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Âïëèâ îêñèäó àçîòó íà àêòèâàö³þ àïîïòîçó
â ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ êë³òèíàõ êðîâ³
ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó

Ïðîâåäåíî îïðåäåëåíèå NO-ñèíòàçíîé àêòèâíîñòè, ñîäåðæàíèÿ ñòàáèëüíûõ ïðîäóêòîâ
ìåòàáîëèçìà NO (íèòðèòîâ è íèòðàòîâ), à òàêæå áèîõèìè÷åñêîãî ìàðêåðà àïîïòîçà �
ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ, â ñåãìåíòíîÿäåðíûõ íåéòðîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòàõ è ìîíîíóêëåàðíûõ
ëåéêîöèòàõ êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé è áîëüíûõ ñàõàðíûì äèàáåòîì 1-ãî òèïà. Ïîêàçàíî, ÷òî
àêòèâàöèÿ àïîïòîçà â ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ è ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòàõ êðîâè ïðè ñàõàðíîì
äèàáåòå 1-ãî òèïà ñîïðîâîæäàåòñÿ âîçðàñòàíèåì àêòèâíîñòè NO�ñèíòàçû è ñîäåðæàíèÿ
êîíå÷íûõ ïðîäóêòîâ ìåòàáîëèçìà NO, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîâûøåíèè ïðîàïîïòè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ îêñèäà àçîòà â èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòêàõ êðîâè ïðè èññëåäóåìîé ïàòîëîãèè.
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ÂÑÒÓÏ

Ïàòîãåíåòè÷íà ðîëü åíäîãåííîãî îêñèäó àçî-
òó ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó ðîçãëÿ-
äàºòüñÿ ï³ä äâîìà êóòàìè çîðó: ÿê ôàêòîðà
åò³îëîã³¿ ñàìîãî çàõâîðþâàííÿ òà ÿê ôàêòîðà,
ã³ïåðïðîäóêö³ÿ ÿêîãî â³ä³ãðàº çíà÷íó ðîëü ó
ôîðìóâàíí³ ìåòàáîë³÷íèõ ³ ôóíêö³îíàëüíèõ
ïîðóøåíü ñèñòåìè êðîâ³ [11]. Ä³þ÷è íà
ñèãíàëüí³ ìåðåæ³ êë³òèíè, NO êîíòðîëþº ³ òàê³
âàæëèâ³ ôóíêö³¿, ÿê ïðîë³ôåðàö³ÿ òà àïîïòîç.
Ïðè öüîìó öèòîòîêñè÷íèé àáî öèòîïðîòåêòîð-
íèé éîãî åôåêò çàëåæèòü â³ä áàãàòüîõ çîâí³ø-
í³õ ñòèìóë³â ³ ñòàòóñó êë³òèíè. Íàéá³ëüø
ïîøèðåíèì ó ô³ç³îëîã³÷íèõ óìîâàõ âèÿâîì
öèòîòîêñè÷íî¿ ä³¿ îêñèäó àçîòó º àêòèâàö³ÿ
àïîïòîçó [10]. Îñòàíí³é ðîçãëÿäàºòüñÿ ÿê
ãîëîâíèé ìåõàí³çì ï³äòðèìêè îïòèìàëüíîãî
êë³òèííîãî áàëàíñó â ³ìóíí³é ñèñòåì³ [8]. Ïðè
öóêðîâîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó ïîðóøóºòüñÿ
êîîðäèíàö³ÿ ïðîöåñó àïîïòîçó, ùî çóìîâëþº
âèíèêíåííÿ çíà÷íèõ çì³í â ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ
êë³òèíàõ êðîâ³ ÿê ó íàïðÿìêó ïðèãí³÷åííÿ (ïðè
ðîçâèòêó àóòî³ìóííî¿ ïàòîëîã³¿), òàê ³ ïîñèëåí-
íÿ (âèíèêíåííÿ ³ìóíîäåô³öèòíîãî ñòàíó)
çàïðîãðàìîâàíî¿ êë³òèííî¿ ñìåðò³. Ðåãóëÿö³ÿ

