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Актуальность. Известно, что при-
менение нестероидных противовоспа-
лительных препаратов в клинической 
практике существенно ограничивает 
риск возникновения побочных эффек-
тов,  наибольшую долю среди которых 
составляет токсическое воздействие на 
пищеварительную систему. При этом 
внимание исследователей всё больше 
привлекает специфический синдром, 
ассоциированный с приёмом данной 
группы препаратов – НПВП-гастро-
патия, морфологическим субстратом 
которой может выступать некроз эпи-
телиоцитов. Однако, как показали ис-
следования последних лет, некроз – не 
только не единственная, но даже не 
главная причина гибели клеток. Чаще 
чем некроз наблюдается запрограмиро-
ванная смерть клеток – апоптоз. Кро-
ме того проблема ульцерогенеза тесно 
связана со способностью эпителия сли-
зистой оболочки желудка к адекватной 
регенерации. Это обуславливает необ-
ходимость поиска путей корекции вли-
яния нестероидных антифлогистиков 
на процессы апоптоза и пролифератив-

Introduction. The use of NSAIDs in clin-
ical practice is known for a significant reduc-
tion of side effects risks, among which the 
largest share of toxic effects on the digestive 
system. At the same time, the attention of re-
searchers is increasingly payed to a specific 
syndrome associated with application of this 
group of drugs – NSAIDs gastropathy, with 
necrosis of epithelial cells as a possible mor-
phological substrate. However, as the recent 
studies have shown, necrosis is not the only, 
but also is not the main cause of cell death. 
Apoptosis, the programmed cell death, is 
observed more often than necrosis. Besides, 
ulcerogenesis problem is closely linked to 
the ability of the gastric mucosa epithelium 
to adequate regeneration. This necessitates a 
search for the ways to correct the effect of 
non-steroidal antiphlogistics on the process-
es of apoptosis and proliferous activity of ep-
ithelial cells of the gastric mucosa.
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ную активность эпителиоцитов слизи-
стой оболочки желудка.

Материалы и методы. Иммуноги-
стохимические исследования выполняли 
на парафиновых срезах с использовани-
ем стрептавидин-биотинового метода 
(«DAKO», Дания; LSAB2 Systems, HRP). 
Демаскировку антигена проводили в ци-
тратном буфере с рН 6,0. В качестве пер-
вичных антител применяли мышиные 
и кроличьи моноклональные антитела. 
Ядра клеток докрашивали гематоксили-
ном Майера в течение 15-60 сек.

Состояние пролиферативной актив-
ности эпителиоцитов желудка изучали 
с помощью мышиных моноклональ-
ных антител к ядерному антигену Ki-67 
(«DAKO», клон MIB-1, Дания), как чув-
ствительного маркера пролиферации ме-
тодом T. Scholzen. 

Для характеристики активности про-
цессов апоптоза исследовали экспрессию 
CPP32 (caspase-3) в слизистой оболочке 
желудка, используя полуколичественную 
шкалу оценки интенсивности окраски: 0 
(отсутствует) – отсутствие положитель-
ной реакции в клетках, 1 (слабая) – до 
30% клеток, отреагировали положитель-
но, 2 (умеренная) – 31-60%, 3 (сильная) 
– 60% и более окрашенных клеток.

Результаты и их обсуждения. Анализ 
результатов иммуногистохимических 
исследований экспрессии меток Кі-67 и 
CPP32 показал, что в основе гастропро-
тективного эффекта винборона при ибу-
профен-индуцированной гастропатии у 
крыс с адъювантным артритом лежит его 
способность повышать регенеративные 
свойства желудочного эпителия путём 
восстановления пролиферативной актив-
ности. Кроме того винборон способен 
подавлять индуцированный ибупрофе-
ном апоптоз эпителиоцитов желудка, что 
способствует поддержанию клеточного 
гомеостаза слизистой оболочки желудка.

Ключевые слова: ибупрофен, винбо-
рон, пролиферативная активность, апоп-
тоз.

Materials and methods. Immunohisto-
chemical studies were performed on paraf-
fin sections using streptavidin-biotin meth-
od (“DAKO”, Denmark; LSAB2 Systems, 
HRP). Antigen unmasking was performed 
in citrate buffer pH 6.0. Mice`s and rabbit`s 
monoclonal antibodies were used as the pri-
mary antibodies. The cell nuclei were col-
ored with Mayer’s hematoxylin for 15-60 
seconds.

Condition gastric epithelial prolifera-
tive activity was studied using a mouse 
monoclonal antibody to nuclear antigen 
Ki-67 (“DAKO”, MIB-1 clone, Denmark) 
as a sensitive marker of proliferation by  
T. Scholzen.

