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Експериментальна модель конканавалін-А (КонА)  
індукованого гепатиту широко використовується 

для вивчення ушкодження печінки, опосередкованого 
імунними механізмами Т-клітинного ґенезу [1]. При 
введенні мишам поліклонального активатора Т-клітин 
мітогену КонА відтворюється ряд характерних рис, 
властивих для захворювань печінки людини. Зокрема, це 
стосується клітин, задіяних в ініціації та посиленні запа-
лення (CD4+ Т-лімфоцити, природні кілери Т-клітини, 
клітини Купфера, нейтрофіли тощо), їх активації та 
інфільтрації [1,2]. Останнім часом активно вивчається 
участь різних шляхів клітинної смерті в етіопатогенезі 
захворювань, однак загибель імунокомпетентних клітин 
(ІКК) за умов КонА-індукованого ушкодження печінки 
вивчена недостатньо. Більшість дослідників нині визна-
чають пасивну клітинну загибель (некроз) та активну, 
програмовану смерть клітин за кількома різними шляха-
ми (апоптоз, апоптозоподібна загибель, некрозоподібна 
загибель, аутофагія тощо). Некроз, найважливішими 
рисами якого є втрата цілісності плазматичної мембрани 

і вихід клітинного вмісту в тканини, запускає і погли-
блює запальні процеси, може призводити до формування 
імунних реакцій відносно раніше прихованих власних 
внутрішньоклітинних антигенів [3]. У результаті не-
крозу лейкоцитів, що інфільтрують вогнище запалення, 
має місце вихід значної кількості біологічно активних 
та ушкоджуючих тканини молекул, що, посилюють ін-
фільтрацію і запалення. Апоптотична загибель – більш 
фізіологічний шлях елімінації клітин, ніж некроз. Однак 
як надмірне посилення, так і послаблення апоптозу ІКК 
ведуть до порушення гомеостазу (імунодефіцитні стани, 
аутоімунні патології) [4,5]. Отримано дані про зміни за-
гибелі лейкоцитів як при захворюваннях печінки різного 
ґенезу, так і при їх моделюванні на тваринах [2,6,7,8]. 
Встановлено, що за умов КонА-гепатиту посилюється 
загибель активованих клітин природного й адаптивно-
го імунітету в печінці і в імунокомпетентних органах 
[1,2,8]. Однак шляхи клітинної загибелі практично не ви-
вчені, особливо на початкових етапах розвитку імунного 
КонА-опосередкованого ушкодження печінки. 
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У динаміці КонА-індукованого гепатиту вивчали апоптотичну та некротичну загибель клітин, виділених з тимуса та селезінки. 
Встановлено, що в тимоцитах зростання апоптозу відбувається раніше, ніж збільшення некрозу. В спленоцитах виявлено значне 
посилення некрозу в ранні строки дії КонА без суттєвих змін апоптозу. Інгібітор активації NF-kB андрографолід зменшував як 
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и селезенки. Установлено, что в тимоцитах усиление апоптоза происходит раньше, чем возрастание некроза. В спленоцитах 
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Мета роботи
Вивчити загибель клітин первинного та вторинного ор-

ганів імунної системи мишей (тимуса і селезінки) за апоп-
тотичним та некротичним шляхами в динаміці гострого 
імунного ушкодження печінки, викликаного КонА. 
Матеріали і методи дослідження
Дослідження проведені на статевозрілих самцях 

мишей лінії СВА. При роботі дотримувались поло-
жень Європейської конвенції щодо захисту хребетних 
тварин, яких використовують з експериментальною 
метою (Страсбург, 1986). Модель імунного гепатиту 
відтворювали шляхом введення в хвостову вену мишей 
КонА («Sigma») в дозі 25 мг/кг, контрольним тваринам 
вводили фізіологічний розчин. Через 2, 6, 12, 20 і 48 год 
клітини тимуса і селезінки виділяли за загальноприйня-
тою методикою механічної дисоціації з наступним гіпо-
тонічним лізисом еритроцитів. Більшість клітин (близько 
90%) в отриманих суспензіях становили лімфоцити, 
як було визначено при їх забарвленні за Папенгеймом. 
Дослідження дії андрографоліду (100 мг/кг), введеного 
внутрішньоочеревинно за 2 год до КонА, проводили 
через 20 год. 
Апоптоз і некроз виділених клітин визначали при їх 

прижиттєвому подвійному забарвленні флуоресцентни-
ми барвниками нуклеїнових кислот Хехст 33342 і йодид 
пропідіуму [9]. Останній проникає тільки в клітини з 
ушкодженими мембранами, що дає можливість визна-
чити некротичні клітини. Хехст 33342 проникає і через 
неушкоджені мембрани. Зв’язані з хроматином барвники 
дають змогу оцінити морфологічні риси ядерного матері-
алу, притаманні апоптозу. Використовували відеосистему 
передачі зображення з люмінесцентного мікроскопа «Лю-
мам И-1» (водно-імерсійний об’єктив х85) на комп’ютер. 
Визначали % живих, некротичних, апоптотичних і 
вторинно-некротичних клітин при підрахунку не менше 
200 клітин. Статистичну обробку даних проводили за до-
помогою однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA 
з подальшим порівнянням середніх значень між групами 
за тестом Ньюмена-Кейлса з використанням програми 
STATISTICА-6. Перед статистичним аналізом до всіх 
даних застосовували арксинус-перетворення за Фіше-
ром. Дані представлено як М±SD (середнє значення ± 
стандартне відхилення). Р<0,05 вважалося статистично 
вірогідним. 
Результати та їх обговорення
Введення поліклонального активатора Т-клітин КонА 

