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Âèâ÷åííÿ ïðîÿâ³â àïîïòîçó
ïðè ñòðåïòîçîòîöèíîâîìó öóêðîâîìó ä³àáåò³

Èçó÷àëè ïðîÿâëåíèÿ àïîïòîçà â ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçå, ìîçãó è ìèîêàðäå ó êðûñ ïðè ðàçâè-
òèè ñàõàðíîãî äèàáåòà 1-ãî òèïà. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè êëåòîê, âñòóïèâøèõ íà ïóòü àïîï-
òîçà, ñ ïîìîùüþ TUNEL-ìåòîäà îïðåäåëÿëèñü ñïåöèôè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ ìîëåêóëû ÄÍÊ.
Ïîñëå äîêðàøèâàíèÿ ñðåçîâ ìåòèëåíîâûì çåëåíûì íàáëþäàëèñü ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ àïîïòî-
çà èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ õðîìàòèíà è êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Êðîìå òîãî, àïîïòîòè÷åñêèå è
íåàïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè äèôôåðåíöèðîâàëèñü àâòîìàòè÷åñêè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû êîì-
ïüþòåðíîãî àíàëèçà èçîáðàæåíèÿ ïî ïîêàçàòåëþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ÿäåð. Ïðèìåíå-
íèå óêàçàííîãî ïîäõîäà ïîçâîëèëî ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ äîñòîâåðíîñòè óñòàíîâèòü, ÷òî ó
çäîðîâûõ æèâîòíûõ àïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè ïðèñóòñòâóþò âî âñåõ èçó÷åííûõ òêàíÿõ,
îäíàêî âîçìîæíîñòü èõ âûÿâëåíèÿ TUNEL-ìåòîäîì çàâèñèò îò ñïîñîáà ôèêñàöèè áèîìà-
òåðèàëà. Ðàçâèòèå ñàõàðíîãî äèàáåòà ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà òàêèõ
êëåòîê, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âàæíîé ðîëè àïîïòîçà â ïàòîãåíåçå äèàáåòà 1-ãî òèïà.

  Þ.Ì. Êîëåñíèê, À.Â. Òðà³ë³í, Ì.À. Îðëîâñüêèé

ÂÑÒÓÏ

Àïîïòîç, ÿê ³ íåêðîç, º îñíîâíèì ìåõàí³ç-
ìîì çàãèáåë³ êë³òèí. Íà â³äì³íó â³ä íåêðî-
çó, ÿêèé ÿâëÿº ñîáîþ ïðîöåñ çàãèáåë³ êë³-
òèíè âíàñë³äîê ³íòåíñèâíî¿ ä³¿ íà íå¿
ïîøêîäæóâàëüíèõ àãåíò³â, àïîïòîç �
öå àêòèâíèé, ãåíåòè÷íî çàïðîãðàìîâàíèé
�ñó¿öèä� êë³òèíè [9], ÿêèé âèíèêàº ó â³ä-
ïîâ³äü íà ì³í³ìàëüíå ïîøêîäæåííÿ, à
òàêîæ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ çà ô³ç³îëîã³÷íèõ
óìîâ.

Çà äîïîìîãîþ àïîïòîçó â³äáóâàºòüñÿ:
çàãèáåëü êë³òèí ï³ä ÷àñ åìáð³îãåíåçó; åë-
³ì³íàö³ÿ êë³òèí, ÿê³ çì³íèëè ñâîþ àíòè-
ãåííó ñòðóêòóðó âíàñë³äîê ìóòàö³¿ ÄÍÊ;
çä³éñíþºòüñÿ ðåãóëÿö³ÿ ê³ëüêîñò³ êë³òèí ó
òêàíèíàõ äîðîñëîãî îðãàí³çìó [14]. Ç ³íøî-
ãî áîêó, íàäì³ðíà àêòèâàö³ÿ àïîïòîçó, çà
äàíèìè äåÿêèõ àâòîð³â, º îäíèì ³ç ãîëîâ-
íèõ ìåõàí³çì³â ïàòîãåíåçó òàêèõ çàõâî-
ðþâàíü, ÿê öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó [18],
àòåðîñêëåðîç [11], õâîðîáà Àëüöãåéìåðà
[29], êàðä³îì³îïàò³¿ [4].

