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Ïîøóê øëÿõ³â êîðåêö³¿ äèñôóíêö³¿ òèìóñà ó ùóð³â ç
åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì ä³àáåòîì

Èçó÷àëè âëèÿíèå ìíîãîêðàòíûõ ââåäåíèé ïðåêóðñîðà NO L-àðãèíèíà è íåñåëåêòèâíîãî
áëîêàòîðà NOS N-íèòðî-L-àðãèíèíà (NNLA) íà ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå òèìóñà ó
êðûñ-ñàìöîâ ëèíèè Âèñòàð ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûì ñàõàðíûì äèàáåòîì. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
èíñóëèíýêñïðåññèðóþùèõ, ïðîëèôåðèðóþùèõ, ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê (Ò

ðåã
), iNOS+-êëåòîê è

Bcl-2+-êëåòîê òèìóñà èñïîëüçîâàëè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå ìåòîäû ïðÿìîé è íåïðÿìîé
èììóíîôëþîðåñöåíöèè ñ ïðèìåíåíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê èíñóëèíó, PCNA, CD25-
àíòèãåíó, Bcl-2 è iNOS. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ââåäåíèÿ NNLA êðûñàì ñ äèàáåòîì îêàçûâàþò áîëåå
çíà÷èòåëüíûé ýôôåêò ïî ñðàâíåíèþ ñ ââåäåíèÿìè L-àðãèíèíà, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â óâåëè÷åíèè
êîëè÷åñòâà Ò

ðåã
-êëåòîê, èíñóëèíýêñïðåññèðóþùèõ è ïðîëèôåðèðóþùèõ òèìîöèòîâ, à òàêæå â

óìåíüøåíèè ïëîòíîñòè ïîïóëÿöèè iNOS+- è Bcl-2+-êëåòîê.
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ÂÑÒÓÏ

Â îñòàíí³ ðîêè ñòàëî â³äîìî, ùî îäíèì ç
îñíîâíèõ ïàòîãåíåòè÷íèõ ôàêòîð³â ðîçâèò-
êó öóêðîâîãî ä³àáåòó (ÖÄ) º ïîðóøåííÿ
ôîðìóâàííÿ öåíòðàëüíî¿ òîëåðàíòíîñò³ äî
ïàíêðåàòè÷íèõ àíòèãåí³â [14], ïðè÷èíîþ
ÿêèõ ìîæóòü áóòè çì³íè ìîðôîôóíêö³î-
íàëüíîãî  ñòàíó àíòèãåíïðåçåíòóþ÷èõ
êë³òèí (ÀÏÊ) òèìóñà (¿õ ê³ëüêîñò³, åêñïðåñ³¿
êîñò³ìóëÿòîðíèõ ìîëåêóë ÑD80 òà CD86
òîùî) àáî áåç íàëåæíî¿ íàÿâíîñò³ β-êë³-
òèííèõ àíòèãåí³â ó òèìóñ³  [11,  32] .  Â
íîðìàëüíèõ óìîâàõ íà ÀÏÊ òèìóñà â³äáó-
âàºòüñÿ âèïàäêîâà åêñïðåñ³ÿ òêàíèííî-
ñïåöèô³÷íèõ àíòèãåí³â, ð³âåíü ÿêî¿ êîíòðî-
ëþºòüñÿ àóòî³ìóííèì ðåãóëÿòîðîì òðàíñ-
êðèïö³¿ [11]. Íàêîïè÷åíî áàãàòî ôàêòè÷íîãî
ìàòåð³àëó, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî âàæëèâó ðîëü
ïîðóøåííÿ ôóíêö³îíóâàííÿ öåíòðàëüíîãî
îðãàíà ³ìóíîãåíåçà � òèìóñà ó ìåõàí³çìàõ
ðîçâèòêó ÖÄ [14, 28]. Áåçïåðå÷íèì äîêàçîì
ó÷àñò³  òèìóñà â  ³ìóíîïàòîãåíåòè÷íèõ
ìåõàí³çìàõ ðîçâèòêó ÖÄ º òîé ôàêò, ùî
âèêîðèñòàííÿ ö³ëî¿ íèçêè çàõîä³â ìîæå
çàïîá³ãàòè àáî ñïðèÿòè ðåì³ñ³¿ çàõâîðþâàí-

íÿ çà äîïîìîãîþ â³äíîâëåííÿ òîëåðàíòíîñò³
äî β-êë³òèííèõ àíòèãåí³â: áëîêàäà ä³àáå-
òîãåííèõ öèòîê³í³â, âíóòð³øíüîòèì³÷íà
ïåðåñàäêà β-êë³òèí àáî ââåäåííÿ ãëó-
òàìàòäåêàðáîêñèëàçè (ÃÄÊ), çàñòîñóâàííÿ
ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë ïðîòè CD3+- ³
CD8+-àíòèãåí³â [10], ââåäåííÿ ïîïóëÿö³é
äåíäðèòíèõ ³ Ò-ðåãóëÿòîðíèõ êë³òèí òîùî
[25, 26, 28, 33].