òðèâàëîñò³ æèòòÿ êë³òèí ³ìóííî¿ ñèñòåìè çà
äîïîìîãîþ àïîïòîçó çóìîâëþº òîíêèé áàëàíñ
ì³æ ¿õí³ì åôåêòèâíèì ôóíêö³îíóâàííÿì òà
ñâîº÷àñíèì ³ áåçïå÷íèì âèäàëåííÿì öèõ
ïîòåíö³àëüíî íåáåçïå÷íèõ êë³òèí [12]. Òàêèì
÷èíîì, îñìèñëåííÿ âïëèâó ñèñòåìè îêñèäó
àçîòó íà àïîïòîç â ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ êë³òèí
êðîâ³ ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó ìîæå
ñòàòè äîäàòêîâèì ïîêàçíèêîì îö³íêè âàæêîñò³
³ìóíîäåô³öèòíîãî ñòàíó òà ñïðèÿòè á³ëüø äå-
òàëüíîìó âèâ÷åííþ äåÿêèõ àñïåêò³â ïàòîãå-
íåçó äàíîãî çàõâîðþâàííÿ. Ïîïåðåäíüî ìåòî-
äàìè âèçíà÷åííÿ àïîïòè÷íîãî ³íäåêñó, âèðàõó-
âàíîãî íà îñíîâ³ ìîðôîëîã³÷íèõ àïîïòè÷íèõ
îçíàê, òà ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ Fas/APO-1 íà ïîâåðõ-
í³ ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ êë³òèí êðîâ³, íàìè áóëî
ïîêàçàíî àêòèâàö³þ àïîïòîçó ó äîñë³äæóâàíèõ
êë³òèíàõ [2]. Äëÿ ï³äòâåðäæåííÿ öèõ äàíèõ
³íøèìè ìåòîäàìè ïðîâåäåíà ðîáîòà, ìåòîþ
ÿêî¿ áóëî: âèâ÷åííÿ NO-ñèíòàçíî¿ àêòèâíîñò³,
âì³ñòó ñòàá³ëüíèõ ïðîäóêò³â ìåòàáîë³çìó NO
(í³òðèò- ³ í³òðàò-àí³îí³â), à òàêîæ äîñë³äæåííÿ
âì³ñòó á³îõ³ì³÷íîãî ìàðêåðà àïîïòîçó ôðàã-
ìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ ó ñåãìåíòîÿäåðíèõ ãðàíóëî-
öèòàõ ³ ìîíîíóêëåàðíèõ ëåéêîöèòàõ êðîâ³ çäîðî-
âèõ ëþäåé ³ õâîðèõ íà öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó.
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Âïëèâ îêñèäó àçîòó

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Îá�ºêòîì äîñë³äæåííÿ áóëè ëåéêîöèòè êðîâ³
10 ëþäåé, õâîðèõ íà öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó
(7 ÷îëîâ³ê³â, 3 æ³íêè) â³êîì â³ä 24 äî 39 ðîê³â
(òðèâàë³ñòü õâîðîáè  9 ± 4 ðîê³â) ³ 12 ïðàê-
òè÷íî çäîðîâèõ äîíîð³â (êîíòðîëüíà ãðóïà)
â³êîì â³ä 21 äî 35 ðîê³â (8 ÷îëîâ³ê³â, 4 æ³íêè).

Çàá³ð êðîâ³ ïðîâîäèëè ç âåíè ó ñòåðèëüí³
ñèë³êîí³çîâàí³ ïðîá³ðêè. Ïðîöåñó çñ³äàííÿ
çàïîá³ãàëè äîäàâàííÿì ó ïîñóä ãåïàðèíó
(ê³íöåâå ðîçâåäåííÿ 1:100) ó ñï³ââ³äíîøåíí³
1:10 (ðîçâåäåíèé ãåïàðèí : êðîâ).

Íåéòðîô³ëüí³ ãðàíóëîöèòè òà ìîíîíóê-
ëåàðí³ ëåéêîöèòè âèä³ëÿëè ó ãðàä³ºíò³ ãóñ-
òèíè Gradisol-G (�Aqua-medica�, Ïîëüùà)
çã³äíî ç ³íñòðóêö³ºþ ô³ðìè-âèðîáíèêà. Ï³ñ-
ëÿ öåíòðèôóãóâàííÿ êë³òèíè äâ³÷³ â³äìèâàëè
â çàáóôåðåíîìó ô³ç³îëîã³÷íîìó ðîç÷èí³ (ðÍ
7,2�7,4). Æèòòºçäàòí³ñòü êë³òèí ó òåñò³ ç òðè-
ïàíîâèì ñèí³ì áóëà íå ìåíøîþ í³æ 98 %.
Ë³çèñ êë³òèí ïðîâîäèëè ïðîòÿãîì 30 õâ íà
ëüîäÿí³é áàí³  áóôåðîì òàêîãî ñêëàäó:
10 ììîëü/ë òð³ñ-HCl (ðÍ 7,5), 150 ììîëü/ë
NaCl, 1 % òðèòîíó Õ-100, 5 ììîëü/ë ÅÄÒÀ,
50 ììîëü/ë NaF, 1 ììîëü/ë ôåí³ëìåòèë-
ñóëüôîí³ëôòîðèäó (�Fluka�, Øâåéöàð³ÿ),
5 ììîëü/ë áåíçàì³äèíó (�Sigma�, ÑØÀ),
10 ìêã/ìë àïðîòèí³íó (�Sigma�), 10 ìêã/ìë
ëåéïåïòèíó (�Sigma�, ÑØÀ), 2 ìêã/ìë
ïåïñòàòèíó (�Fluka�,  Øâåéöàð³ÿ),  0,25
ììîëü/ë Na3VO4 1:10 çà îá�ºìîì. Îòðèìà-
íèé ë³çàò êë³òèí âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ âèçíà-
÷åííÿ àêòèâíîñò³ NO-ñèíòàçè (NOS) ³ âì³ñ-
òó ñòàá³ëüíèõ ìåòàáîë³ò³â îêñèäó àçîòó.