Äîáðå â³äîìî, ÿêó âàæëèâó ìåäèêî-
ñîö³àëüíó ïðîáëåìó ÿâëÿº ñîáîþ öóêðî-
âèé ä³àáåò [2]. Âàãîìèìè ôàêòîðàìè, ùî
âèçíà÷àþòü òÿæê³ñòü ïåðåá³ãó ö³º¿ ïàòî-
ëîã³¿ ðàçîì ³ç ã³ïåðãë³êåì³ºþ º ¿¿ óñêëàä-
íåííÿ � ì³êðîàíã³îïàò³ÿ, íåôðîïàò³ÿ, íåé-
ðîïàò³ÿ, ì³îêàðä³îäèñòðîô³ÿ [1]. Íà æàëü,
íèí³ íåìàº ºäèíî¿ òî÷êè çîðó íà ìåõàí³ç-
ìè çàãèáåë³ êë³òèí ó öèõ îðãàíàõ ïðè öóê-
ðîâîìó ä³àáåò³. Äàí³ îêðåìèõ ðîá³ò ñâ³ä-
÷àòü ïðî ïðîâ³äíó ðîëü íåêðîòè÷íîãî ìå-
õàí³çìó çàãèáåë³ íåéðîí³â [15], êàðä³îì³î-
öèò³â [13], à òàêîæ ñàìèõ β-êë³òèí ï³ä-
øëóíêîâî¿ çàëîçè [7]. Ðàçîì ç òèì çàâäÿ-
êè âäîñêîíàëåííþ ìåòîä³â äîñë³äæåíü ç�ÿâ-
ëÿºòüñÿ âñå á³ëüøå äîêàç³â àïîïòîòè÷íî-
ãî ìåõàí³çìó çàãèáåë³ êë³òèí ó öèõ îðãà-
íàõ [10, 13, 19, 20, 24].

Ãîëîâíèìè ìàðêåðàìè àïîïòîçó º ñïå-
öèô³÷í³ ïîøêîäæåííÿ ìîëåêóëè ÄÍÊ ç óò-
âîðåííÿì ¿¿ îë³ãîíóêëåîñîìàëüíèõ ôðàã-
ìåíò³â, ñïåöèô³÷í³ çì³íè ñòàíó öèòîçîëÿ,
öèòîïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, ì³òîõîíä-
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ð³é, à òàêîæ òàê çâàí³ ìåä³àòîðè àïîïòîçó
[5, 8, 25, 26]. Äëÿ ¿õ âèÿâëåííÿ ìîæå áóòè
âèêîðèñòàíî ñâ³òëîâó òà åëåêòðîííó ì³ê-
ðîñêîï³þ, ³ìóíîáëîòèíã, ³ìóíîïðåöèï³-
òàö³þ, ïðîòî÷íó öèòîôëóîðèìåòð³þ, ñàó-
çåðí-ãèáðèäèçàö³þ, ôîòîìåòð³þ, åëåêò-
ðîôîðåç, ïîë³ìåðàçíó ëàíöþãîâó ðåàê-
ö³þ, ³ìóíîöèòî- òà ³ìóíîã³ñòîõ³ì³þ [5, 8].
Îïòèìàëüíèì äëÿ âèÿâëåííÿ êë³òèí, ïðè-
÷èíîþ çàãèáåë³ ÿêèõ º àïîïòîç, ââàæà-
ºòüñÿ âèêîðèñòàííÿ ñïîëó÷åííÿ äåê³ëüêîõ
ìàðêåð³â ³ ìåòîäèê ¿õ âèÿâëåííÿ, îñê³ëüêè
ïðè öüîìó çíà÷íî ï³äâèùóºòüñÿ ³íôîð-
ìàòèâí³ñòü äîñë³äæåííÿ [5, 8, 25].

Íåäîë³êîì äåÿêèõ ìåòîäèê º âèñîêà
âàðò³ñòü ðåàêòèâ³â ³ îáëàäíàííÿ, äîâãà
òðèâàë³ñòü äîñë³äæåííÿ, íåìîæëèâ³ñòü éî-
ãî ïðîâåäåííÿ íà êë³òèíàõ, ÿê³ áóëè ô³ê-
ñîâàí³ íà ã³ñòîëîã³÷íèõ çð³çàõ, à òàêîæ
íåìîæëèâ³ñòü ê³ëüê³ñíîãî àíàë³çó ðåçóëü-
òàò³â ðåàêö³¿ [5].

Îäí³ºþ ³ç ìåòîäèê, ùî íàéá³ëüø øè-
ðîêî âèêîðèñòîâóºòüñÿ, º TUNEL-ìåòî-
äèêà (Terminal deoxynucleotidil transfera-
se-mediated nick end labeling), çàïðî-
ïîíîâàíà Gravrieli òà ñï³âàâò. [12]. Âîíà
îñíîâàíà íà âèÿâëåíí³ óòâîðåíèõ ïðè àïîï-
òîç³ îë³ãîíóêëåîñîìàëüíèõ ôðàãìåíò³â ìî-
ëåêóëè ÄÍÊ ³ìóíîöèòîõ³ì³÷íèì àáî ³ìó-
íîã³ñòîõ³ì³÷íèì ìåòîäîì. Ïîçèòèâíèì º
êîðîòêà òðèâàë³ñòü, âèñîêà ÷óòëèâ³ñòü ³
ñïåöèô³÷í³ñòü, ñïðîìîæí³ñòü âèÿâëÿòè êë³-
òèíè íà ïî÷àòêîâèõ ñòàä³ÿõ àïîïòîçó, à
òàêîæ ìîæëèâ³ñòü âèÿâëåííÿ êë³òèí in situ
â òêàíèííèõ çð³çàõ [25].

