологічні зрізи тканини залози, забарвлені гематоксиліном та еозином, демонструють, що більша частина ацинусів залози знаходиться в стані секреторної активності. Просвіт непошкоджених ацинусів повністю заповнений секреторними масами і не визначається. Міжацинарна строма набрякла, містить активовані фібробласти, артеріоли  паретично розширені. В ділянках некрозу підшлункової залози частина ацинусів має стертість контуру клітин, ядра їх в стані лізису, цитоплазма гомогенізована, з відсутністю розподілу на секреторні відділи, що відповідають гомогенним та зимогенним зонам. На межі між некротизованою тканиною залози і інтактними ацинусами  визначена підвищена кількість мітозів, що демонструє активацію репаративної регенерації тканини органу. Таким чином, застосування меланіну в групі стресонестійких тварин до моделювання іммобілізаційного стресу має захисну дію, що проявляється підвищеною регенерацією клітин підшлункової залози і дрібновогнищевим характером її пошкодження внаслідок впливу стресорного фактору. Гістологічні зрізи тканини підшлункової залози щурів із стресостійкої групи, яким до моделювання гострого стресу вводили меланін, демонструють підвищену синтетичну активність ацинарних клітин та локальну активізацію проліферації. Так, більшість ацинарних клітин містять темно-базофільні ядра, розміщені в парабазальних частинах цитоплазми. Цитоплазма навколо них має світло-базофільний вигляд, що відповідає добре розвиненому гранулярному ендоплазматичному ретикулуму. Апікальна частина клітин заповнена еозинофільними секреторними гранулами. Серед ацинарних клітин, що знаходяться в стані активного синтезу секрету, виявляються й такі, що мають по два темно-базофільних ядра, оточених вузьким обідком світло-базофільної цитоплазми, дані мітотичні фігури демонструють підвищення проліферативної активності секреторного епітелію залози. Острівцевий апарат у даному випадку не виявив деструктивних змін. До його складу входять клітини з темно-базофільними та світло-базофільними ядрами, що містять ядерце. У першому випадку клітини розташовані здебільш в периферійних відділах острівців Лангерганса. Між групами клітин в тонких прошарках сполучної тканини не виявлено порушення гемодинаміки. Судини мікроциркуляторного русла повнокровні. Отже, за умов превентивного введення меланіну тваринам на тлі моделювання гострого стресу сприяє попередженню розвитку патологічних змін у підшлунковій залозі у щурів обох типів нейроетологічного тесту.
Таким чином, на підставі біохімічних та морфологічних досліджень нами обґрунтовано стреспротективні властивості меланіну на підшлункову залозу щурів з різною стресостійкостю [389].









ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі наведене нове науково-обґрунтоване теоретичне узагальнення і науково-практичне вирішення актуального наукового завдання, що полягає у встановленні механізмів розвитку патологічних змін у підшлунковій залозі щурів за умов гострого стресу в залежності від стресостійкості тварин та на підставі аналізу цих змін експериментально обґрунтована ефективність меланіну.

1. За умов гострого стресу у стресонестійких тварин розвивається дисбаланс протеїназно-інгібіторного потенціалу підшлункової залози за декомпенсаторним типом, про що свідчить вірогідне зростання загальної протеолітичної активності у 1,9 разу (p<0,05) на тлі зниження у 1,1 разу (p<0,05) активності інгібіторів протеїназ порівняно з відповідним контролем.

2. Гострий стрес призводить до розвитку цитолітичного синдрому підшлункової залози у стресонестійких тварин, про що свідчить вірогідне зростання амілолітичної активності у 1,09 разу (p<0,05) та ліполітичної активності у 1,8 разу (p<0,05) порівняно з контрольними тваринами відповідного типу.

3. За умов гострого стресу у підшлунковій залозі стресонестійких щурів відбувається розвиток оксидативного стресу, про що свідчить вірогідне зростання ТБК-реактантів у 1,69 разу (p<0,05), молекул середньої маси у 1,25 разу (p<0,05) на тлі вірогідного зниження активності каталази у 1,91 разу (p<0,05) та супероксиддисмутази у 2,65 разу (p<0,05) у порівнянні з контрольними тваринами відповідного типу реагування.

4. Введення меланіну нормалізує протеїназно-інгібіторний потенціал у підшлунковій залозі стресонестійких тварин за умов гострого стресу: вірогідне пригнічення загальної протеолітичної активності у 1,85 разу (p<0,05) на тлі зростання активності інгібіторів протеїназ у 1,02 разу (p<0,05) в порівнянні з відповідними типами щурів за умов стрес-синдрому без корекції.

5. Превентивне введення меланіну до початку моделювання гострого стресу попереджало розвиток цитолітичного синдрому підшлункової залози стресонестійких тварин, про що свідчить вірогідне зменшення активності амілази у 1,11 разу (p<0,05) та ліпази – у 2,0 разів (p<0,05) у порівнянні з відповідними типами щурів за умов гострого стресу без корекції.

6. Меланін пригнічує розвиток оксидативного стресу у підшлунковій залозі стресонестійких тварин залозах за умов стрес-синдрому: вірогідне зменшення вмісту ТБК-реактантів у 1,13 разу (p<0,05), вмісту молекул середньої маси – у 1,47 разу (p<0,05) на тлі вірогідного зростання активності каталази у 1,69 разу (p<0,05) та супероксиддисмутази у 1,27 разу (p<0,05) порівняно з відповідними типами щурів за умов гострого стресу без корекції.

7. Морфологічні дослідження підшлункової залози щурів за умов стрес-індукованого ушкодження підтверджують розвиток патологічних змін у стресонестійких тварин, про що свідчать виявлені некробіотичні зміни дифузного характеру, явища фокального колікваційнного некрозу клітин з неповним руйнуванням їх зовнішньої мембрани, незворотної некротичної деструкції клітин ацинусів підшлункової залози, набряканням міжацинарних прошарків сполучної тканини, внаслідок підвищення судинної проникності. Введення меланіну попереджало розвиток патологічних змін підшлункової залози щурів у стресонестійких тварин за умов гострого стресу.
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