Ðàçîì ç òèì îäíèì ç íàéâàæëèâ³øèõ
÷èííèê³â, ùî âïëèâàþòü íà ³íòåíñèâí³ñòü
ïðîöåñ³â ñåëåêö³¿ ³ àïîïòîçó òèìîöèò³â ó
íîðì³ ³ ïðè åêñïåðèìåíòàëüí³é ïàòîëîã³¿ º
îêñèä àçîòó (NO), ÿêèé ìîæå ìàòè ÿê ïðî-,
òàê ³ àíòèàïîïòîòè÷íó ä³þ [3]. Åêñïðåñ³þ
³íäóöèáåëüíî¿ NO-ñèíòàçè (iNOS) âèÿâëåíî
â äåíäðèòíèõ êë³òèíàõ, ìàêðîôàãàõ, ë³ìôî-
öèòàõ ³ åï³òåë³îðåòèêóëîöèòàõ òèìóñà, à ³í-
äóêö³þ ãåíà iNOS âèêëèêàþòü ³íòåðëåéê³í-
1, ³íòåðôåðîí-α, γ, ôàêòîð íåêðîçó ïóõëèí
α, β, áàêòåð³éí³ ë³ïîïîë³ñàõàðèäè ³ îêèñíèé
ñòðåñ [6]. ²íã³á³òîðè NOS ÷àñòêîâî ìîæóòü
çàõèùàòè òâàðèí â³ä ³íäóêîâàíîãî ââåäåí-
íÿì ñòðåïòîçîòîöèíó ïîøêîäæåííÿ β-êë³òèí
[17], à ó ìèøåé ç ³íàêòèâîâàíèì ãåíîì
iNOS çíèæåíà ÷óòëèâ³ñòü äî ä³àáåòîãåííèõ
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ôàêòîð³â [13]. Òîìó äóæå ïåðñïåêòèâíèì
íàïðÿìêîì ïîøóêó øëÿõ³â êîðåêö³¿ ôóíêö³¿
òèìóñà ïðè ÖÄ º âèêîðèñòàííÿ ôàêòîð³â, ùî
âïëèâàþòü íà ïðîäóêö³þ òà ìåòàáîë³çì
ìîíîîêñèäó àçîòó â îðãàí³çì³.

Ìåòîþ íàøîãî äîñë³äæåííÿ áóëî âèâ÷è-
òè âïëèâ ïðåêóðñîðà NO L-àðã³í³íó òà íå-
ñåëåêòèâíîãî áëîêàòîðà NOS N-í³òðî-L-àð-
ã³í³íó (NNLA) íà ìîðôîôóíêö³îíàëüíèé ñòàí
òèìóñà ó ùóð³â ç åêñïåðèìåíòàëüíèì ÖÄ.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäåíî íà 48 ñàìöÿõ ùóð³â
ë³í³¿ Â³ñòàð ìàñîþ 230�250 ã, â³êîì 5�6 ì³ñ.
Òâàðèí áóëî ðîçïîä³ëåíî íà ÷îòèðè ãðóïè.
Äî ²  ãðóïè ââ³éøëè ³íòàêòí³  òâàðèíè
(êîíòðîëü), äî ²² � òâàðèíè ç ìîäåëüîâàíèì
ÖÄ (îäíîðàçîâå âíóòð³øíüîî÷åðåâèííå
ââåäåííÿ ñòðåïòîçîòîöèíó � 50 ìã/êã).
Òâàðèíè ç ä³àáåòîì, ÿêèì ââîäèëè 10 ìã/êã
NNLA ñêëàëè ²²² ãðóïó, à ÿêèì ââîäèëè 300
ìã/êã L-àðã³í³íó � IV ãðóïó. Ö³ ïðåïàðàòè
áóëè âèðîáíèöòâà ô³ðìè �Sigma�, (ÑØÀ) ³
ïî÷èíàëè ¿õ ââîäèòè ç 2-ãî òèæíÿ ðîçâèòêó
ÖÄ ïðîòÿãîì 14 ä³á. ×åðåç 3 òèæ ï³ñëÿ
ðîçâèòêó ÖÄ òâàðèí, ó ÿêèõ âì³ñò öóêðó â
êðîâ³ ïåðåâèùóâàâ 8 ììîëü/ë äåêàï³òóâàëè
ï³ä  íàðêîçîì ³  âèäàëÿëè òèìóñ ,  ÿêèé
ô³êñóâàëè â ðîç÷èí³ Áóåíà (18 ãîäèí) ³ ï³ñëÿ
ñòàíäàðòíî¿ ã³ñòîëîã³÷íî¿ îáðîáêè çàëèâàëè
â ïàðàô³í.

Äëÿ âèÿâëåííÿ ³íñóë³íåêñïðåñóþ÷èõ
êë³òèí (Ins+) â ã³ñòîëîã³÷íèõ çð³çàõ òèìóñà
âèêîðèñòîâóâàëè ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íèé ìåòîä
íåïðÿìî¿ ³ìóíîôëþîðåñöåíö³¿ ç âèêîðèñ-
òàííÿì ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë äî ³íñóë³íó
ô³ðìè �Peninsula Laboratories Inc�. (ÑØÀ).
Ñòàí ïðîë³ôåðàòèâíî¿ àêòèâíîñò³ ë³ìôîöè-
ò³â òèìóñà îö³íþâàëè íà îñíîâ³ ìåòîäèêè
³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íîãî âèÿâëåííÿ ÿäåðíîãî
àíòèãåíà ïðîë³ôåðóþ÷èõ êë³òèí PCNA
(�Sigma Chemical�, ÑØÀ). Äëÿ äîñë³äæåííÿ
³íòåíñèâíîñò³ åêñïðåñ³¿ àíòèàïîïòîòè÷íîãî
á³ëêà Bcl-2 òà iNOS ó òèìóñ³ áóëî âèêîðèñ-
òàíî ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íèé ìåòîä íåïðÿìî¿

³ìóíîôëþîðåñöåíö³¿ çà äîïîìîãîþ ìîíî-
êëîíàëüíèõ àíòèò³ë äî Bcl-2 òà iNOS ùóðà
(�Sigma Chemical�, ÑØÀ). Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿
íàòóðàëüíèõ CD4+³ ÑD25+ðåãóëÿòîðíèõ Ò-
êë³òèí òèìóñà (Ò