Ìåòîþ ö³º¿ ðîáîòè áóëî ³ìóíîã³ñòî-
õ³ì³÷íå âèÿâëåííÿ àïîïòîòè÷íèõ çì³í ó ï³ä-
øëóíêîâ³é çàëîç³, ìîçêó òà ì³îêàðä³ ïðè
ðîçâèòêó öóêðîâîãî ä³àáåòó 1-ãî òèïó çà
äîïîìîãîþ âèêîðèñòàííÿ ìåòîäèêè TUNEL
ó êîìá³íàö³¿ ç âèâ÷åííÿì ìîðôîëîã³÷íèõ
çì³í â àïîïòîòè÷íèõ êë³òèíàõ.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäåíî íà 40 ùóðàõ ë³í³¿
Â³ñòàð ìàñîþ 200 � 250 ã, ÿêèõ ðîçä³ëèëè

íà äâ³ ãðóïè: çäîðîâ³ (n=12) ³ õâîð³ íà
öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó 5-òèæíåâî¿ òðè-
âàëîñò³ ïåðåá³ãó (n=28). Öóêðîâèé ä³àáåò
ìîäåëþâàëè îäíîðàçîâèì âíóòð³øíüîî÷å-
ðåâèííèì ââåäåííÿì ñòðåïòîçîòîöèíó (�Sig-
ma�, ÑØÀ) â äîç³ 50 ìã/êã, ðîçâåäåíîãî â
0,5 ìë 0,1 ìîëü/ë öèòðàòíîãî áóôåðà [21].
×àñ ââåäåííÿ ïðåïàðàòó ðîçö³íþâàâñÿ ÿê
ïî÷àòîê ðîçâèòêó çàõâîðþâàííÿ. Êîæíèé
òèæäåíü âèçíà÷àëè êîíöåíòðàö³þ ãëþ-
êîçè â êðîâ³ ãëþêîçîîêñèäàçíèì ìåòîäîì
çà äîïîìîãîþ ïðèëàäó �One Touch II®�
(�Life Scan, Johnson and Johnson�, ÑØÀ).

Íà 35-òó äîáó åêñïåðèìåíòó çäîðîâèõ
òâàðèí, à òàêîæ ùóð³â ç â³ðîã³äíèìè îçíà-
êàìè ä³àáåòó (ã³ïåðãë³êåì³ÿ á³ëüø í³æ
15 ììîëü/ë, ï³äòâåðäæåíà äâîìà ïîñë³äîâ-
íèìè çàì³ðàìè) ðîçä³ëèëè íà 4 ãðóïè (ïî
3 çäîðîâèõ ùóðà ³ ïî 5 òâàðèí ç ä³àáåòîì)
³ äåêàï³òóâàëè ï³ä åòàì³íàëîâèì íàðêîçîì
(40 ìã/êã).

Ïåðåä äåêàï³òàö³ºþ òâàðèí 1-¿ ãðóïè
ïåðôóçóâàëè òðàíñêàðä³àëüíî 50 ìë ô³ê-
ñàòîðà Áóåíà. Ó òâàðèí 2-¿ ³ 3-¿ ãðóï àíà-
ëîã³÷íó ïåðôóç³þ çä³éñíþâàëè ç âèêîðèñ-
òàííÿì ô³êñàòîðà Êàðíóà òà 70 %-ãî åòè-
ëîâîãî ñïèðòó. Ïîò³ì ìîçîê, ï³äøëóíêî-
âó çàëîçó, ôðàãìåíò ì³îêàðäà ó ä³ëÿíö³
ë³âîãî øëóíî÷êà íåãàéíî âèäàëÿëè ³ ïî-
ì³ùàëè ó â³äïîâ³äí³ ô³êñàòîðè íà 20 ãîä
ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³. Ï³ñëÿ ô³êñàö³¿
òà ñòàíäàðòíî¿ ïðîöåäóðè çíåâîäíþâàííÿ
³ íàñè÷óâàííÿ õëîðîôîðìîì ³ ïàðàô³íîì
îðãàíè çàëèâàëè â ïàðàô³í.

Íà ðîòàö³éíîìó ì³êðîòîì³ ðîáèëè ñå-
ð³éí³ çð³çè ï³äøëóíêîâî¿ çàëîçè (ïî 3 çð³çè
ç ð³çíèõ â³ää³ë³â) ³ ì³îêàðäà çàâòîâøêè
5 ìêì, à òàêîæ ôðîíòàëüí³ ñåð³éí³ çð³çè
ñåðåäíüîãî â³ää³ëó ã³ïîòàëàìóñà çàâòîâ-
øêè 14 ìêì (íà 5-òè ð³âíÿõ ÷åðåç 1 ìì),
ÿê³ ïîò³ì äåïàðàô³íóâàëè ó êñèëîë³, ðå-
ã³äðàòóâàëè ó íèçõ³äíèõ êîíöåíòðàö³ÿõ
åòàíîëó (100, 96, 70 %) ³ òðè÷³ ïî 5 õâ â³ä-
ìèâàëè ó òð³ñ-áóôåð³ (pH 7,6).