To characterize the activity of apopto-
sis the expression of CPP32 (caspase-3) 
in the gastric mucosa was examined, us-
ing semiquantitative rating scale color 
intensity of 0 (none) – no positive reac-
tions in cells, 1 (weak) – up to 30% of 
the cells reacted positively 2 (moderate) 
– 31-60%, and 3 (strong) – 60% more 
stained cells.

Results and Discussion. Analysis of 
the results of immunohistochemical ex-
pression of Ki-67 and CPP32 showed that 
the basis of gastroprotective effect of vin-
boron with ibuprofen-induced gastropathy 
in rats with adjuvant arthritis is its abili-
ty to enhance the regenerative properties 
of the gastric epithelium by restoring the 
proliferative activity. In addition vinbo-
ron is able to inhibit apoptosis induced by 
ibuprofen epithelial cells of the stomach, 
which helps to maintain cellular homeosta-
sis of the gastric mucosa.

Keywords: ibuprofen, vinboron, 
proliferative activity, apoptosis.
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В последнее время внимание исследо-
вателей все больше привлекает проблема 
поиска новых путей профилактики и ле-
чения побочных эффектов нестероид-
ных противовоспалительных препаратов 
(НПВП). Это обусловлено, прежде всего 
тем, что многогранность патогенеза га-
стропатии, индуцированной нестероид-
ными антифлогистиками, обосновывает 
проведение комплексной фармакотера-
пии или применение препаратов с поли-
тропными фармакологическими свой-
ствами [1, 2, 3, 4].

Среди побочных эффектов НПВП наи-
большую долю составляет токсическое 
воздействие на пищеварительную систе-
му. При этом внимание исследователей 
привлекает специфический синдром, ас-
социированный с приёмом данной груп-
пы препаратов – НПВП-гастропатия, 
морфологическим субстратом которой 
может выступать некроз эпителиоцитов. 
Однако как показали исследования по-
следних лет, некроз – не только не един-
ственная, но даже и не главная причина 
гибели клеток. Чаще, чем некроз, наблю-
дается запрограммированная смерть кле-
ток – апоптоз (Владимиров В. Ю., 2002). 
Одним из важнейших признаков апопто-
за является активация сериновых проте-
иназ, называемых каспазами, которые за-
пускают каскад биохимических реакций, 
заканчивающийся разрушением многих 
белков цитоплазмы и ядра, дефрагмен-
тацией ядерной ДНК и выдачей сигнала 
фагоцитам о том, что клетку пора лик-
видировать [5, 6]. Кроме того проблема 
ульцерогенеза тесно связана со способ-
ностью эпителия слизистой оболочки 
желудка (СОЖ) к адекватной регенера-
ции на фоне повышения агрессивности 
желудочного сока, вызванного приёмом 
НПВП [4].

К сожалению, известные на сегод-
ня пути ослабления гастротоксичности 
НПВП, а именно применение ингибито-
ров протонной помпы, Н2-гистаминобло-
каторов, синтетических аналогов ПГ Е1 

Recently, the attention of researchers 
has been payed to the problem of finding 
out new ways to prevent and treat the side 
effects of non-steroidal anti-inflammatory 
drugs (NSAIDs). This is primarily due to 
the fact that the diversity of the pathogen-
esis gastropathy induced by non-steroidal 
antiphlogistics, justifies the implementation 
of a comprehensive drug therapy or the use 
of drugs with polytropic pharmacological 
properties [1, 2, 3, 4].

Among the side effects of NSAIDs, the 
biggest part takes the toxic effect on the di-
gestive system. At the same time, the atten-
tion of researchers is increasingly attracted 
by specific syndrome associated with taking 
this group of drugs – NSAIDs gastropathy, 
which morphological substrate may be ne-
crosis of epithelial cells. However, as shown 
by recent studies, necrosis is not the single, 
but also is not the main cause of cell death. 
Apoptosis, the programmed cell death, is 
observed more often than necrosis. (Vlad-
imirov V. Yu., 2002). One of the most im-
portant features of apoptosis is the activa-
tion of serine proteinases, called caspases, 
which trigger a cascade of biochemical 
reactions, ending the destruction of many 
proteins of the cytoplasm and nucleus, de-
fragmentation of nuclear DNA and making 
a signal to phagocytes that a cell is to liq-
uidate [5, 6]. Furthermore, ulcerogenesis 
problem is closely related to the ability of 
the epithelium of the gastric mucosa (GM) 
for adequate regeneration accompanied by 
increased aggressiveness of gastric juice in-
duced by intake of NSAIDs [4].

Unfortunately, the known ways of reduc-
tion of gastrotoxicity NSAIDs, namely the 
use of proton pump inhibitors, H2-histamine 
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не способны удовлетворить потребности 
клиницистов в полной мере [1, 7].