ðeã
) çàñòîñîâóâàëè ³ìóíî-

ã³ñòîõ³ì³÷íèé ìåòîä ïðÿìî¿ ³ìóíîôëþî-
ðåñöåíö³¿ ç âèêîðèñòàííÿì ìîíîêëîíàëüíèõ
àíòèò³ë äî îäíîãî ç îñíîâíèõ ìàðêåð³â
ðåãóëÿòîðíèõ êë³òèí � CD25 (àíòèò³ëà
âèðîáíèöòâà �Caltag Laboratories�, ÑØÀ).
Êîíöåíòðàö³þ ãëþêîçè â ïëàçì³  êðîâ³
âèçíà÷àëè ãëþêîçîîêñèäàçíèì ìåòîäîì.

Äîñë³äæóâàëè ê³ðêîâó òà ìîçêîâó ðå÷î-
âèíó òèìóñà, çîáðàæåííÿ ÿêèõ çà äîïî-
ìîãîþ â³äåîêàìåðè COHU-4922 (ÑØÀ)
ââîäèëè â ñèñòåìó öèôðîâîãî àíàë³çó
çîáðàæåííÿ VIDAS-386 (�Kontron Elekt-
ronik�, Í³ìå÷÷èíà). Íàäàë³ ã³ñòîëîã³÷í³
çð³çè äîôàðáîâóâàëè ãåìàòîêñèë³í-åîçèíîì
äëÿ ìîðôîìåòðè÷íîãî äîñë³äæåííÿ òà
âèÿâëåííÿ àïîïòîòè÷íèõ ë³ìôîöèò³â. Âèâ-
÷åííÿ  ñòðóêòóðè òèìóñà  ïðîâîäèëè ç
âèêîðèñòàííÿì îðèã³íàëüíîãî ïðîãðàìíîãî
çàáåçïå÷åííÿ,  ðîçðîáëåíîãî íà îñíîâ³
ïðîãðàìóâàííÿ VIDAS [1] .  Ðåçóëüòàòè
ñòàòèñòè÷íî îáðîáëÿëè ç âèêîðèñòàííÿì
êðèòåð³þ t Ñòüþäåíòà çà äîïîìîãîþ ïàêåòà
Statistica 6.0 (Stat-Soft, 2001). Ð³çíèöþ ì³æ
äîñë³äæóâàíèìè ïîêàçíèêàìè ââàæàëè
ñòàòèñòè÷íî â ³ðîã ³äíîþ ïðè çíà÷åíí³
Ð<0,05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ââåäåííÿ òâàðèíàì ñòðåïòîçîòîöèíó ïðèç-
âîäèëî äî ðîçâèòêó åêñïåðèìåíòàëüíîãî
ÖÄ: òàê, óæå äî ê³íöÿ 3-ãî òèæíÿ êîíöåíò-
ðàö³ÿ ãëþêîçè â êðîâ³ çá³ëüøóâàëàñÿ â 4
ðàçè (16,2 ììîëü/ë ± 0,2 ììîëü/ë, Ð<0,05)
ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì (3,9 ììîëü/ë ± 0,1
ììîëü/ë) ,  ñïîñòåð ³ãàëèñÿ  ïîë³äèïñ ³ÿ ,
ã³ïåðôàã³ÿ òà ïîë³óð³ÿ, òîáòî âñ³ îñíîâí³
ñèìïòîìè, õàðàêòåðí³ äëÿ ³íñóë³íçàëåæíîãî
ÖÄ. Ââåäåííÿ L-àðã³í³íó íå ïðèçâîäèëî äî
çì³í êîíöåíòðàö³¿ ãëþêîçè â êðîâ³ åêñïåðè-
ìåíòàëüíèõ òâàðèí, òîä³ ÿê ââåäåííÿ NNLA
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ñóïðîâîäæóâàëîñÿ çíèæåííÿì âì³ñòó ãëþ-
êîçè â êðîâ³ äî 10,1 ììîëü/ë ± 0,1 ììîëü/ë.

Âñòàíîâëåíî, ùî ðîçâèòîê åêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî ÖÄ ñïðè÷èíþº çíèæåííÿ
ñóìàðíî¿ ù³ëüíîñò³ Ins+-êë³òèí ó êîð³ òèìóñà
íà 55 % (Ð<0,05) ³ â ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ íà
36 % (Ð<0,05) ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíîþ
ãðóïîþ òâàðèí (òàáëèöÿ). Ââåäåííÿ L-
àðã³í³íó íå ñóïðîâîäæóâàëîñÿ äîñòîâ³ðíèìè
çì³íàìè ÷èñëà êë³òèí Ins+ â îáîõ äîñë³ä-
æåíèõ çîíàõ òèìóñà ïîð³âíÿíî ç³ çíà÷åííÿìè
ó òâàðèí ç ä³àáåòîì. Öåé ïîêàçíèê çàëè-
øàâñÿ íèæ÷èì çà êîíòðîëüí³ çíà÷åííÿ íà
39�53 % (Ð<0,05). Ââåäåííÿ NNLA ïðèçâî-
äèëî äî çá³ëüøåííÿ â ê³ðêîâ³é ðå÷îâèí³
òèìóñà  ê ³ëüêî ñò ³  Ins + êë³òèí íà  68  %
(Ð<0,05) ïîð³âíÿíî ç³ çíà÷åííÿì ó ùóð³â ç
ÖÄ (äèâ. òàáëèöþ). Ó ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³
òèìóñà ââåäåííÿ NNLA íå çì³íþâàëè
ê³ëüêîñò³ êë³òèí Ins+ ïîð³âíÿíî ç³ çíà÷åííÿìè
òâàðèí ç ÖÄ (äèâ. òàáëèöþ). Âðàõîâóþ÷è,
ùî òèì³÷íèé ³íñóë³í ðàçîì ç ³íøèìè îñòð³â-
öåâèìè àíòèãåíàìè (ÃÄÊ, êàðáîêñèïåïòè-