Ó 4-é ãðóï³ íàðêîòèçîâàíèõ òâàðèí çðàçó
ï³ñëÿ çàáîþ çàáèðàëè ï³äøëóíêîâó çàëîçó,
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ôðàãìåíò ì³îêàðäà òà ìîçîê ³ øâèäêî çà-
ìîðîæóâàëè ó ð³äêîìó àçîò³, à ïîò³ì ãî-
òóâàëè ¿õ êð³îñòàòí³ çð³çè àíàëîã³÷íî¿ òîâ-
ùèíè. Ï³ñëÿ âèéìàííÿ ç õîëîäèëüíèêà çð³çè
íà ñêåëüöÿõ áóëè ô³êñîâàí³ â 4 %-ìó çàáó-
ôåðåíîìó ôîðìàë³í³ ïðîòÿãîì 15 õâ, âè-
ñóøåí³ íà ïîâ³òð³ òà òðè÷³ ïî 5 õâ â³äìèò³
ó òð³ñ-áóôåð³ (pH 7,6).

Âèêîðèñòàííÿ íàìè íàáîðó ðåàãåíò³â
FragEL (�Oncogene research products�, ÑØÀ)
äàëî çìîãó ³äåíòèô³êóâàòè ó òêàíèííèõ
çð³çàõ êë³òèí, ùî ãèíóòü ÷åðåç àïîïòîç,
ïî-ïåðøå, TUNEL-ìåòîäîì çà íàÿâíîñò³
â íèõ ñïåöèô³÷íî ïîøêîäæåíî¿ ìîëåêóëè
ÄÍÊ, ³, ïî-äðóãå, çà äîïîìîãîþ ïàðàëåëü-
íîãî âèÿâëåííÿ ñïåöèô³÷íèõ äëÿ àïîïòîçó
ìîðôîëîã³÷íèõ çì³í ó êë³òèíàõ ïðè äîôàð-
áóâàíí³ òêàíèíè ã³ñòîëîã³÷íèì áàðâíè-
êîì.

Ãîëîâíèì åòàïîì TUNEL-ìåòîäó º ðå-
àêö³ÿ ïðèºäíàííÿ äî óòâîðåíèõ ï³ä ÷àñ
àïîïòîçó 3-ÎÍ-ê³íö³â îë³ãîíóêëåîñîìàëü-
íèõ ôðàãìåíò³â ìîëåêóëè ÄÍÊ, ñïîëó-
÷åíèõ ç á³îòèíîì äåîêñèíóêëåîòèä³â ç äå-
îêñèíóêëåîòèäèëòðèôîñôàòó (dCTP), ÿêà
êàòàë³çóºòüñÿ ôåðìåíòîì òåðì³íàëüíîþ
äåîêñèíóêëåîòèäèëòðàíñôåðàçîþ (TdT)
[12]. Äàë³ íóêëåîòèäè âçàºìîä³þòü ³ç
êîí�þãàòîì ñòðåïòàâ³äèí � ïåðîêñèäàçà.
Ïðè äîäàâàíí³ ä³àì³íîáåíçèäèíó òà Í

2
Î

2

ïåðîêñèäàçà êàòàë³çóº îêèñíåííÿ ä³àì³-
íîáåíçèäèíó ç óòâîðåííÿì òåìíî-êîðè÷-
íåâîãî íåðîç÷èííîãî ïðîäóêòó ðåàêö³¿ â
ì³ñöÿõ ôðàãìåíòàö³¿ ÄÍÊ. Äîôàðáóâàííÿ
çð³ç³â ìåòèëåíîâèì çåëåíèì äîçâîëÿº
ìîðôîëîã³÷íî äèôåðåíö³þâàòè íîðìàëü-
í³, àïîïòîòè÷í³ òà íåêðîòè÷í³ êë³òèíè.

Íåãàòèâíèé êîíòðîëü ðåàêö³¿ ïðîâî-
äèâñÿ çà äîïîìîãîþ àíàëîã³÷íî¿ îáðîáêè
çð³ç³â ³ç çàì³íîþ TdT åêâ³âàëåíòíîþ ê³ëü-
ê³ñòþ äèñòèëüîâàíî¿ âîäè, à äëÿ ïîçèòèâ-
íîãî êîíòðîëþ çð³çè áóëî îáðîáëåíî DNase I
(�Sigma-Aldrich�, ÑØÀ), ÿêà ïîøêîäæóº
ìîëåêóëó ÄÍÊ ç óòâîðåííÿì 3-ÎÍ-ôðàã-
ìåíò³â [6]. Êð³ì òîãî, äîñë³äæóâàëèñÿ äî-
äàí³ äî íàáîðó êîíòðîëüí³ ñêåëüöÿ, íà îä-

íå ç ÿêèõ áóëè íàíåñåí³ ëåéêåì³÷íî òðàíñ-
ôîðìîâàí³ ïðîì³ºëîöèòè êë³òèííî¿ ë³í³¿
HL 60, à íà äðóãå � ò³ ñàì³ êë³òèíè, ùî
áóëè ³íêóáîâàí³ ç àêò³íîì³öèíîì Ä äëÿ
³íäóêö³¿ àïîïòîçó.