Среди существующих НПВП нами 
было выбрано производное пропионо-
вой кислоты – ибупрофен. На сегодняш-
ний день его применяют у детей старше 
6 мес. как безрецептурное средство и 
в возрасте с 3 мес. – по рекомендации 
врача, что говорит о наименьшей ток-
сичности препарата и минимальном ко-
личестве побочных реакций [8]. Однако 
при длительном применении (более 7-14 
дней) даже ибупрофен в низких дозах 
(800 мг/сутки) может вызвать поражение 
желудочно-кишечного тракта [9].

С целью профилактики развития ибу-
профен-индуцированной гастропатии 
привлекает внимание новый украинский 
препарат винборон, который выгодно со-
четает в себе широкий спектр фармако-
логических свойств: спазмолитическое, 
противовоспалительное, обезболива-
ющее (местное и центральное), проти-
воишемическое, антиоксидантное, ан-
тиагрегантное, иммуномодулирующее, 
противомикробное, токолитическое, кар-
диопротекторное, церебропротекторное, 
стимулирующее влияние на микроцир-
куляцию [2, 10].

Приказом Министерства здравоох-
ранения Украины от 1 сентября 2014 г.  
№ 665 «О государственной регистра-
ции (перерегистрации) лекарственных 
средств (медицинских иммунобиоло-
гических препаратов) и внесения изме-
нений в регистрационные материалы» 
(Приложение 2) винборон разрешен к 
применению в клинике, как спазмоли-
тик с местноанестезирующим эффек-
том при дисфункции желчного пузыря 
и сфинктера Одди (гипокинетический и 
гиперкинетический типы), холецисти-
тах, желчнокаменной болезни, синдро-
ме раздраженного кишечника, язвенной 
болезни желудка и двенадцатиперстной 
кишки с болями спастического характе-
ра, в составе комплексного лечения на-
рушений мозгового кровообращения, а 

blockers, PG E1 synthetic analogues can`t 
satisfy the needs of clinicians fully [1, 7].

Among the existing NSAIDs we chose 
derivative of propionic acid – ibuprofen. 
Today, it is exhibited for treatment of chil-
dren older than 6 months, as the over-the-
counter medication (OTC) and of the age 
of 3 months – on the recommendation of a 
doctor, which means the lower toxicity of 
the drug and a minimum amount of adverse 
reactions [8]. However, with prolonged use 
(more than 7-14 days), even at low doses of 
ibuprofen (800 mg/day) lesions of the gas-
trointestinal tract may be caused [9].

In order to prevent the development of 
ibuprofen-induced gastropathy the new 
Ukrainian drug vinboron caught our at-
tention, which favorably combines a wide 
range of pharmacological properties: an-
tispasmodic, anti-inflammatory, analgesic 
(local and central), anti-ischemic, antiox-
idant, antiplatelet, immunomodulatory, 
antimicrobial, tocolytic, cardioprotective, 
cerebroprotective, stimulating effect on the 
microcirculation [2, 10].

Order of the Ukrainian Ministry of Health 
from September 1, 2014 no. 665 “About 
state registration (re-registration) of medic-
inal products (medical immunobiological 
preparations) and amendments to the regis-
tration materials” (Addition 2) approved vin-
boron for use in the clinic as a spasmolytic 
with the local anesthetic effect at a local dys-
function of the gallbladder and sphincter of 
Oddi (hypokinetic and hyperkinetic types), 
cholecystitis, gallstones, irritable bowel syn-
drome, gastric ulcer and duodenal ulcer with 
pain, spastic nature, as part of comprehensive 
treatment of disorders of cerebral circulation, 
as well as in chronic coronary insufficiency 
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также при хронической венечной недо-
статочности, протекающей с приступами 
стенокардии. Также препарат можно на-
значать больным с нарушением функци-
онального состояния печени, поскольку 
ему присущи гепатопротекторные свой-
ства [11].

В проведенных нами ранее иссле-
дованиях установлено, что у 42,8% жи-
вотных с адъювантным артритом (АА), 
которые получали ибупрофен в дозе 
218 мг/кг на 28 день эксперимента были 
выявлены эрозивно-язвенные пораже-
ния СОЖ. Кроме того язвенный индекс 
(ЯИ) группы монотерапии ибупрофеном 
(0,97) почти в 10 раз превышал ЯИ груп-
пы комбинированной фармакотерапии 
АА ибупрофеном и винбороном (0,10) 
[2].