äàçà H, ïðîãëþêàãîí, ïðîñîìàòîñòàòèí,
ïðîïàíêðåàòè÷íèé ïîë³ïåïòèä òîùî) çàáåç-
ïå÷óº ôîðìóâàííÿ öåíòðàëüíî¿ òîëåðàíò-
íîñò³ äî β-êë³òèí ïàíêðåàòè÷íèõ îñòð³âö³â
[11, 14, 32] îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè äîïîìà-
ãàþòü çðîçóì³òè ðîëü äèñôóíêö³¿ òèìóñà â
ìåõàí³çìàõ ðîçâèòêó ÖÄ. Ïåðø³ ïðÿì³
äîêàçè çàëåæíîñò³ ðîçâèòêó òîëåðàíòíîñò³
äî åíäîãåííîãî ³íñóë³íó â³ä ð³âíÿ òèì³÷íî¿
åêñïðåñ³¿ îñòàííüîãî áóëè îäåðæàí³ íà
òðàíñãåííèõ ìèøàõ ë³í³¿ NOD ÿê íà ìîäåë³
àóòî³ìóííîãî ä³àáåòó, ùî ñïîíòàííî ðîçâè-
âàºòüñÿ òà íàãàäóº öóêðîâèé ä³àáåò 1-ãî
òèïó ó ëþäèíè [18]. Ó ìèøåé, ãåíîì ÿêèõ
ïîçáàâëåíèé ãåíà Ins2, âì³ñò òèì³÷íîãî
³íñóë³íó çìåíøóâàâñÿ ³ ç�ÿâèëàñÿ ïåðèôå-
ðè÷íà àóòîðåàêòèâí³ñòü äî ³íñóë³íó, ÷îãî íå
ñïîñòåð³ãàëîñÿ ó ìèøåé, ùî âòðàòèëè ãåí
Ins1. Ó ìèøåé ë³í³¿ NOD ï³äâèùåíà ïðî-
äóêö³ÿ êîíòð³íñóëÿðíèõ àóòîàíòèò³ë, ïðèñêî-
ðåíèé ðîçâèòîê ÖÄ, ùî ÷³òêî êîðåëþº ç
â³äñóòí³ñòþ åêñïðåñ³¿ ãåíà Ins2 ó òèìóñ³
[31].

Õàðàêòåðèñòèêà ïðîöåñ³â äèôåðåíö³þâàííÿ àïîïòîçó ³ ïðîë³ôåðàòèâíî¿ àêòèâíîñò³ êë³òèí
(íà 1 ìì2 ïëîù³ çð³çó) ó ê³ðêîâ³é ³ ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ òèìóñà ó ùóð³â (Ì ± m)

Êîíòðîëü Ä³àáåò
              Ä³àáåò

Ù³ëüí³ñòü ïîïóëÿö³¿ êë³òèí
(² ãðóïà) (²² ãðóïà)

       Ââåäåííÿ NNLA     Ââåäåííÿ L-àðã³í³íó
   (²²² ãðóïà)    (IV ãðóïà)

²íñóë³íåêñïðåñóþ÷³
     êîðà 367±28 165±11* 277±14*,** 171±12*
     ìîçêîâà ðå÷îâèíà 333±15 213±14* 218±12* 204±12*
CD25+

     êîðà 342±24 188±15* 274±15** 150±11*
     ìîçêîâà ðå÷îâèíà 322±21 125±7* 392±24*,** 136±9*
Bcl-2+

     êîðà 418±23 844±41* 399±21** 780±41*
     ìîçêîâà ðå÷îâèíà 541±32 888±44* 508±26** 768±33*

INOS+

     êîðà 288±39 466±47* 116±23*,** 563±58*
     ìîçêîâà ðå÷îâèíà 356±34 394±35 150±21*,** 464±51*

Àïîïòîòè÷í³ ë³ìôîöèòè
     êîðà 6159 ± 63 3249 ± 48* 7388 ± 63*,** 6935 ± 68*,**

     ìîçêîâà ðå÷îâèíà 3220 ± 52 1574 ± 34* 4374 ± 56*,** 4568 ± 57*,**

Ïðîë³ôåðóþ÷³ ë³ìôîöèòè
     êîðà 971±38 235±16* 870±35** 246±16*
     ìîçêîâà ðå÷îâèíà 621±25 245±19* 792±40*,** 259±26*

* Ð<0,05 â³äíîñíî êîíòðîëþ, ** Ð<0,05 â³äíîñíî çíà÷åíü ó ²² ãðóï³.
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Âàæëèâó ðîëü ó çàáåçïå÷åíí³ ³ìóíîëî-
ã³÷íî¿ àóòîòîëåðàíòíîñò³ ³ íåãàòèâíîìó
êîíòðîë³ ÿê ïàòîëîã³÷íèõ, òàê ³ ô³ç³îëîã³÷íèõ
³ìóííèõ ðåàêö³é â³ä³ãðàº ïîïóëÿö³ÿ ïðèðîä-
íèõ (íàòóðàëüíèõ) CD4+CD25+-ðåãóëÿ-
òîðíèõ Ò-êë³òèí (Ò