Âèçíà÷åííÿ àêòèâíîñò³ NO-ñèíòàçè.
Àêòèâí³ñòü NOS âèçíà÷àëè â ðåàêö³éí³é
ñóì³ø³ íàñòóïíîãî ñêëàäó: 2,5 ìë 0,1 Ì
òð³ñ-HCl áóôåðó (ðÍ 7,4),  ÿêèé ì³ñòèâ
10 ììîëü/ë CaCl

2
 òà 5 ììîëü/ë MgCl

2
;

0,3 ìë âîäíîãî ðîç÷èíó 200 ìêìîëü/ë L-àð-
ã ³í ³íó  (ê ³íöåâà  êîíöåíò ðàö³ÿ  â  ïðîá³
20 ìêìîëü/ë); 0,1 ìë âîäíîãî ðîç÷èíó 1
ììîëü/ë ÍÀÄÔÍ.

Ðåàêö³þ çàïóñêàëè âíåñåííÿì 0,1 ìë
ë³çàòó äîñë³äæóâàíèõ êë³òèí. Êîíòðîëüíó
ïðîáó ãîòóâàëè àíàëîã³÷íî äî äîñë³äíî¿, àëå

áåç äîäàâàííÿ ÍÀÄÔÍ. Áåçñóáñòðàòíå
îêèñíåííÿ îñòàííüîãî äîñë³äæóâàëè â
ðåàêö³éí³é ñóì³ø³,  ùî ì³ñòèëà 0,3 ìë
äèñòèëüîâàíî¿ âîäè çàì³ñòü ðîç÷èíó àðã³í³-
íó. Äëÿ ï³äâèùåííÿ ñïåöèô³÷íîñò³ âèðàõó-
âàííÿ ñòóï³íü îêèñíåííÿ ÍÀÄÔÍ, ïîâ�ÿ-
çàíîãî ëèøå ç àêòèâí³ñòþ NOS, âèêîðèñ-
òîâóâàëè äîäàòêîâó ïðîáó, ÿêà çàì³ñòü L-àð-
ã³í³íó ì³ñòèëà 0,3 ìë âîäíîãî ðîç÷èíó ³íã³-
á³òîðà NOS (L-NAME) ó àíàëîã³÷í³é äî
ñóáñòðàòó êîíöåíòðàö³¿. Ð³çíèöÿ ì³æ ñòóïå-
íåì îêèñíåííÿ ÍÀÄÔÍ ç L-àðã³í³íîì ³ ç
³íã³á³òîðîì äàº ñòóï³íü îêèñíåííÿ ÍÀÄÔÍ,
çàëåæíó â³ä êîíêóðåíòíîãî íåñåëåêòèâíîãî
³íã³á³òîðà âñ³õ ³çîôîðì NOS, òîáòî àêòèâ-
í³ñòü NOS.

Äîñë³äí³ ïðîáè ñïåêòðîôîòîìåòðóâàëè
â³äíîñíî êîíòðîëüíèõ ïðè 340 íì, ïîò³ì
³íêóáóâàëè 20 õâ ïðè 37î Ñ, çóïèíÿëè ðåàê-
ö³þ âíåñåííÿì 0,02 ìë 0,02 %-ãî NaN

3
 ³

ðåºñòðóâàëè çíèæåííÿ åêñòèíêö³¿. Àêòèâ-
í³ñòü NOS âèðàæàëè ó íàíîìîëÿõ ÍÀÄÔÍ,
ùî îêèñíþâàâñÿ ïðîòÿãîì 1 õâ íà 1 ìã á³ëêà
[13, 19].

Âèçíà÷åííÿ âì³ñòó í³òðèò³â.  Âì³ñò
í³òðèò-àí³îíà (NÎ

2
-) âèçíà÷àëè â áåçá³ë-

êîâèõ àë³êâîòàõ ë³çàò³â ó êîëîðèìåòðè÷í³é
ðåàêö³¿ çà äîïîìîãîþ ðåàêòèâó Ãð³ñà. Äî 2
ìë ïðîáè äîäàâàëè 0,2 ìë ðåàêòèâó, ïåðåì³-
øóâàëè òà âèì³ðþâàëè åêñòèíêö³þ ùîäî
êîíòðîëüíî¿ ïðîáè (îáðîáëåíî¿ àíàëîã³÷íî)
÷åðåç 15 õâ ïðè 540 íì [10, 21]. Ðåçóëüòàò
ðîçðàõîâóâàëè çà êàë³áðóâàëüíèì ãðàô³êîì
ç âèêîðèñòàííÿì ñòàíäàðòíèõ ðîç÷èí³â
í³òðèòó íàòð³þ.