Целью исследования являются про-
лиферативная активность (ядерная метка 
Кі-67) и процессы апоптоза (цитоплаз-
матическая или перинуклеарная метка 
CPP32) эпителиоцитов СОЖ крыс с АА 
при монотерапии ибупрофеном и его 
комбинацией с винбороном по данным 
иммуногистохимических (ИГХ)  иссле-
дований.

Материалы и методы. Исследо-
вание проведено на 28 половозрелых 
крысах-самцах, разбитых на 4 группы: 
I – интактные крысы (n=7), II – крысы с 
смоделированным АА без лечения (кон-
троль), III – крысы с АА (n=7), леченные 
ибупрофеном (218 мг/кг, внутрижелу-
дочно), IV – крысы с АА (n=7), леченные 
ибупрофеном внутрижелудочно (218 мг/
кг) в комбинации с винбороном (11 мг/кг, 
внутрижелудочно). 

Все экспериментальные исследо-
вания над лабораторными животными 
проводили в соответствии с требования-
ми надлежащей лабораторной практики 
(GLP) и с соблюдением основных поло-
жений Конвенции Совета Европы « Об 
охране позвоночных животных, исполь-
зуемых в экспериментах и в других на-
учных целях» от 18 марта 1986 г., Дирек-

and flow angina. The drug can be also ad-
ministered to patients with impaired hepatic 
function, as it has its hepatoprotective prop-
erties [11].

In earlier studies we found out that 42.8% 
of the animals with adjuvant arthritis (AA) 
who used ibuprofen at 218 mg/kg, on day 
28 of the experiment revealed erosive and 
ulcerative lesions of the coolant. In addition 
ulcerative index of (UI) ibuprofen mono-
therapy group (0.97) is almost 10 times 
higher than the combined pharmacotherapy 
group UI AA ibuprofen and vinboron (0.10) 
[2].

Objective: to characterize the prolifera-
tive activity (nuclear label Ki-67) and the 
process of apoptosis (cytoplasmic or peri-
nuclear label CPP32) epithelial coolant rats 
with AA ibuprofen monotherapy and its 
combination with vinboron according to 
immunohistochemistry (IHC) studies.

Materials and methods. The study was 
carried out using 28 adult male rats, divided 
into 4 groups: I – intact rats (n=7), II – rats 
with modeled AA untreated (control), III – 
rats with AA (n=7) treated with ibuprofen 
(218 mg/kg, intragastric), IV – rats with AA 
(n=7) treated intragastrically with ibuprofen 
(218 mg/kg) in combination with vinboron 
(11 mg/kg, intragastric).

All experimental studies on laborato-
ry animals were performed in accordance 
with the requirements of Good Laboratory 
Practice (GLP) and compliance with the 
guidelines of the Council of Europe Con-
vention on the Protection of Vertebrate 
Animals used for Experimental and other 
Scientific Purposes of March 18, 1986, the 
Directive of the European Parliament and 
of the Council EU 2010/63/EC of Sep-
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тивы Европейского парламента и Совета 
ЕС 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. «О 
защите животных, используемых для на-
учных целей»; приказ МЗ Украины от 14 
декабря 2009 г. №944 «Об утверждении 
порядка проведения доклинического из-
учения лекарственных средств и экспер-
тизы материалов доклинического изу-
чения лекарственных средств» и Закона 
Украины от 21 февраля 2006 г. №3447-IV 
«О защите животных от жестокого обра-
щения» [12].

АА моделировали путем субплан-
тарного введения полного адъюванта 
Фрейнда (Sigma, США. Состав: 1 часть 
ланолина, 2 части вазелинового масла и 
убитая вакцина БЦЖ из расчета 5 мг/мл) 
в заднюю правую лапку из расчета 0,1 мл 
на крысу [12]. Лечение АА проводилось 
с 14 по 28 день, путем внутрижелудоч-
ного введения исследуемых препаратов. 
Начало введения лекарственных средств 
отвечало максимальной воспалительной 
реакции [3, 12]. Эвтаназию крыс и забор 
материала с дальнейшей его фиксацией 
в 10% растворе нейтрального формалина 
проводили на 28 день эксперимента пу-
тем цервикальной дислокации под эфир-
ным наркозом. Пересчет доз препаратов 
с дозы человека на крыс осуществляли с 
использованием коэффициента видовой 
чувствительности по Ю. Г. Рыболовлеву 
[7, 12].

Иммуногистохимические исследова-
ния выполняли на парафиновых срезах 
с использованием стрептавидин-биоти-
нового метода («DAKO», Дания; LSAB2 
Systems, HRP). Демаскировку антигена 
проводили в цитратном буфере с рН 6,0. 
В качестве первичных антител применя-
ли мышиные и кроличьи моноклональ-
ные антитела. Ядра клеток докрашивали 
гематоксилином Майера в течение 15-60 
сек. [13, 14].