ðåã
) [4, 28]. Åë³ì³íàö³ÿ àáî

³íàêòèâàö³ÿ öèõ êë³òèí âèêëèêàº ðîçâèòîê
âàæêèõ àóòî³ìóííèõ çàõâîðþâàíü, à òàêîæ
ïðèçâîäèòü äî ïîñèëåííÿ ³ìóííî¿ â³äïîâ³ä³
íà àëîàíòèãåíè ³ ïóõëèíí³ êë³òèíè [5].
Ôóíêö³îíàëüíà äåôåêòí³ñòü CD4+CD25+

Ò
ðåã

-êë³òèí âèÿâëåíà ïðè áàãàòüîõ àóòî³ìóí-
íèõ çàõâîðþâàííÿõ ëþäèíè é ìîäåëþþ÷³é
¿õ åêñïåðèìåíòàëüí³é ïàòîëîã³¿, íàñàìïåðåä
ïðè ÖÄ 1-ãî òèïó [4, 20]. Ââåäåííÿ ÑD4+

ÑD25+Ò-êë³òèí äîçîçàëåæíî çíèæóº ÷àñòî-
òó ñïîíòàííîãî ðîçâèòêó ä³àáåòó ó ìèøåé
ë³í³¿ NOD [21, 25, 26], à ó ïàö³ºíò³â ³ç ÖÄ 1-
ãî òèïó áóâ âèÿâëåíèé äåôåêò ñóïðåñîðíèõ
ôóíêö³é Ò

ðeã
-êë³òèí, ùî ïðîÿâëÿëîñÿ çíè-

æåííÿì ïðîäóêö³¿ ³íòåðëåéê³íó-10 ³ çì³íîþ
âì³ñòó âíóòð³øíüîêë³òèííîãî öèòîòîê-
ñè÷íîãî ëåéêîöèòàðíîãî àíòèãåíà CTLA
[21]. Âñòàíîâëåíî, ùî ðîçâèòîê åêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî ÖÄ ñóïðîâîäæóâàâñÿ çíèæåí-
íÿì ù³ëüíîñò³ ïîïóëÿö³¿ Ò

ðåã
-êë³òèí ó ê³ðêîâ³é

ðå÷îâèí³  òèìóñà íà 45 % (Ð<0,05)  ³  â
ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ íà 61 % (Ð<0,05) ïîð³â-
íÿíî ç êîíòðîëüíîþ ãðóïîþ òâàðèí (äèâ.
òàáëèöþ, ðèñóíîê). Ââåäåííÿ L-àðã³í³íó íå
âïëèâàëî íà ê³ëüê³ñòü Ò

ðåã
-êë³òèí, ù³ëüí³ñòü

ïîïóëÿö³¿ ÿêèõ íå çì³íþâàëàñÿ ùîäî çíà-
÷åíü ó ùóð³â ç ä³àáåòîì é çàëèøàëîñÿ â³-
ðîã³äíî íèæ÷èì â³ä êîíòðîëþ íà 56�58 %
(Ð<0,05). Ïðè ââåäåíí³ NNLA ê³ëüê³ñòü
Ò

ðåã
-êë³òèí â³äíîâëþâàëàñÿ äî êîíòðîëüíèõ

çíà÷åíü ó ê³ðêîâ³é ðå÷îâèí³ òèìóñà é çíà÷íî
ï³äâèùóâàëàñÿ â ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ (íà 22 %
âèùå â³ä êîíòðîëþ, Ð<0,05; äèâ. òàáëèöþ).

Âàæëèâèì ïîêàçíèêîì ôóíêö³îíàëüíîãî
ñòàíó òèìóñà º ³íòåíñèâí³ñòü ïðîöåñ³â
ïðîë³ôåðàö³¿ ë³ìôîöèò³â. Ðîçâèòîê åêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî ÖÄ ñóïðîâîäæóâàâñÿ çíèæåí-
íÿì ñóìàðíî¿ ù³ëüíîñò³ PCNA+-êë³òèí â
îáîõ äîñë³äæåíèõ çîíàõ òèìóñà íà 61�76 %
(Ð<0,05) ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíîþ ãðóïîþ

òâàðèí (äèâ. òàáëèöþ). Ââåäåííÿ L-àðã³í³íó
íå ñóïðîâîäæóâàëîñÿ äîñòîâ³ðíèìè çì³íàìè
öüîãî ïîêàçíèêà, òîä³ ÿê ââåäåííÿ NNLA
ïðèçâîäèëî äî  çá ³ëüøåííÿ â  ê ³ðêîâ³é
ðå÷îâèí³ òèìóñà ê³ëüêîñò³ ïðîë³ôåðóþ÷èõ
êë³òèí â 3,7 ðàçà ùîäî çíà÷åíü ó ùóð³â ç
ÖÄ ³ íàáëèæàëîñÿ äî êîíòðîëüíîãî ð³âíÿ
(äèâ.  òàáëèöþ).  Àíàëîã³÷íó äèíàì³êó
â³äçíà÷àëè é ó ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ òèìóñà,
äå ï³ñëÿ ââåäåíü NNLA ñïîñòåð³ãàëîñÿ
çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ PCNA+-êë³òèí (äèâ.
òàáëèöþ).