Ïðåïàðàòè âèâ÷àëèñÿ çà äîïîìîãîþ ñâ³ò-
ëîâî¿ ì³êðîñêîï³¿ íà ì³êðîñêîï³ �Axioscop�
(�Zeiss�, Í³ìå÷÷èíà). ²äåíòèô³êóâàëèñÿ
êë³òèíè ç³ ñïåöèô³÷íèìè äëÿ àïîïòîçó
ìîðôîëîã³÷íèìè çì³íàìè: êîíäåíñàö³ºþ
õðîìàòèíó òà éîãî àãðåãàö³ºþ á³ëÿ âíóò-
ð³øíüî¿ ïîâåðõí³ ÿäåðíî¿ ìåìáðàíè, óòâî-
ðåííÿì ïóõèðö³â íà ÿäåðí³é ³ öèòîïëàç-
ìàòè÷í³é ìåìáðàíàõ [14, 27]. Ïîçèòèâíèì
ðåçóëüòàòîì âèçíàâàëè âèÿâëåííÿ â êë³-
òèíàõ ö³º¿ ãðóïè ÿäåð, çàôàðáîâàíèõ ó òåì-
íî-êîðè÷íåâèé êîë³ð, à òàêîæ âèÿâëåííÿ
òåìíî-êîðè÷íåâèõ àïîïòîòè÷íèõ ò³ëåöü.
TUNEL-íåãàòèâíèìè âèçíàâàëè êë³òèíè ç
ÿäðàìè, ÿê³ çàôàðáîâàí³ ó ñâ³òë³ â³äò³íêè
çåëåíîãî, ãîëóáîãî àáî êîðè÷íåâîãî êî-
ëüîð³â. Âèÿâëåííÿ ãðóï êë³òèí, äèôóçíî
ôàðáîâàíèõ ìåòèëåíîâèì çåëåíèì, ñâ³ä-
÷èëî ïðî ¿õ çàãèáåëü ÷åðåç íåêðîç.

Îñê³ëüêè ïðè â³çóàëüí³é îö³íö³ çð³ç³â
áóëî ïîì³÷åíî î÷åâèäí³ â³äì³íè â ³íòåí-
ñèâíîñò³ ôàðáóâàííÿ àïîïòîòè÷íèõ ³ íå-
àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí, äëÿ á³ëüø òî÷íîãî
¿õ äèôåðåíö³þâàííÿ çîáðàæåííÿ çà äîïî-
ìîãîþ âèñîêî÷óòëèâî¿ â³äåîêàìåðè COHU-
4922 (�COHU Inc.�, ÑØÀ) ââîäèëîñÿ äî
êîìï�þòåðíî¿ ñèñòåìè àíàë³çó çîáðàæåííÿ
VIDAS-386 (�Kontron Electronic�, Í³ìå÷-
÷èíà) òà îöèôðîâóâàëîñÿ çà äåíñèòîìåò-
ðè÷íîþ øêàëîþ ç 256 ãðàäàö³ÿìè ñ³ðîãî
êîëüîðó. Â ³íòåðàêòèâíîìó ðåæèì³ ïîçíà-
÷àëèñÿ êîíòóðè ÿäåð ³ ïîò³ì àâòîìàòè÷íî
âèçíà÷àëàñÿ ¿õ îïòè÷íà ãóñòèíà, ïîâ�ÿ-
çàíà ç³ âì³ñòîì ó íèõ ïðîäóêòó îêèñíåííÿ
ä³àì³íîáåíçèäèíó òà (àáî) ìåòèëåíîâîãî
çåëåíîãî. Íà ï³äñòàâ³ ïîêàçíèêà îïòè÷íî¿
ãóñòèíè ÿäåð çä³éñíþâàëàñÿ àâòîìàòè÷íà
êëàñèô³êàö³ÿ êë³òèí ³ âèçíà÷àâñÿ â³äñîòîê
êë³òèí êîæíîãî êëàñó.

Ïðè äîñë³äæåíí³ ã³ñòîëîã³÷íèõ çð³ç³â
ì³îêàðäà òà ï³äøëóíêîâî¿ çàëîçè â ¿¿ åêçî-

Âèâ÷åííÿ ïðîÿâ³â àïîïòîçó
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êðèíí³é ÷àñòèí³, à òàêîæ êîíòðîëüíèõ ñêå-
ëåöü âèâ÷àëè 5 ïîë³â çîðó ï³ñëÿ ÷îãî ï³ä-
ðàõîâóâàëè àïîïòîòè÷íèé ³íäåêñ (À²) çà
ôîðìóëîþ: ê³ëüê³ñòü ïîçèòèâíî ôàðáîâà-
íèõ êë³òèí â ïîë³ çîðó /çàãàëüíà ê³ëüê³ñòü
êë³òèí â ïîë³ çîðó x 100 % [16, 28].