Пролиферативную активность клеток 
оценивали с помощью мышиных моно-
клональных антител к ядерному антиге-
ну Ki-67 («DAKO», клон MIB-1, Дания), 

tember 22, 2010 on the protection of an-
imals used for scientific purposes; order 
by Ukrainian Ministry of Health from De-
cember 14, 2009 no. 944 “On approval of 
pre-clinical studies of medicinal products 
and the expertise of pre-clinical study of 
medicinal products materials” and the Law 
of Ukraine on February 21, 2006 no. 3447-
IV “About the  protection of animals from 
cruelty” [12].

AA modeled by subgaleal administra-
tion of complete Freund’s adjuvant (Sig-
ma, USA. Composition: 1 part of lanolin, 
2 parts of paraffin oil and killed Bacillus 
Calmette-Guerin vaccine in dose of 5 mg/
ml) in the right hind paw of 0,1 ml per rat 
[12]. AA treatment was carried out from 14 
to 28 days by intragastric administration of 
study drugs. The start of drugs administra-
tion meets the maximal inflammatory re-
sponse [3, 12]. Euthanasia of the rats and 
fence material out of its fixation in 10% 
neutral formalin was performed on day 28 
of the experiment by cervical dislocation 
under ether anesthesia. Conversion of drugs 
doses for human in rats was carried out 
using species sensitivity factor Yu. G. Ry-
bolovlev [7, 12].

Immunohistochemical studies were per-
formed on paraffin sections using strepta-
vidin-biotin method (“DAKO”, Denmark; 
LSAB2 Systems, HRP). Antigen unmask-
ing was performed in citrate buffer pH 6.0. 
Mice’s and rabbit’s monoclonal antibodies 
were used as the primary antibodies. The cell 
nuclei were tinted with Mayer’s hematoxylin 
for 15-60 seconds. [13, 14].

Proliferative activity of cells was as-
sessed using murine monoclonal antibody 
to nuclear antigen Ki-67 (“DAKO”, MIB-1  
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как чувствительного маркера пролифе-
рации методом T. Scholzen [15].

В препаратах при 400-кратном уве-
личении микроскопа определяли ин-
декс пролиферации (ядерная метка  
Ki-67) и индекс апоптоза (перинукле-
арная или цитоплазматическая метка 
CPP32 – caspase-3) в 5 случайно выбран-
ных полях зрения (≥500 клеток), как долю 
в процентах положительно окрашенных 
ядер эпителиоцитов СОЖ в трех ком-
партментах (І – поверхностный и ямоч-
ный эпителий; II – перешеечная зона, III 
– основа желез, средняя и нижняя треть 
желез в базальных отделах). Для оценки 
экспрессии CPP32 (caspase-3) в СОЖ в 
аналогичных участках использовалась 
полуколичественная шкала оценки ин-
тенсивности окраски: 0 (отсутствует) 
– отсутствие положительной реакции в 
клетках, 1 (слабая) – до 30% клеток от-
реагировали положительно, 2 (умерен-
ная) – 31-60%, 3 (сильная) – 60% и более 
окрашенных клеток [16, 17, 18].

Иммуногистохимическое исследова-
ние проведено на базе Винницкого об-
ластного бюро патологической анатомии 
(г. Винница, Украина).

Микроскопию и фотографирование 
гистологических препаратов проводи-
ли с помощью светового микроскопа 
OLIMPUS BX 41 при увеличениях в 40, 
100, 200 и 400 раз. Полученные снимки 
обрабатывали, проводили морфометрию 
и статистическую обработку с помо-
щью программы «Quick  PHOTO MICRO 
2.3». Содержание клеточных элементов 
определяли в расчете на единицу услов-
ной площади (1 мм2). При выполнении 
морфометрических исследований руко-
водствовались основными принципами, 
изложенными в руководстве Г.Г. Автан-
дилова (2002) [1].

Результаты и их обсуждение. Для 
оценки клеточного обновления СОЖ 
как маркер пролиферации нами был вы-
бран ядерный антиген Ki-67, поскольку 
он регистрируется во все активные фазы 

clone, Denmark) as a sensitive marker of 
proliferation by T. Scholzen [15].

The proliferation index (nuclear tag Ki-
67) and apoptotic index (or perinuclear cy-
toplasmic label CPP32 – caspase-3) were 
measured in the formulations at 400-fold 
magnification in 5 randomly selected visual 
fields (≥500 cells) as the percentage of posi-
tively stained nuclei of epithelial cells of the 
coolant in the three compartments (I – patch-
ing and surface epithelium; II – isthmus area, 
III of – iron-based, middle and lower third of 
the glands in the basal). To assess CPP32 ex-
pression (caspase-3) in the coolant in similar 
areas used semiquantitative rating scale color 
intensity of 0 (none) – no positive reactions 
in cells, 1 (weak) – up to 30% of the cells re-
acted positively, 2 (moderate) – 31-60%, and 
3 (strong) – 60% more stained cells and [16, 
17, 18].