Ïðîáëåìà äîñë³äæåííÿ ìîëåêóëÿðíèõ
ìåõàí³çì³â àïîïòîçó òà éîãî ðîë³ â ðîçâèòêó
àóòî³ìóííèõ çàõâîðþâàíü, ó òîìó ÷èñë³ é
ÖÄ, ñòàëà â îñòàíí³ ðîêè îäí³ºþ ³ç ñàìèõ
âàæêèõ é  àêòóàëüíèõ ïèò àíü  ìåäèêî-
á³îëîã³÷íèõ íàóê [2,24,36]. Îäíèì ç íàéâàæ-
ëèâ³øèõ ôàêòîð³â, ùî âïëèâàþòü íà ³íòåí-
ñèâí³ñòü ïðîöåñ³â àïîïòîçó â òèìóñ³ â íîðì³
òà ïðè åêñïåðèìåíòàëüí³é ïàòîëîã³¿, º NO.
²íøèì âàæëèâèì ðåãóëÿòîðîì àïîïòîçó
òèìîöèò³â º ïðîäóêò ãåíà bcl-2 � á³ëîê Bcl-
2, ùî åêñïðåñóºòüñÿ íà ìåìáðàí³ ì³òî-
õîíäð³é ³  ìåíøîþ ì³ðîþ � íà ÿäåðí³é
ìåìáðàí³ òà íà ïîâåðõí³ êë³òèí òèìóñà [19,
34]. Òàêèì ÷èíîì, íàñë³äêè, âèêëèêàí³
³íäóêö³ºþ iNOS ³ ãåíà bcl-2, ñòàíîâëÿòü
ïðàêòè÷íèé ³íòåðåñ ó ïëàí³ ¿õ ñï³ëüíîãî
åôåêòó â ðåãóëÿö³¿ àïîïòîçó ïðè êë³í³÷í³é
òà  åêñïåðèìåíòàëüí³é  ïàòîëîã ³ ¿  [27] .
Âñòàíîâëåíî, ùî ðîçâèòîê åêñïåðèìåí-
òàëüíîãî ÖÄ ñóïðîâîäæóºòüñÿ ã³ïåðåêñ-
ïðåñ³ºþ Bcl-2: ñóìàðíà ù³ëüí³ñòü Bcl-2+-
êë³òèí ó êîð³ òèìóñà çðîñòàº âäâ³÷³ (Ð<0,05)
³ â ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ íà 64 % (Ð<0,05)
ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíîþ ãðóïîþ òâàðèí.
Ââåäåííÿ L-àðã³í³íó íå âïëèâàëî íà ê³ëü-
ê ³ñòü  Bc l -2 +-êë ³òèí  ó  òèìóñ ³ ,  òîä ³  ÿê
ââåäåííÿ NNLA ïðèçâîäèëî äî çìåíøåííÿ
¿õ  ÷èñëà  íà  53  % (Ð<0,05)  ó  ê ³ðêîâ³é
ðå÷îâèí³ é íà 43 % (Ð<0,05) ó ìîçêîâ³é
ïîð³âíÿíî ç ùóðàìè ç ÖÄ, ïîâåðòàþ÷èñü äî
ð³âíÿ  êîíòðîëüíèõ çíà÷åíü .  Ðîçâèòîê
åêñïåðèìåíòàëüíîãî ÖÄ ñïðè÷èíþº çá³ëü-
øåííÿ ù³ëüíîñò³ ïîïóëÿö³¿ iNOS+-êë³òèí ó
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êîð³ òèìóñà íà 62 % (Ð<0,05), òîä³ ÿê ó
ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ ¿õ ê³ëüê³ñòü â³ðîã³äíî íå
çì³íþºòüñÿ ïîð³âíÿíî ç êîíòðîåì. ²í�ºêö³ÿ

L-àðã ³í ³íó  ïðèçâîäèòü  äî  çá ³ëüøåííÿ
ê³ëüêîñò³ iNOS+-êë³òèí ó êîð³ òèìóñà íà 21 %
(Ð<0,05) ³ íå çì³íþºòüñÿ â ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³

Ðåãóëÿòîðí³ Ò-êë³òèíè â òèìóñ³ ùóðà. ²ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íà ðåàêö³ÿ ïðÿìî¿ ³ìóíîôëþîðåñöåíö³¿ ç ìîíîêëîíàëüíèìè
àíòèò³ëàìè äî CD25: 1 � êîíòðîëü, êîðà; 2 � êîíòðîëü, ìîçêîâà ðå÷îâèíà; 3 � ä³àáåò, êîðà; 4 � L-àðã³í³í, ìîçêîâà
ðå÷îâèíà; 5 � NNLA, êë³òèíè ó âíóòð³øí³õ ÷àñòî÷êàõ ïåðèâàñêóëÿðíèõ ïðîñòîð³â; 6 � NNLA, ñêóï÷åííÿ êë³òèí ó
òîâù³ ì³æ÷àñòî÷êîâèõ ô³áðîçíèõ ïåðåãîðîäîê
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ïîð³âíÿíî ç³ çíà÷åííÿìè ²² ãðóï³ òâàðèí ç
ä ³àáåòîì.  Ââåäåííÿ  NNLA ñóïðîâîä-
æóºòüñÿ çíèæåííÿì ÷èñëà iNOS+-êë³òèí íà
75 % (Ð<0,05) ó ê³ðêîâ³é ³ íà 62 % (Ð<0,05)
ó ìîçêîâ³é ðå÷îâèí³ ùîäî çíà÷åíü ùóð³â ç
ÖÄ, çìåíøóþ÷èñü íèæ÷å â³ä êîíòðîëüíîãî
ð³âíÿ íà 58�60 %. ×èñëî àïîïòîòè÷íèõ
ë³ìôîöèò ³â  ó  ùóð³â  ç  ÖÄ äîñòîâ ³ðíî
çíèæóâàëîñÿ íà 47 % (Ð<0,05) ó ê³ðêîâ³é
ðå÷îâèí³ òà íà 51 % (Ð<0,05) ó ìîçêîâ³é
ïîð³âíÿíî ç  êîíòðîëåì,  ùî,  âî÷åâèäü,
çóìîâëåíî çíèæåííÿì çàãàëüíî¿ ù³ëüíîñò³
ïîïóëÿö³¿ ë³ìôîöèò³â ïðè ðîçâèòêó ä³àáåòó
(äèâ. òàáëèöþ). Ñë³ä â³äì³òèòè, ùî ââåäåí-
íÿ ÿê L-àðã³í³íó, òàê é NNLA âèêëèêàº
ïîä³áí³ åôåêòè òà ñóïðîâîäæóºòüñÿ äîñòî-
â³ðíèì çá³ëüøåííÿì ÷èñëà àïîïòîòè÷íèõ
ë³ìôîöèò³â ó òèìóñ³ ïîð³âíÿíî ç³ çíà÷åí-
íÿìè ó ùóð³â ç ä³àáåòîì. ² ÿêùî ó ðàç³
³í�ºêö³ ¿  NNLA òàêó òåíäåíö³þ ìîæíà
ïîÿñíèòè çìåíøåííÿì åêñïðåñ³¿ Bcl-2 ³
ïîñèëåííÿì ïðîë³ôåðàòèâíî¿ àêòèâíîñò³
ë³ìôîöèò³â òèìóñà, òî ïðè ââåäåíí³ L-
àðã³í³íó êð³ì ïîñèëåííÿ åêñïðåñ³¿ iNOS,
ìàáóòü, çàä³ÿí³ é ³íø³ ìåõàí³çìè ðåãóëÿö³¿
÷èñåëüíîñò³ àïîïòîòè÷íèõ ë³ìôîöèò³â:
ïîñèëåííÿ ì³ãðàö³¿ êë³òèí ó òèìóñ ³ çìåí-
øåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ òèì³÷íî¿ åì³ãðàö³¿
ë³ìôîöèò³â, ùî ìîæå çá³ëüøóâàòè çàãàëüíå
÷èñëî òèìîöèò³â, ó òîìó ÷èñë³ é àïîïòî-
òè÷íèõ.