Äëÿ îö³íêè ³íòåíñèâíîñò³ àïîïòîòè÷-
íèõ ïðîöåñ³â ó åíäîêðèíí³é òêàíèí³ ï³ä-
øëóíêîâî¿ çàëîçè áóëî äîñë³äæåíî 100 îñò-
ð³âö³â Ëàíãåðãàíñà êîæíî¿ çàëîçè. Âèçíà-
÷àëè â³äñîòîê îñòð³âö³â, ùî ì³ñòèëè àïîï-
òîòè÷í³ êë³òèíè ³ À² â íèõ çà ôîðìóëîþ:
ê³ëüê³ñòü ïîçèòèâíî çàôàðáîâàíèõ êë³òèí
â ïëîù³ çð³çó îñòð³âöÿ /çàãàëüíà ê³ëüê³ñòü
êë³òèí â ïëîù³ çð³çó îñòð³âöÿ x 100 %.

Ïðè ñâ³òëîâ³é ì³êðîñêîï³¿ ã³ñòîëîã³÷-
íèõ çð³ç³â ñåðåäíüîãî â³ää³ëó ã³ïîòàëà-
ìóñà äîñë³äæóâàëè ñòàí íåéðîí³â àðêó-
àòíîãî, âåíòðîìåä³àëüíîãî ÿäåð ã³ïîòà-
ëàìóñà òà ëàòåðàëüíîãî ã³ïîòàëàì³÷íîãî
ïîëÿ. Âèá³ð äëÿ äîñë³äæåííÿ âêàçàíèõ ñòðóê-
òóð ã³ïîòàëàìóñà â çóìîâëåíèé ïîêàçà-
íîþ ðàí³øå ñï³âðîá³òíèêàìè íàøî¿ êàôåä-
ðè çàëåæí³ñòþ ìîðôîôóíêö³îíàëüíî¿ àê-
òèâíîñò³ ëîêàë³çîâàíèõ ó íèõ íåéðîí³â â³ä
ñòàíó åíäîêðèííî¿ ôóíêö³¿ ï³äøëóíêîâî¿
çàëîçè, ùî îñîáëèâî ÷³òêî ïðîÿâëÿëîñÿ
ï³ä ÷àñ ðîçâèòêó öóêðîâîãî ä³àáåòó [3].
Ï³äðàõîâóâàëè À² çà ôîðìóëîþ: ê³ëüê³ñòü
ïîçèòèâíî çàôàðáîâàíèõ êë³òèí ó ïëîù³
çð³çó ñòðóêòóðè /çàãàëüíà ê³ëüê³ñòü êë³-
òèí â ïëîù³ çð³çó ñòðóêòóðè 

.
 100 %.

Ì³êðîôîòî áóëè íàäðóêîâàí³ íà öèô-
ðîâîìó ïðèíòåð³ Olympus Camedia 330NE
(�Olympus Optical Company�, Ltd., ßïîí³ÿ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ïðè àíàë³ç³ ã³ñòîëîã³÷íèõ ïðåïàðàò³â ï³ä-
øëóíêîâî¿ çàëîçè, ì³îêàðäà òà ìîçêó, ô³ê-
ñîâàíèõ çà Áóåíîì ³ Êàðíóà (îòðèìàíèõ
â³ä çäîðîâèõ òâàðèí ³ â³ä ùóð³â ç öóê-
ðîâèì ä³àáåòîì), â³äçíà÷åíî â³äñóòí³ñòü
ó íèõ TUNEL-ïîçèòèâíèõ êë³òèí.

Âîäíî÷àñ òàê³ êë³òèíè áóëî âèÿâëåíî
íàìè â çðàçêàõ òêàíèí, ùî áóëè ô³êñîâàí³

â 70%-ìó åòèëîâîìó ñïèðò³ òà çàëèò³ â
ïàðàô³í, à òàêîæ ó êð³îñòàòíèõ çð³çàõ,
ô³êñîâàíèõ ó 4%-ìó ðîç÷èí³ ôîðìàëüäå-
ã³äó â ôîñôàòíîìó áóôåð³. Òàêèì ÷èíîì,
íàìè âñòàíîâëåíî ÿâíó ïåðåâàãó äàíèõ
ñïîñîá³â îáðîáêè ìàòåð³àëó ïðè âèÿâëåíí³
êë³òèí, ùî ãèíóòü ÷åðåç àïîïòîç. Êð³ì òî-
ãî, ïîêàçàíî, ùî ô³êñàö³ÿ çà ìåòîäîì Áóå-
íà àáî Êàðíóà ðîáèòü íåìîæëèâèì çâ�ÿ-
çóâàííÿ ôåðìåíòó TdT ñ 3-ÎÍ ê³íöåâèìè
ôðàãìåíòàìè ìîëåêóëè ÄÍÊ.