Immunohistochemical study was carried 
out on the basis Vinnitsa regional Office of 
Pathological anatomy (Vinnitsa, Ukraine).

Microscopy and photography of histo-
logical preparations was performed using a 
light microscope OLIMPUS BX 41 at mag-
nifications of 40, 100, 200 and 400 times. 
The photographs were processed, under-
gone morphometry and were statistically 
analyzed using Quick PHOTO MICRO 2.3 
program. The contents of cellular elements 
were determined per unit of the convention-
al area (1 mm2). Morphometric studies were 
guided by the basic principles laid down in 
the manual G. G. Avtandilov (2002) [1].

Results and discussion. To assess cell re-
newal coolant as a proliferation marker, Ki-
67 nuclear antigen was selected because it 
was registered in all active phases of the cell 
cycle (G1, S, G2 and M), but not in the rest-
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ing phase (G0) [5, 17]. Immunohistochem-
ical analysis of expression showed that on 
28th day of the experiment, proliferation in-
dex in the intact group (PI) was the highest, 
and the expression of Ki-67 was observed at 
the level of the zone of typical proliferative 
compartment coolant and dominated it in 
the germinal zone and sometimes extended 
to patching the epithelium (Fig. 1).

клеточного цикла (G1, S, G2 и М), но от-
сутствует в фазе покоя (G0) [5, 17]. Имму-
ногистохимический анализ экспрессии 
показал, что на 28 день эксперимента в 
интактной группе индекс пролиферации 
(ИП) был наивысшим, а экспрессия Ki-
67 наблюдалась на уровне зоны типич-
ного пролиферационного компартмента 
СОЖ и преобладала именно в гермина-
тивной зоне и местами распространялась 
на ямочный эпителий (рис. 1).

Рисунок 1 – Выраженная экспрессия Кі-67 в ядрах эпителиоцитов желудка. Ин-
тактная группа, 28 день эксперимента. ИГХ-маркировка ×100.

Figure 1 – Severe expression of Ki-67 in the nuclei of epithelial cells of the stomach.  
Intact group, 28th day of the experiment. IHC-labeling. ×100.

В контрольной группе ИП был сни-
жен на 5% относительно интактных жи-
вотных, что указывало на  системные из-
менения в организме крыс при АА.

Монотерапия ибупрофеном харак-
теризовалась слабой экспрессией Кі-
67 (рис. 2), что отвечало статистически 
достоверному снижению ИП на 36% 
относительно аналогичного показателя 
животных контрольной группы. Выяв-
ленную нами экспрессию Кі-67 в глубине 
ямок СОЖ можно расценивать, как  им-
муногистохимический признак форми-
рования НПВП-гастропатии, что согла-
суется с данными литературы (Lauwers 
G.Y. et al., 2001).

PI in the control group was reduced by 
5% relative to intact animals, indicating the 
systemic changes in rats with AA.

Ibuprofen monotherapy was character-
ized by a low expression of Ki-67 (Fig. 2), 
which corresponded to statistically signifi-
cant decrease in the PI by 36% compared 
to the same period of the control group an-
imals. We have identified, that the expres-
sion of Ki-67 in the depth of the coolant pits 
can be regarded as a sign of the formation of 
immunohistochemical NSAID-gastropathy, 
which coincides with the literature (Lauw-
ers G.Y. et al., 2001).



Фармация и фармакология № 3, 2016

76

DOI: 10.19163/2307-9266-2016-4-3-68-83

Рисунок 2 – Слабая экспрессия Кі-67 в ядрах эпителиоцитов желудка.  
Монотерапия ибупрофеном, 28 день эксперимента. ИГХ-маркировка ×200

Figure 2 – Poor expression of Ki-67 in the nuclei of epithelial cells of the stomach.  
Monotherapy ibuprofen, 28th day of the experiment. IHC-labeling. ×200.

Выше указанные изменения свидетель-
ствуют о том, что повреждения СОЖ, воз-
никающие при применении ибупрофена, 
приводят к изменению жизненного цикла 
эпителиоцитов и задержке их дифферен-
циации, а следовательно к нарушению 
клеточного обновления СОЖ и ее струк-
турной дезорганизации.

В группе комбинированного приме-
нения ибупрофена и винборона  положи-
тельная маркировка Ki-67 обнаружена 
как в зоне перешейков, так и в базальных 
отделах желез желудка (рис. 3).