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè äàþòü ìîæëèâ³ñòü
ïðèïóñòèòè íàÿâí³ñòü ò³ñíîãî çâ�ÿçêó ì³æ
çì³íîþ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿  Bcl-2 é iNOS ³
àïîïòîòè÷íèõ ïðîöåñ³â ó òèìóñ³.  Áóëî
òàêîæ ïîêàçàëî, ùî ³ñíóº ÷³òêà çàëåæí³ñòü
ì³æ ³íòåíñèâí³ñòþ åêñïðåñ³¿ Bcl-2 é iNOS ³
ð³âíåì àïîïòîçó. Òàê, â åêñïåðèìåíòàõ ç
òðàíñôåêö³¿  ìàêðîôàã³â ë³í³ ¿  RAW264
á³ëêîì Bcl-2 òðàíñôåêîâàí³ êë³òèíè áóëè
çàõèùåí³ â³ä çàãèáåë³ âèêëèêàíîþ àêòèâà-
ö³ºþ iNOS [8]. Âèñëîâëåíî ïðèïóùåííÿ, ùî
àïîïòîòè÷íèé åôåêò Bcl-2 ðåàë³çóºòüñÿ çà
äîïîìîãîþ çíà÷íîãî çíèæåííÿ NO-³íäó-
êîâàíîãî ï³äâèùåííÿ åêñïðåñ³¿ á³ëêà Bax
[35]. Â ³íøèõ äîñë³äàõ êë³òèíè ë³í³¿ ïóõëèíè

Ð815, òðàíñôåêîâàí³ Bcl-2, áóëè ñò³éê³ äî
ä³¿ � SNAP (S-í³òðîçî-N-àöåòèëïåí³öèëà-
ì³íó) ³ äî NO-àñîö³éîâàíî¿ öèòîòîêñè÷íîñò³
àêòèâîâàíèõ ìèøà÷èõ ìàêðîôàã³â [23].
Êë³òèíè ë³í³¿ L929 áóëè çàõèùåí³ ã³ïåð-
åêñïðåñ³ºþ Bcl-2 â³ä àïîïòîçó, âèêëèêàíîãî
àêòèâàö³ºþ iNOS [23]. Áåçë³÷ ³íøèõ ïðèêëà-
ä³â âçàºìîä³¿ NO ç Bcl-2 íàâåäåíî â îãëÿä³
Áðþíå [9]. Ðàçîì ç öèì º é ïðîòèëåæí³ äàí³,
çã³äíî ç ÿêèìè âçàºìîä³ÿ NO ç³ ÷ëåíàìè
ñóïåðñ³ìåéñòâà Bcl-2 âèðàæàºòüñÿ â òîìó,
ùî ïðè ä³¿ NO íà êë³òèíó çíèæóºòüñÿ âì³ñò
âíóòð³øíüîêë³òèííîãî á³ëêà Bcl-2, ìîæëèâî,
÷åðåç êàñïàç³íäóêîâàíå ðîçùåïëåííÿ [30]
àáî ð53-çàëåæíå ïðèãí³÷åííÿ éîãî åêñïðåñ³¿
[22]. Ö³êàâ³ ³ äàí³ ïðî ðîëü ì³òîõîíäð³é ó
ñïðèéíÿòò³ àïîïòîòè÷íîãî ñèãíàëó â³ä NO
³ äî ñèíòåçó ñàìîãî NO [7, 12]. Ó äåÿêèõ
ïðàöÿõ ïîêàçàíî íàÿâí³ñòü êîíñòèòóòèâíî¿
ôîðìè NOS ó ì³òîõîíäð³ÿõ ³ ,  çîêðåìà,
çäàòíîñò³ ì³òîõîíäð³é ïå÷³íêè ùóð³â äî
ñàìîñò³éíîãî ñèíòåçó NO [12, 16]. Â ïðàöÿõ,
ïðèñâÿ÷åíèõ î÷èùåííþ ì³òîõîíäð³àëüíî¿
NOS ³ âèâ÷åííÿ ¿¿ ôåðìåíòàòèâíèõ õàðàêòå-
ðèñòèê ïîêàçàíî, ùî öÿ ³çîôîðìà NOS
ëîêàë³çîâàíà ó âíóòð³øí³é ì³òîõîíäð³àëüí³é
ìåìáðàí³ [15]. Ç�ÿñóâàëîñÿ, ùî ì³òîõîíä-
ð³àëüíà NOS äóæå ñõîæà äî ìàêðîôà-
ãàëüíî¿ iNOS, àëå åêñïðåñóºòüñÿ êîíñòè-
òóòèâíî. Íèí³ ùå íå çðîçóì³ëî, ââàæàòè
ì³òîõîíäð³àëüíó NOS îêðåìîþ ³çîôîðìîþ,
àáî öå òà ñàìà iNOS, ùî ì³ñòèòü ïîñòòðàíñ-
ëÿö³éí³ ìîäèô³êàö³¿, ÿê³ ïðèçâîäÿòü äî ³íøî¿
ñóáêë³òèííî¿ ëîêàë³çàö³¿ [7, 15]. Â³äêðèâàííÿ
ì³òîõîíäð³àëüíî¿ NOS äàº çìîãó íå ëèøå
ôóíêö³îíàëüíî, àëå é ïðîñòîðîâî ïîºäíàòè
NO-çàëåæíèé àïîïòîç ³ éîãî ðåãóëÿòîðè ³ç
ñ³ìåéñòâà bcl-2, òèì ïà÷å, ùî, êð³ì NO,
ì³òîõîíäð³ ¿  ãåíåðóþòü àêòèâí³  ôîðìè
êèñíþ, à çíà÷èòü áåðóòü ó÷àñòü ó ïàòîãå-
íåç³ óøêîäæåííÿ êë³òèíè [29].