Âèâ÷àþ÷è ã³ñòîëîã³÷í³ çð³çè ï³äøëóí-
êîâî¿ çàëîçè (åêçî- é åíäîêðèííî¿ ÷àñòèí),
ì³îêàðäà òà ã³ïîòàëàìóñà çäîðîâèõ òâà-
ðèí, â³äçíà÷åíî íàÿâí³ñòü ó öèõ òêàíèíàõ
êë³òèí, ÿê³ ãèíóòü ÷åðåç àïîïòîç (ðèñó-
íîê). TUNEL-ïîçèòèâí³ êë³òèíè áóëî âè-
ÿâëåíî ëèøå â 3 % îñòð³âö³â Ëàíãåðãàíñà,
ïðè÷îìó â ñåðåäíüîìó À² â íèõ ñòàíîâèâ
0,6 � 1,2 %. Â åêçîêðèíí³é òêàíèí³ ï³ä-
øëóíêîâî¿ çàëîçè òà ì³îêàðä³ â³í áóâ 2 �
4 %. Ó ä³ëÿíêàõ àðêóàòíîãî òà âåíòðî-
ìåä³àëüîíîãî ÿäåð ã³ïîòàëàìóñà, à òàêîæ
ëàòåðàëüíîãî ã³ïîòàëàì³÷íîãî ïîëÿ öåé
ïîêàçíèê íå ïåðåâèùóâàâ 4 % ó êîæí³é
ñòðóêòóð³. Ïðè äîñë³äæåíí³ êîíòðîëüíèõ
ñêåëåöü ñïîñòåð³ãàëîñÿ çíà÷íå çá³ëüøåííÿ
À² ñåðåä êë³òèí ë³í³¿ HL 60, îáðîáëåíèõ
àêòèíîì³öèíîì Ä: 42 % ïîð³âíÿíî 3 % ó
êîíòðîë³.

Ïðîâåäåíà íàìè êëàñèô³êàö³ÿ êë³òèí
çà ïîêàçíèêîì îïòè÷íî¿ ãóñòèíè ÿäåð âèÿ-
âèëà íàÿâí³ñòü ó âñ³õ òêàíèíàõ äâîõ êëà-
ñ³â êë³òèí ç âèñîêîþ (ìàáóòü àïîïòîòè÷-
íèõ) ³ ç íèçüêîþ îïòè÷íîþ ãóñòèíîþ ÿäåð
(íåàïîïòîòè÷íèõ). Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî À²
â óñ³õ òêàíèíàõ â³ðîã³äíî íå â³äð³çíÿâñÿ
ïðè â³çóàëüíîìó ³ àâòîìàòè÷íîìó ñïî-
ñîáàõ éîãî îö³íêè.

Ðîçâèòîê öóêðîâîãî ä³àáåòó ïðîòÿãîì
5 òèæ ñóïðîâîäæóâàâñÿ çá³ëüøåííÿì À²
ïðàêòè÷íî â óñ³õ òêàíèíàõ, êð³ì åêçîêðèí-
íî¿ ÷àñòèíè ï³äøëóíêîâî¿ çàëîçè (ðèñóíîê).
Êð³ì òîãî, â îñòð³âöÿõ Ëàíãåðãàíñà, ì³î-
êàðä³, ã³ïîòàëàì³÷íèõ ÿäðàõ ó òâàðèí ç öóê-
ðîâèì ä³àáåòîì â³äì³÷àëè òàêîæ ïîÿâó îê-
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ðåìèõ êë³òèí ³ ¿õ ãðóï ç îçíàêàìè íåêðîçó.
Äëÿ åêçîêðèííî¿ ÷àñòèíè ï³äøëóíêîâî¿ çà-
ëîçè À² íå çì³íþâàâñÿ, ùî óçãîäæóºòüñÿ ç
äàíèìè ïðàö³ Hughsteen [7] .

Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî â åíäîêðèíí³é ÷àñ-
òèí³ çàëîçè çá³ëüøóâàëàñÿ íå ò³ëüêè ê³ëü-
ê³ñòü îñòð³âö³â Ëàíãåðãàíñà, ÿê³ ì³ñòèëè

àïîïòîòè÷í³ êë³òèíè, àëå é À². Ïðè öüîìó
TUNEL-ïîçèòèâí³ êë³òèíè ïåðåâàæíî âèÿâ-
ëÿëèñü ó âåëèêèõ îñòð³âöÿõ ³ ëîêàë³çóâàëèñÿ
â ¿õ öåíòðàëüí³é ÷àñòèí³.