Âèçíà÷åííÿ âì³ñòó í³òðàò³â.  Âì³ñò
í³òðàò-àí³îíà (NÎ

3
-) äîñë³äæóâàëè â áåçá³ë-

êîâèõ àë³êâîòàõ ë³çàò³â ï³ñëÿ âèçíà÷åííÿ
âì³ñòó NÎ

2
-. Îñê³ëüêè ä³àçîðåàêö³ÿ º ñïåöè-

ô³÷íîþ ò³ëüêè íà í³òðèòè, òîìó äëÿ âèçíà-
÷åííÿ âì³ñòó í³òðàò³â íåîáõ³äíî ¿õ ïîïåðåä-
íüî â³äíîâèòè. ßê â³äíîâíèê âèêîðèñòî-
âóâàëè öèíêîâèé ïèë. Ó ïðîáó äîäàâàëè 0,7
ìë 2,4 N õëîðíî¿ êèñëîòè òà âíîñèëè 30 ìã
�ñóõîãî â³äíîâíèêà�, ñòðóøóâàëè òà âèì³-
ðþâàëè åêñòèíêö³þ ùîäî êîíòðîëüíî¿ ïðîáè
÷åðåç 15 õâ ïðè 540 íì [7, 10]. Ðåçóëüòàò
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ðîçðàõîâóâàëè çà êàë³áðóâàëüíèì ãðàô³êîì
ç âèêîðèñòàííÿì ñòàíäàðòíèõ ðîç÷èí³â
í³òðàòó êàë³þ.

Âèçíà÷åííÿ  ôðàãìåíòîâàíî ¿  ÄÍÊ.
Á³îõ³ì³÷íó äåòåêö³þ àïîïòîçó ïðîâîäèëè çà
âèçíà÷åííÿì âì³ñòó ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ
[10, 14]. Ë³çèñ êë³òèí çä³éñíþâàëè ïðîòÿãîì
30 õâ íà ëüîäÿí³é áàí³ áóôåðîì òàêîãî
ñêëàäó: 5 ììîëü/ë òð³ñ-ÍÑl, 20 ììîëü/ë
EÄTA (ðÍ 8), 0,5 % òðèòîí Õ-100. Àë³êâîòó
êîæíî¿ ïðîáè öåíòðèôóãóâàëè (15 õâ ïðè
13000 g), â³ää³ëÿþ÷è ³íòàêòèíèé õðîìàòèí
(â  îñàä ³ )  â ³ä  ôðàãìåíòîâàíî¿  ÄÍÊ (ó
ñóïåðíàòàíò³). Äàë³ ïðîáè ðåñóñïåíäóâàëè
â 500 ìêë áóôåðà: 10 ììîëü/ë òð³ñ-ÍÑl,
1 ììîëü/ë EÄTA (ðÍ 8,0) ³ ïðåöèï³òóâàëè â
600 ìêë 12 %-¿ òðèõëîðîöòîâî¿ êèñëîòè
(ÒÕÎ) ïðè 4° Ñ. Îäåðæàí³ ñóñïåíç³¿ öåíòðè-
ôóãóâàëè (10 õâ ïðè 4000 g). Äî ïðîá³ðîê ç
îñàäîì äëÿ ïðîâåäåííÿ ã³äðîë³çó äîäàâàëè
300 ìêë 5  %-¿  ÒÕÎ (90°  Ñ,  10  õâ) .  Â
àë³êâîòàõ ñóïåðíàòàíò³â ïðîâîäèëè êîëüîðî-
âó ðåàêö³þ çà äîïîìîãîþ äèôåí³ëàì³íîâîãî
ðåàãåíòó. Ðîç÷èíè ñïåêòðîôîòîìåòðóâàëè
ïðè äîâæèí³ õâèë³ 570 íì â³äíîñíî êîíòðîëü-
íèõ çíà÷åíü (äèôåí³ëàì³íîâèé ðåàãåíò ³
5 % ÒÕÎ). Ñòóï³íü ïîøêîäæåííÿ ÄÍÊ
îá÷èñëþâàëè ó â³äñîòêàõ ÿê â³äíîøåííÿ ¿¿
ê³ëüêîñò³ â ñóïåðíàòàíò³ äî ñóìàðíîãî âì³ñ-
òó â îñàä³ òà ñóïåðíàòàíò³.

Âèçíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³¿ á³ëêà. Âì³ñò
çàãàëüíîãî á³ëêà â ïðîáàõ âèçíà÷àëè çà-
ãàëüíîâæèâàíèì ìåòîäîì Ïåòåðñîíà [26].