The above mentioned changes indicate 
that the coolant damages from the appli-
cation of ibuprofen lead to changes in the 
life cycle of delay and epithelial differen-
tiation, and thus to disruption of cell re-
newal coolant and its structural disorga-
nization.

In the group of combined use of ibupro-
fen and vinboron positive Ki-67 labeling 
was detected in the zone of the isthmus, and 
the basal gastric glands (Fig. 3).
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Рисунок 3 – Умеренная экспрессия Кі-67 в ядрах эпителиоцитов желудка.  
Комбинированное применение ибупрофена и винборона, 28 день эксперимента.  

ИГХ-маркировка ×100
Figure 3 – Moderate expression of Ki-67 in the nuclei of epithelial cells of the stomach.  

Combined use of ibuprofen and vinboron 28th day experiment. IHC-labeling. ×100.

ИП группы комбинированной фарма-
котерапии (0,081±0,004)  превышал зна-
чения группы монотерапии ибупрофеном 
на 62%, что практически сопоставлялось 
с показателями интактных животных 
(0,082±0,004). Это указывало на способ-
ность винборона нивелировать антипро-
лиферативные свойства ибупрофена, что 
в свою очередь, приводило к восстанов-
лению регенеративных свойств эпителия 
СОЖ. Данные изменения пролифератив-
ной активности при комбинированном 
применении ибупрофена и винборона 
согласуются с установленным в преды-
дущих исследованиях снижением язвен-
ного индекса относительно группы мо-
нотерапии ибупрофеном [2]. 

Важная роль в поддержании тканево-
го гомеостаза отводится сохранению ба-
ланса между процессами пролиферации 
и апоптоза. Для изучения апоптоза эпите-
лиоцитов СОЖ в качестве маркера была 
выбрана каспаза-3 (CPP32, Novocastra), 
как эффекторная в каскаде каспаз, задей-
ствованных в апоптозе. Ее активация оз-

PI group combined pharmacotherapy 
(0.081±0.004) exceeded the value of ibu-
profen monotherapy group by 62%, which 
is compared with virtually intact animals 
(0.082±0.004). This indicated the capacity 
to neutralize the antiproliferative properties 
of vinboron ibuprofen, which in turn led to 
the recovery of the regenerative epithelium 
coolant properties. These changes in pro-
liferative activity of the combined use of 
ibuprofen and vinboron coincide with es-
tablished in previous studies concerning the 
reduction of ulcer index ibuprofen mono-
therapy group [2].

An important role in the maintenance of 
tissue homeostasis given to maintain the bal-
ance between the processes of proliferation 
and apoptosis. To examine the apoptosis of 
epithelial cells in the coolant as a marker has 
been selected caspase-3 (CPP32, Novocastra), 
in both the effector caspase cascade involved 
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начает необратимое следование клетки 
путем программируемой гибели.

Нами было установлено, что в группе 
монотерапии ибупрофеном экспрессия 
каспазы-3 отмечалась преимуществен-
но в покровно-ямочном эпителии, при-
легающем к острым эрозиям и язвам. 
Количество положительно окрашенных 
клеток составляло более 60% (рис. 4) и 
было достоверно выше в сравнении с 
группой комбинированной фармакотера-
пии (p<0,05).

in apoptosis. Its activation means irreversible 
cell adherence by programmed death.

We have found out that the in monothera-
py ibuprofen group the caspase-3 expression 
was observed mainly in the fold and pit epi-
thelium adjacent to the acute ulcers and ero-
sions. The number of positively stained cells 
was more than 60% (Fig. 4) and was signifi-
cantly higher in comparison with the group 
of combination drug therapy (p<0,05).

Рисунок 4 – Острая язва СОЖ. Сильная экспрессия СРР32 преимущественно  
в базальных отделах СОЖ. Монотерапия ибупрофеном, 28 день эксперимента.  

ИГХ окрашивание СРР32 ×200
Figure 4 – Acute ulcer coolant. Strong expression of CPP32 mainly in the basal 

coolant. Monotherapy ibuprofen, 28th day of the experiment.  
IHC staining CPP32. ×200.

В группе комбинированного приме-
нения ибупрофена и винборона, как и в 
группе интактных животных, экспрес-
сия каспазы-3 колебалась от 10 до 30%  
(рис. 5).

Caspase-3 expression ranged from 10 to 

30% in the group of combined use of ibu-

profen and vinboron as in the group of in-

tact animals (Fig. 5).
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Уменьшение экспрессии каспазы-3 при 
комбинированном применении вышеука-
занных препаратов обращает внимание на 
способность винборона ослаблять ибупро-
фен-индуцированный апоптоз эпителио-
цитов СОЖ. Следует отметить, что сниже-
ние уровня апоптозных клеток не несет в 
себе угрозы канцерогенеза. Так, согласно  
данных  литературы (Ивашкин В.Т. и др., 
2002), снижение уровня апоптоза при по-
ражениях СОЖ является показателем эф-
фективности лечения.