Àíàë³ç ã³ñòîëîã³÷íèõ çð³ç³â ã³ïîòàëàìóñà
ó òâàðèí ç ä³àáåòîì ïîêàçàâ, ùî çá³ëüøåííÿ
À² áóëî á³ëüø âèðàçíèì ó ä³ëÿíö³ âåíòðî-

Ðèñ. 1. Àïîïòîòè÷í³ êë³òèíè (ÿäðà âêàçàíî ñòð³ëêàìè) â åêçî- òà åíäîêðèíí³é ÷àñòèíàõ ï³äøëóíêîâî¿ çàëîçè (à),
â ì³îêàðä³ ó ùóð³â (á), â ä³ëÿíö³ âåíòðîìåä³àëüíîãî ÿäðà ã³ïîòàëàìóñà (â) ó ùóð³â ó íîðì³ (1) òà ïðè ñòðåïòî-
çîòîöèíîâîìó öóêðîâîìó ä³àáåò³ (2) õ 400

Âèâ÷åííÿ ïðîÿâ³â àïîïòîçó
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ìåä³àëüíîãî ÿäðà ïîð³âíÿíî ç àðêóàòíèì
ÿäðîì òà ëàòåðàëüíèì ã³ïîòàëàì³÷íèì ïî-
ëåì.

Òàêèì ÷èíîì, îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ï³äò-
âåðäæóþòü äóìêó äåÿêèõ äîñë³äíèê³â ïðî
çàãèáåëü β-êë³òèí, êàðä³îì³îöèò³â ³ ã³ïî-
òàëàì³÷íèõ íåéðîí³â ïðè ä³àáåò³ 1-ãî òèïó
÷åðåç àïîïòîç [10, 13, 17, 19, 20, 24].

Ðåçóëüòàòè ïðîâåäåíîãî äîñë³äæåííÿ ñâ³ä-
÷àòü ïðî âèñîêó ñïåöèô³÷í³ñòü çàñòîñîâà-
íîãî íàìè ï³äõîäó äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ êë³-
òèíè, ùî ãèíóòü ÷åðåç àïîïòîç. Ïðîòå çà-
ëèøàºòüñÿ ö³êàâèì âèâ÷åííÿ ðàíí³õ ñòàä³é
àïîïòîçó, ÿê³ ïîâ�ÿçàí³ ç ó÷àñòþ îêñèäó àçî-
òó, êàñêàäàìè ôåðìåíòàòèâíîãî ïðîòåîë³çó
öèòîïëàçìàòè÷íèõ ïðîòå¿í³â ³ çâ³ëüíåííÿì
Ñà2+ ç ì³òîõîíäð³é çàâäÿêè ôîðìóâàííþ ÐÒÐ-
êàíàë³â [22, 23].

ÂÈÑÍÎÂÊÈ

1. Ìîæëèâ³ñòü âèÿâëåííÿ êë³òèí, ùî ãèíóòü
÷åðåç àïîïòîç, ó òêàíèííèõ çð³çàõ çà äî-
ïîìîãîþ TUNEL-ìåòîäó çàëåæèòü â³ä ñïî-
ñîáó ô³êñàö³¿ ìàòåð³àëó.

2. Çàñòîñóâàííÿ TUNEL-ìåòîäó ðàçîì
³ç âèâ÷åííÿì ìîðôîëîã³÷íèõ çì³í ó êë³òèíàõ
³ íàñòóïíîþ êîìá³íîâàíîþ (â³çóàëüíîþ òà
öèôðîâîþ) îö³íêîþ çîáðàæåííÿ º îïòèìàëü-
íèì ìåòîäîì âèÿâëåííÿ ó òêàíèííèõ çð³çàõ
êë³òèí, ùî ãèíóòü ÷åðåç àïîïòîç.

3. Àïîïòîç º îäíèì ç ìåõàí³çì³â ïîø-
êîäæåííÿ åíäîêðèííèõ êë³òèí îñòð³âö³â Ëàí-
ãåðãàíñà, êàðä³îì³îöèò³â ³ íåéðîí³â ã³ïî-
òàëàì³÷íèõ ÿäåð ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³ 1-ãî
òèïó.

Y. M. Kolesnik, A.V. Trailin, M.A. Orlovsky

STUDY  OF  APOPTOSIS  MANIFESTATIONS  IN
TYPE  I  DIABETES  MELLITUS

The aim of this work was to study manifestations of apopto-
sis in pancreas, brain and myocardium of rats  at the type I
diabetes mellitus. To reveal the apoptotic changes in cells,
specific damages of DNA were identified by the TUNEL-
method. Specific for apoptosis changes in chromatin and cell
membranes were found after counterstaining of a specimen

by methyl green. In addition, the  apoptotic and non-apop-
totic cells were differentiated automatically with the help of
image analyzing computer system by an index of optical den-
sity of cellular nucleus. This method allowed to find out for
sure that apoptotic cells were available in all the studied tis-
sues of healthy animals. However the possibility of their
revealing by the TUNEL-method depends on the way of
tissue fixation. Development of the type I diabetes mellitus
was accompanied with an increase in the number of such
cells, which gives evidence for an important role of apoptosis
in diabetes pathogenesis.
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