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü îáðîáëÿëè ñòà-
òèñòè÷íî ç âèêîðèñòàííÿ ñåðåäíüîãî àðèô-
ìåòè÷íîãî òà ñòàíäàðòíî¿ ïîõèáêè (Ì±m),
à òàêîæ äîâ³ð÷îãî ³íòåðâàëó, ùî âèêîðèñòî-
âóâàëè ïðè îö³íö³ ñòóïåíÿ äîñòîâ³ðíîñò³ (Ð)
çà äîïîìîãîþ êðèòåð³þ t Ñòüþäåíòà. Ðîç-

á³æíîñò³ ââàæàëè ñòàòèñòè÷íî äîñòîâ³ð-
íèìè ïðè Ð < 0,05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

ßê âèäíî ç îòðèìàíèõ ðåçóëüòàò³â (òàáë. 1),
çà óìîâ öóêðîâîãî ä³àáåòó 1-ãî òèïó ó
ïîë³ìîðôíîÿäåðíèõ ëåéêîöèòàõ õâîðèõ
ëþäåé àêòèâí³ñòü NO-ñèíòàçè çá³ëüøóºòü-
ñÿ ïðèáëèçíî âäâ³÷³, à ó ìîíîíóêëåàðíèõ
êë³òèíàõ ó 5 ðàç³â. Ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî
ï³äâèùåííÿ àêòèâíîñò³ äîñë³äæóâàíîãî
ôåðìåíòó â³äáóâàºòüñÿ âíàñë³äîê çá³ëüøåí-
íÿ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ð³âíÿ ìÐÍÊ ³íäó-
öèáåëüíî¿ NOS (³NOS) ïðè ä³¿ íà ³ìóíîêîì-
ïåòåíòí³ êë³òèíè ï³äâèùåíèõ êîíöåíòðàö³é
ãëþêîçè  [16] .  Çá ³ëüøåííÿ  àêòèâíî ñò ³
ôåðìåíòó òà, â³äïîâ³äíî, âì³ñòó îêñèäó
àçîòó ìîæå ïðèçâåñòè, ç îäíîãî áîêó äî
³íã³áóâàííÿ ì³ãðàö³¿ òà àäãåç³¿ ëåéêîöèò³â
(ïðèãí³÷óºòüñÿ åêñïðåñ³ÿ VCAM-1, ICAM-
1, Å-ñåëåêòèíó, çíèæóºòüñÿ ñòàá³ëüí³ñòü
ìÐÍÊ ìîíîöèòàðíîãî õåìîòàêñè÷íîãî
ôàêòîðà),  à ,  ç  ³íøîãî,  äî ïîñèëåííÿ â
äîñë³äæóâàíèõ êë³òèíàõ â³ëüíîðàäèêàëüíèõ
ïðîöåñ³â [6, 23, 28]. ßê ñâ³ä÷àòü ë³òåðàòóðí³
äàí³ [6], çà óìîâ öóêðîâîãî ä³àáåòó 1-ãî
òèïó â ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ êë³òèíàõ ïåðè-
ôåðè÷íî¿ êðîâ³ ï³äâèùóºòüñÿ àêòèâí³ñòü
ÍAÄÔÍ-îêñèäàçè, ÿêà ãåíåðóº àêòèâí³
ôîðìè êèñíþ. Ôàêòîðè, ÿê³ ³íäóêóþòü
ÍÀÄÔH-îêñèäàçó, àêòèâóþòü ³ ôóíêö³þ
³NOS. Ïðè öüîìó, â ïðîöåñ³ ñèíòåçó NO ³ç
L-àðã³í³íó ÍAÄÔH áåðå ó÷àñòü ÿê äîíîð
åëåêòðîí³â.  Îòæå,  óòâîðåííÿ ñóïåðîê-
ñèäàí³îí-ðàäèêàëà òà îêñèäó àçîòó ò³ñíî
ïîâ�ÿçàíå ç ôóíêö³ºþ ÍÀÄÔH. Çà óìîâ
ôåðìåíòàòèâíîãî òà ñóáñòðàòíîãî çàáåçïå-
÷åííÿ øâèäêà ðàäèêàë-ðàäèêàëüíà âçàºìî-

Òàáëèöÿ 1. Àêòèâí³ñòü NO-ñèíòàçè (íìîëü/ë ÍÀÄÔÍ . õâ-1 . ìã-1 á³ëêà) ó ïîë³ìîðôíîÿäåðíèõ
³ ìîíîíóêëåàðíèõ ëåéêîöèòàõ êðîâ³ çäîðîâèõ ëþäåé ³ õâîðèõ íà öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó (Ì±m; n=10)

Ëåéêîöèòè Êîíòðîëü Ä³àáåò

Ìîíîíóêëåàðí³ 0,98 ± 0,33 5,45 ± 1,01**

Ïîë³ìîðôíîÿäåðí³ 0,43 ± 0,08 1,06 ± 0,06**

Ïðèì³òêà. Òóò ³ â òàáë. 2 * Ð < 0,05,** Ð < 0,01.