спричинює ураження печінки [1,2,6,8], максимально 
виражене через 12–20 год. При його розвитку спосте-
рігалось поступове зменшення відсотка живих клітин 
у суспензіях, виділених як з тимуса, так і з селезінки (рис. 
1). У первинному органі імунітету – тимусі – відзначено 
посилення апоптозу (вже через 2 год після введення 
КонА, з максимумом на 12 год), тоді як в селезінці ста-
тистично значимого збільшення апоптозу не виявлено 
(рис. 2А). Інші зміни спостерігались у динаміці некрозу 
клітин первинного і вторинного органів імунної системи 
мишей. Виявлено раннє (вже через 6 год після введення 

Рис.1. Відсоток живих клітин, виділених з тимуса і 
селезінки, в динаміці КонА-індукованого гепатиту. * – Р<0,05, 
** – Р<0,01, *** – Р<0,001 відносно контролю.

Рис. 2. Апоптоз (А) і некроз (Б) клітин, виділених з тиму-
са і селезінки, в динаміці КонА-індукованого гепатиту. За 
віссю ординат – відсоток клітин з морфологічними проявами 
апоптозу або некрозу. * – Р<0,05, ** – Р<0,01, *** – Р<0,001 
відносно контролю.
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КонА) посилення некротичної загибелі спленоцитів, тоді 
як статистично значуще підвищення некрозу тимоцитів 
відзначалось лише з 20 год (рис. 2 Б). 
Клітини вторинних лімфоїдних органів, периферичної 

крові й інфільтратів здебільшого підлягають дії проза-
пальних і пронекротичних факторів, що виділяються у 
пошкодженому органі та в крові. Це спостерігали при 
дослідженні клітин селезінки, коли некроз посилювався 
в ранні строки, ще до настання виражених морфологічних 
проявів ураження паренхіми печінки.
На різних стадіях апоптозу може відбутись втрата ці-

лісності плазматичної мембрани, що нині визначається 
як вторинний постапоптотичний некроз [3]. Виявлено 
збільшення відносної кількості вториннонекротичних 
клітин селезінки (з апоптотичними змінами ядер та 
ушкодженою плазматичною мембраною) з 1,4±0,81% у 
контролі до 3,8±2,0 через 20 год після введення КонА, 
P<0,05. Останнім часом вторинний постапоптотичний 
некроз, при якому також відбувається вихід клітинного 
вмісту назовні, розглядається як важливий патогенетич-
ний механізм розвитку запалення. 
З метою з’ясування окремих механізмів посилення клі-

тинної загибелі застосовували інгібітор активації ядерного 
транскрипційного фактора NF-kB андрографолід (Анд) 
[10]. Введення Анд послаблювало клітинну загибель, 
спричинену КонА. Апоптоз тимоцитів зменшувався з 
12,9±4,7% при введенні КонА до 2,4±1,4% при дії Анд, 
P<0,001 (контроль – 5,8±3,8%), а апоптоз спленоцитів 
– з 14,1±6,8 % при введенні КонА до 7,6±2,7%, P<0,05 
(контроль – 7,7±3,0%). Подібні результати отримали при 
дослідженні некротичної загибелі: некроз тимоцитів змен-
шувався з 11,8±5,6% при введенні КонА до 4,7±1,8% при 
дії Анд, P<0,01 (контроль – 3,7±1,9%), а некроз спленоци-
тів – з 15,1±5,3% при введенні КонА до 9,4±2,2%, P<0,01 
(контроль – 5,6±0,8%). Раніше встановлено, що інший 
інгібітор активації NF-kB куркумін також зменшував ви-
кликану КонА загибель ІКК [6]. Узагальнюючи отримані 
дані, можна вважати, що в посиленні як апоптотичної, 
так і некротичної загибелі ІКК за умов розвитку гостро-
го запального процесу в печінці, викликаного введенням 
поліклонального активатора Т-клітин КонА, задіяні NF-
kB-опосередковані механізми.
Висновки
1. Встановлено, що в динаміці розвитку КонА-індукованого 

гепатиту відбувається посилення клітинної загибелі і зменшен-
ня кількості живих клітин, виділених з тимуса і селезінки.

2. Виявлено різну динаміку посилення загибелі клі-
тин первинного і вторинного органів імунної системи: 
в клітинах тимуса зростання апоптозу відбувається 
раніше, ніж збільшення некрозу. В клітинах селезінки 
встановлено раннє посилення некрозу без суттєвого 
зростання апоптозу.

3. Інгібітор активації NF-kB андрографолід зменшу-
вав КонА-індуковану як некротичну, так і апоптотичну 
загибель клітин тимуса і селезінки. Це свідчить про 
NF-kB-опосередкований механізм посилення клітинної 
загибелі за умов експериментального імунного гепатиту 
Т-клітинного генезу. 
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