Òàêèì ÷èíîì,  îòðèìàí³  ðåçóëüòàòè
ñâ ³ä÷àòü  ïðî  ³ñòîòíèé âïëèâ  ââåäåíü
íåñåëåêòèâíîãî áëîêàòîðà NOS NNLA íà
õàðàêòåð åêñïðåñ³¿ òèì³÷íîãî ³íñóë³íó, Bcl-
2, iNOS ³ ìîðôîôóíêö³éíèé ñòàí Ò

ðåã
-êë³òèí
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ó ùóð³â ç åêñïåðèìåíòàëüíèì ÖÄ. NNLA
ïðè çì³í³  ³íòåíñèâíîñò³  ïðîäóêö³¿  NO
àêòèâíî âïëèâàº íà äîçð³âàííÿ, äèôåðåí-
ö³þâàííÿ, ïðîë³ôåðàö³þ é àïîïòîç òèìî-
öèò³â, ùî, íàñàìïåðåä ìîæå âïëèâàòè íà
ïðîõîäæåííÿ ïðîöåñ³â ïîçèòèâíî¿ òà íåãà-
òèâíî¿ ñåëåêö³¿ ë³ìôîöèò³â òèìóñà, à òàêîæ
íà ³íòåíñèâí³ñòü ïðåçåíòàö³¿ ?-êë³òèííèõ
àíòèãåí³â ³  ôîðìóâàííÿ öåíòðàëüíî¿ é
ïåðèôåðè÷íî¿ òîëåðàíòíîñò³ äî ïàíêðåà-
òè÷íèõ àíòèãåí³â .  Âîäíî÷àñ ââåäåííÿ
ïðåêóðñîðà NO L-àðã³í³íó âïëèâàº ëèøå íà
ê³ëüê³ñòü àïîïòîòè÷íèõ ë³ìôîöèò³â, à íå íà
õàðàêòåð åêñïðåñ³¿  ³íøèõ äîñë³äæåíèõ
ìàðêåð³â. Ó ö³ëîìó, çíà÷íèé ³íòåðåñ ìàòè-
ìóòü íàñòóïí³ äîñë³äæåííÿ ç ïîøóêó íîâèõ
ñïîñîá³â êîðåêö³¿ ³ìóííèõ ïîðóøåíü ïðè ÖÄ
çà  äîïîìîãîþ ââåäåííÿ  ôàêòîð³â ,  ùî
âïëèâàþòü íà ïðîäóêö³þ é ìåòàáîë³çì NO.

Yu.M. Kolesnik, A.M. Kamyshny, A.V. Abramov

SEARCH FOR WAYS TO CORRECT THYMIC
DYSFUNCTION IN RATS WITH EXPERIMENTAL
DIABETES MELLITUS

We investigated  the influence of multiple introductions of NO
precursor L-arginine and NOS non-selective blocker N-nitro-
L-arginine (NNLA) on thymic morpho-functional status in
Wistar male rats with experimental diabetes mellitus (EDM).
To reveal insulin-expressing, proliferating, Treg-cells, iNOS+-
cells and Bcl-2+-cells, the immunohistochemical methods of
direct and indirect immunofluorescence with monoclonal anti-
bodies to insulin, PCNA, CD-25 antigen. Bcl-2 and iNOS of
rat were used. It was established that NNLA administration to
rats with EDM has more pronounced effect in comparison
with L-arginine administration, demonstrating an increase in
the number of Treg-cells, insulin-expressing and proliferating
thymocytes and  a decrease in the density of iNOS+- and Bcl-
2+-cells population.
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