².Â. Áðîäÿê, Ì.Ë. Áàðñüêà, Ð.ª. Ìàíàðîâñüêà, Í.Î. Ñèá³ðíà
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ä³ÿ ì³æ NO ³ .Î
2

- ïðèçâîäèòü äî óòâîðåííÿ
â ëåéêîöèòàõ âèñîêîòîêñè÷íîãî ïåðîêñè-
í³òðèòó (ÎNÎÎ-) [3]. Îñòàíí³é çäàòíèé
ìîäèô³êóâàòè á³îëîã³÷í³  ñòðóêòóðè çà
äîïîìîãîþ îêèñíåííÿ àáî í³òðîçóâàííÿ.
Óòâîðåí³ í³òðîçîò³îëè, í³òðîçèëüîâàí³
ïîõ³äí³ á³ëê³â, äèí³òðîçèëüîâàí³ êîìïëåêñè
çàë³çà òà í³òðîêñèëüí³ àí³îí-ðàäèêàëè (.NÎ-)
âèêîíóþòü â îðãàí³çì³ ôóíêö³þ äåïî NO,
òîìó ùî â ðåçóëüòàò³ çâîðîòíî¿ ðåàêö³¿
ìîëåêóëà îêñèäó àçîòó ìîæå âèâ³ëüíÿòèñÿ
çíîâó [16, 17].

Ïðè íèçüêèõ êîíöåíòðàö³ÿõ àðã³í³íó çà
íàÿâíîñò³  âñ³õ  íåîáõ³äíèõ êîôàêòîð³â
êîíñòèòóòèâíà NO-ñèíòàçà îêèñíþº âîäó
äî ïåðîêñèäó âîäíþ, ÿêèé âèñòóïàº äîäàò-
êîâèì, à ³íîä³ ³ ºäèíèì ïðîäóêòîì ðåàêö³¿

[6]. Çà íàÿâíîñò³ ìåòàë³â çì³ííî¿ âàëåíò-
íîñò³ Í

2
Î

2
 íåôåðìåíòàòèâíî â³äíîâëþºòü-

ñÿ äî ðàäèêàëà .ÎÍ-. Ó êèñëîìó ñåðåäîâèù³
ïåðîêñèí³òðèò ðîçïàäàºòüñÿ äî ÎÍ- òà NO

2
-,

ÿê³ óøêîäæóþòü ñòðóêòóðó íóêëå¿íîâèõ
êèñëîò, á³ëê³â ³ âóãëåâîä³â [1]. Òîìó íà
íàñòóïíîìó åòàï³ íàìè áóëî äîñë³äæåíî
âì³ñò ñòàá³ëüíèõ îêèñíåíèõ ôîðì NO:
í³òðèò- òà í³òðàò-àí³îí³â. Îòðèìàí³ ðåçóëü-
òàòè ñâ³ä÷àòü, ùî ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³
1-ãî òèïó â ëåéêîöèòàõ êðîâ³ âì³ñò NO

2
- áóâ

çíà÷íî âèùèì, í³æ ó äàíèõ êë³òèíàõ êîíò-
ðîëüíî¿ ãðóïè (ðèñóíîê, à). Ñë³ä çàóâàæèòè,
ùî í³òðèò-àí³îí ìîæå ëåãêî â³äíîâëþâàòèñÿ
äî NO, óòâîðþþ÷è çàìêíåíèé ìåòàáî-
ë³÷íèé öèêë [20]. Çíà÷íå çðîñòàííÿ àêòèâ-
íîñò³ NO-ñèíòàçè òà âì³ñòó NO

2
- ó ëåéêî-

Âì³ñò í³òðèò-àí³îíà (à) ³ í³òðàò-àí³îíà (á) â ìîíîíóêëåàðíèõ ëåéêîöèòàõ (I) ³ íåéòðîô³ëüíèõ ãðàíóëîöèòàõ (II)
çäîðîâèõ ëþäåé (1) òà õâîðèõ íà öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó (2). ** Ð < 0,01; *** Ð < 0,001
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öèòàõ êðîâ³, ÿê³ ìè ñïîñòåð³ãàëè ïðè öóêðî-
âîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó, âêàçóþòü íà ôóíê-
ö³îíàëüíó ñóáàêòèâîâàí³ñòü äîñë³äæóâàíèõ
êë³òèí. Çà òàêèõ óìîâ ó íåéòðîô³ëüíèõ
ãðàíóëîöèòàõ ³ ìàêðîôàãàõ àêòèâóºòüñÿ
êèñíåçàëåæíèé ìåòàáîë³çì, ùî ïðèçâîäèòü
äî çìåíøåííÿ âì³ñòó NO âíàñë³äîê îêèñ-
íåííÿ éîãî äî ïåðîêñèí³òðèòó, í³òðèò³â ³
í³òðàò³â [5, 16]. Ïðîäóêòè ìåòàáîë³çìó
îêñèäó àçîòó, â ñâîþ ÷åðãó, âèêëèêàþòü
ïîñèëåííÿ öèòîòîêñè÷íîãî åôåêòó NO, ùî
çóìîâëþº ïîðóøåííÿ ãåìîöèðêóëÿö³ ¿ ,
ïîøêîäæåííÿ åíäîòåë³þ ñóäèí ³ òêàíèííó
äåçîðãàí³çàö³þ [23].