Причиной уменьшения количества 
апоптозных клеток при комбинирован-
ной терапии ибупрофеном с винборо-
ном, вероятно, является совокупность 
нескольких взаимодополняющих факто-
ров, одним из которых является наличие 
у винборона противовоспалительных 
и иммуномодулирующих свойств, по-
скольку воспаление расценивается как 
дополнительный путь активации апоп-
тоза, помимо воздействий, напрямую 
стимулирующих запрограммированную 

Reduction of the caspase-3 expression 
in the combined use of drugs above indi-
cates the ability to weaken vinboron ibu-
profen-induced apoptosis of epithelial cells 
of the coolant. It should be noted that the 
decrease in the level of apoptotic cells does 
not carry the threat of carcinogenesis. Thus, 
according to the literature (Ivashkin V.T. et 
al., 2002), reduction of apoptosis in lesions 
of coolant is an indicator of the effective-
ness of treatment.

The reason for reduction of the number of 
apoptotic cells in combination therapy with 
ibuprofen with vinboron is probably a com-
bination of several complementary factors, 
one of which is the presence of vinboron 
anti-inflammatory and immunomodulatory 
properties as inflammation regarded as an 
additional pathway of activation of apopto-
sis, besides the effects of directly stimulat-

Рисунок 5 – Слабая экспрессия СРР32 преимущественно в перинуклеарных  
отделах экзокриноцитов главных желез. Комбинированное применение  

ибупрофена и винборона, 28 день эксперимента. ИГХ окрашивание СРР32 ×200
Figure 5 – Weak expression of CPP32 predominantly perinuclear departments 

exocrine glands principal. Kombinirovannoeprimenenie vinboron ibuprofen and 28th 
day experiment. IHC staining CPP32. ×200.
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клеточную гибель (Кононов А.В. и др., 
2005).

Другой возможной причиной умень-
шения уровня апоптозных клеток при 
коррекции гастротоксичности ибупро-
фена винбороном могут быть антиокси-
дантные свойства последнего, поскольку 
согласно общепринятым представлени-
ям проапоптотический эффект НПВП 
может реализоваться через актива-
цию свободно радикального окисления 
(Fukumoto K. et al., 2011; Tamaki K. et al., 
2011), а антиоксиданты, обладающие га-
стропротективным действием, снижают 
уровень апоптоза (Dursun H. et al., 2009; 
Suleyman H. et al., 2009).

Выводы. Анализ результатов имму-
ногистохимического исследования сви-
детельствует о свойстве ибупрофена по-
давлять пролиферативную активность 
желудочных эпителиоцитов и индуци-
ровать апоптоз, на что указывает актива-
ция каспазы-3. Высшеуказанные измене-
ния приводят к нарушению способности 
СОЖ к адекватной регенерации.

Гастропротекторный эффект винбо-
рона в условиях применения ибупрофена 
обусловлен повышением пролифератив-
ного потенциала с восстановлением ре-
генеративных свойств желудочного эпи-
телия. Кроме того винборон способен 
подавлять индуцированный монотерапи-
ей ибупрофеном апоптоз эпителиоцитов 
желудка, что способствует поддержанию 
клеточного гомеостаза СОЖ.
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Another possible reason for reduction 
of the level of apoptotic cells in the correc-
tion gastrotoxicity vinboron ibuprofen may 
be the antioxidant properties of the latter, 
since, according to the generally accepted 
ideas proapoptotic effect of NSAIDs can be 
realized through the activation of free rad-
ical oxidation (Fukumoto K. et al, 2011;. 
Tamaki K. et al, 2011). and antioxidants, 
having gastroprotective effect, reduce the 
level of apoptosis (Dursun H. et al, 2009;. 
Suleyman H. et al, 2009.).

Conclusions. Analysis of the results of 
immunohistochemical studies indicates the 
ibuprofen property to suppress proliferation 
activity of gastric epithelial cells and induce 
apoptosis, as indicated by activation of 
caspase-3. Above mentioned changes lead 
to disruption of coolant capacity for ade-
quate recovery.

Gastroprotective effect of vinboron in 
terms of ibuprofen is conditioned by the 
increase in the proliferative capacity of the 
restoration of the regenerative properties of 
the gastric epithelium. Besides, vinboron 
is able to inhibit apoptosis induced by ibu-
profen monotherapy epithelial cells of the 
stomach, which helps to maintain cellular 
homeostasis coolant.
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