Ïðè öóêðîâîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó ïóë
NO

3
- ó êë³òèíàõ ìîíîíóêëåàðíîãî ðÿäó áóâ

äîñòîâ³ðíî çíèæåíèì, à â ñåãìåíòîÿäåðíèõ
íåéòðîô³ëàõ çá³ëüøóâàâñÿ ó 4 ðàçè ïîð³â-
íÿíî ç êîíòðîëüíîþ ãðóïîþ (äèâ. ðèñóíîê,
á).  Í³òðàò-àí³îí ìîæå óòâîðþâàòèñü ó
êë³òèí³ ôåðìåíòàòèâíî ïðè îêèñíåíí³ îêñè-
äó àçîòó, âèñòóïàþ÷è éîãî ê³íöåâîþ ôîð-
ìîþ îáì³íó. Àëå á³ëüø ³ìîâ³ðíîþ ïðè÷èíîþ
ï³äâèùåííÿ âì³ñòó NO

3
- â ïîë³ìîðôíî-

ÿäåðíèõ ëåéêîöèòàõ ìè ââàæàºìî àêòèâà-
ö³þ íåôåðìåíòàòèâíîãî øëÿõó ðîçïàäó
ïåðîêñèí³òðèòó çà óìîâ â³äñóòíîñò³ êë³òèí-
ì³øåíåé [1, 10, 18]:

ONOO
-
+H+  ONOOH  NO

3
- + H+

Ïåðîêñèí³òðèò ìàº çäàòí³ñòü í³òðîçè-
ëþâàòè  òèðîçèíîâ ³  çàëèøêè â  ñêëàä ³
á³ëêîâèõ ñòðóêòóð, ùî ìîæå áóòè ïðè÷èíîþ
çìåíøåííÿ âì³ñòó í³òðàò-àí³îíà â ìîíîíóê-
ëåàðíèõ ëåéêîöèòàõ.

Ñó÷àñí³ äîñë³äæåííÿ âêàçóþòü íà òå,
ùî îêñèä àçîòó ìîæå âèÿâëÿòè ãåíîòîê-
ñè÷íèé âïëèâ, ïîøêîäæóþ÷è õ³ì³÷íó ñòðóê-
òóðó ÄÍÊ [16]. Êð³ì òîãî, NO àêòèâóº íèçêó
ôåðìåíò³â (íàïðèêëàä ïîë³-(ÀÄÔ-ðèáîçî)-
ïîë³ìåðàçó) ,  ÿê ³  óòâîðþþòü ÷èñëåíí³

ðîçðèâè â ÄÍÊ [9]. Äëÿ ï³äòâåðäæåííÿ
öüîãî ïðèïóùåííÿ íàìè áóëî äîñë³äæåíî
àïîïòîç ó ëåéêîöèòàõ ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³.
Ïîêàçàíî, ùî âì³ñò ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ
ó íåéòðîô³ëüíèõ ãðàíóëîöèòàõ çäîðîâèõ
äîíîð³â áóâ âèùèì, í³æ ó ìîíîíóêëåàðàõ.
Â ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ êë³òèíàõ êðîâ³ ëþäåé
õâîðèõ íà öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó òàêîæ
ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ïîñèëåííÿ ïðîöåñó äåãðà-
äàö³ ¿  ÿäåðíî¿  ÄÍÊ (òàáë.  2) .  Ñòóï³íü
ïîøêîäæåííÿ ÄÍÊ çà ñâîºþ ³íòåíñèâí³ñòþ
áóâ íàáàãàòî á³ëüø âèðàæåíèì äëÿ ïîë³-
ìîðôíîÿäåðíèõ ëåéêîöèò³â (ó äâà ðàçè
ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì), í³æ ó êë³òèíàõ
ìîíîíóêëåàðíîãî ðÿäó (â 1,5 ðàçà ùîäî
êîíòðîëüíî¿ ãðóïè). ²íòåíñèâíèé ïðîãðåñó-
þ÷èé àïîïòîç ë³ìôîöèò³â ³ ìîíîöèò³â ï³ä-
òâåðäæóº ïðèïóùåííÿ ïðî ðîçâèòîê âòîðèí-
íîãî ³ìóíîäåô³öèòíîãî ñòàíó ïðè öóêðî-
âîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó. ßê â³äîìî, ë³ìôîöè-
òè â ñòàí³ ñïîêîþ ñò³éê³ äî àïîïòîçó ï³ä
âïëèâîì âèñîêîãî ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ àíòè- òà
ïðîàïîïòè÷íèõ åôåêòîð³â, îñîáëèâî, á³ëê³â
ðîäèíè Bcl-2 ³ êàñïàç [25]. Â ì³ðó àêòèâàö³¿
³ìóíîëîã³÷íî¿ ðåàêòèâíîñò³ òà ïîñòóïîâîãî
ïåðåõîäó â ñòàí ïðîë³ôåðàö³¿ âîíè ñòàþòü
çíà÷íî ÷óòëèâ³øèìè äî çàïðîãðàìîâàíî¿
ñìåðò³ ÷åðåç ñïåö³àë³çîâàí³ òà íåñïåö³àë³-
çîâàí³ òðèãåðí³ ìîëåêóëè [8, 12, 15]. Îòæå,
ï³äâèùåííÿ ñïîíòàííîãî àïîïòîçó â ìîíî-
íóêëåàðíèõ ëåéêîöèòàõ ïðè äîñë³äæóâàí³é
ïàòîëîã³¿, áåçïåðå÷íî, âêàçóº íà ðîçâèòîê
³ìóíîäåô³öèòó ÷åðåç ïðîãðåñóþ÷èé àïîïòîç.

Çã³äíî ç äàíèìè ë³òåðàòóðè, ñàìå ï³ä
âïëèâîì âèñîêèõ êîíöåíòðàö³é NO çà óìîâ
öóêðîâîãî ä³àáåòó 1-ãî òèïó ñïîñòåð³-
ãàºòüñÿ ³íã³áóâàííÿ ïðîë³ôåðàö³¿ ë³ìôîöèò³â
³ çíèæåííÿ åêñïðåñ³¿ àíòèàïîïòè÷íèõ á³ëê³â
[22, 24]. Ó ìåõàí³çìàõ ³íäóêö³¿ ïðîöåñó
àïîïòîçó îêñèäîì àçîòó âàæëèâå çíà÷åííÿ

Òàáëèöÿ 2. Âì³ñò ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ (%) ëåéêîöèò³â ÿê ìàðêåðà àïîïòîçó â çäîðîâèõ ëþäåé ³ õâîðèõ íà
öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî òèïó (Ì±m; n=10)

Ëåéêîöèòè Êîíòðîëü Ä³àáåò

Ìîíîíóêëåàðí³ 12,8 ± 1,7 18,5 ± 1,7*

Ïîë³ìîðôíîÿäåðí³ 14,7 ± 2,0 31,4 ± 3,1**

².Â. Áðîäÿê, Ì.Ë. Áàðñüêà, Ð.ª. Ìàíàðîâñüêà, Í.Î. Ñèá³ðíà
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ìàº àêòèâàö³ÿ êàñïàçè-1, êàñïàçè-3, êàñïà-
çè-6, íàêîïè÷åííÿ á³ëêà ð53, çá³ëüøåííÿ
âì³ñòó ïåðîêñèäó âîäíþ [4, 27].

Çíà÷íå çá³ëüøåííÿ âì³ñòó ôðàãìåí-
òîâàíî¿ ÄÍÊ ó ïîë³ìîðôíîÿäåðíèõ ëåéêîöè-
òàõ ìîæå áóòè çóìîâëåíå òèì, ùî íåéòðî-
ô³ëè íàëàøòîâàí³ íà  øâèäêèé ñïîíòàííèé
àïîïòîç, ÿêèé íå ïîòðåáóº �ïîçèòèâíèõ
ñèãíàë³â ñìåðò³�, îñê³ëüêè âíóòð³øíüîêë³-
òèííèé øëÿõ öüîãî ïðîöåñó º âàæëèâèì
ðåãóëÿòîðîì òðèâàëîñò³ ¿õíüîãî æèòòÿ [12].

Òàêèì ÷èíîì, íàìè ïîêàçàíî, ùî àêòè-
âàö³ÿ àïîïòîçó â ïîë³ìîðôíîÿäåðíèõ ³
ìîíîíóêëåàðíèõ ëåéêîöèòàõ êðîâ³ ïðè
öóêðîâîìó ä³àáåò³ 1-ãî òèïó ñóïðîâîäæó-
âàëàñÿ çðîñòàííÿì àêòèâíîñò³ NO-ñèíòàçè
òà âì³ñòó ñòàá³ëüíèõ ìåòàáîë³ò³â NO, ùî
ñâ³ä÷èòü ïðî ï³äâèùåííÿ ïðîàïîïòè÷íî¿ ä³¿
îêñèäó àçîòó â ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ êë³òèíàõ
êðîâ³ çà óìîâ äîñë³äæóâàíî¿ ïàòîëîã³¿.

I.V. Brodiak1, M.L. Barska2, R.Y. Manarovska3,
N.O. Sybirna1

EFFECT OF NITRIC OXIDE SYSTEM UPON
APOPTOSIS ACTIVATION IN
IMMUNOCOMPETENT BLOOD CELLS UNDER
TYPE 1 DIABETES MELLITUS

NO-synthase activity, the content of stable products of NO
metabolism (nitrites and nitrates) as well as fragmented DNA
as biochemical marker of apoptosis have been determined in
segmentonuclear neutrophilic granulocytes and mononuclear
leukocytes in blood of healthy donors and patients with type
1 diabetes mellitus. It was found that activation of apoptosis
in polymorphonuclear and mononuclear blood leukocytes un-
der diabetes mellitus was accompanied by an elevation of NO-
synthase activity and the content of stable NO metabolites.
This suggests an increase of proapoptotic action of nitric ox-
ide in immunocompetent blood cells under the pathology studied.

1Ivan Franko L�viv National University, Lviv
2 Institute of Cell Biology, NAS of Ukraine, L�viv
3 L�viv Regional Endocrinological Hospital
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