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Формування iмунологiчної толерантно-
стi до власних антигенiв є важливим ме-
ханiзмом, що попереджує розвиток аутоiм-
мунних захворювань. В останнi роки бу-
ла знайдена екстратимiчна експресiя цi-
лого ряду периферичних тканиноспецифi-
чних антигенiв (peripheral tissue-specific anti-
gens, PTSAs), у тому числi таких пан-
креатичних антигенiв як iнсулiн та про-
iнсулiн, регулятором ектопiчної транскри-
пцiї яких є аутоiмунний регулятор (Ai-
re) [1]. Численнi екстратимiчнi Aire-експре-
суючi клiтини (extrathymic Aire-expressing
cells, eTACs) знаходяться в лiмфатичних ву-
злах (ЛВ) та представляють собою один
з критичних факторiв формування перифе-
ричної iмунної толерантностi (ПIТ) [2]. Клi-
тини строми ЛВ, що включають фiбробла-
стнi ретикулярнi клiтини, фолiкулярнi ден-
дритнi клiтини i лiмфатичнi ендотелiальнi
клiтини — експресують PTSAs [3], однак
регулюється їх експресiя не лише eTACs,

а й транскрипцiйним регулятором Deaf1
(deformed autoregulatory factor 1) [4]. В свою
чергу, Aire та Deaf1 виступають важливи-
ми регуляторами диференцiювання ще одно-
го учасника негативного контролю розви-
тку АIЗ — iндуцибельних Т-регуляторних
клiтин (iTreg), експресуючих транскрипцiй-
ний фактор Foxp3 [5]. Дiя iTreg реалiзує-
ться через продукцiю супресорних цитокi-
нiв — IL10, IL13, IL35, TGFв [6], перфо-
рин- та гранзим-залежний цитолiз ефектор-
них клiтин та залежить вiд експресiї нега-
тивних костимуляторних молекул, таких як
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4) [7]. Так, стромальнi Deaf1-експре-
суючi клiтини брижових лiмфатичних ву-
злiв (БЛВ) виробляють ретиноєву кислоту,
яка сприяє розвитку Foxp3+-регуляторних
Т-клiтин [8], а Yang S. та iн. (2015) пока-
зав здатнiсть Aire генерувати в перинаталь-
ний перiод (до 10 дiб пiсля народження
включно) особливу популяцiю Foxp3+Treg-
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клiтин, яка стiйко зберiгається у дорослих
мишей також [9].

В свою чергу, iнтранатальна гiперглiке-
мiя, що розвивається при гестацiйному дi-
абетi (ГД), може впливати на морфогенез
органiв iмунної системи i призводить до по-
рушень формування ПIТ до панкреатичних
АГ. Використання слизової оболонки є при-
вабливим шляхом лiкування для введення
антигенiв як толерогенiв, особливо у моло-
дих та здорових дiтей. У тваринних моде-
лях, оральне або iнтраназальне введення ан-

тигену може iндукувати ПIТ, а головним
мiсцем для iндукцiї ПIТ є брижовi лiмфа-
тичнi вузли (БЛВ), в яких вiдбувається iн-
тенсивна активацiя наївних Т-лiмфоцитiв та
їх диференцiацiя в субпопуляцiю ефектор-
них клiтин [10]. Тому, метою роботи було
з’ясувати рiвень експресiї мРНК генiв Aire,

Deaf1, Foxp3, Ctla4 Il10 в брижових лiмфа-
тичних вузлах у нащадкiв щурiв з експери-
ментальним гестацiйним дiабетом i в умовах
формування оральної толерантностi до iнсу-
лiну.

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ

Дослiджуванi тварини були розподiленi
на 6 експериментальних груп по 20 особин:
нащадки (самцi) iнтактних щурiв лiнiї Wi-
star вiком 1 мiсяць (група 1) i 6 мiсяцiв (гру-
па 2), яким на 15-у добу датованої вагiтно-
стi одноразово внутрiшньочеревно вводили
0,5 мл 0,1 М цитратного буфера (рН = 4,5);
нащадки щурiв лiнiї Wistar (самцi) з експе-
риментальним гестацiйним дiабетом (ЕГД)
вiком 1 мiсяць (група 3) i 6 мiсяцiв (гру-
па 4), яким на 15-у добу датованої вагi-
тностi одноразово внутрiшньочеревно вводи-
ли стрептозотоцин в дозi 45 мг/кг; нащад-
ки щурiв з ЕГД вiком 1 мiсяць (група 5),
яким перорально за допомогою пiпетки про-
тягом перших 14 днiв життя вводили люд-
ський iнсулiн короткої дiї (ACTRAPID®

HM, NOVO NORDISK, Данiя) в дозi 30 МО
(1050 мкг = 1,05 мг, 1 МО вiдповiдає 35 мкг
безводного людського iнсулiну); нащадки
щурiв з ЕГД вiком 6 мiсяцiв (група 6), яким
перорально протягом перших 14 днiв життя
вводили iнсулiн в дозi 30 МО.

Об’єктом для молекулярно-генетичних
дослiджень методом полiмеразної ланцюго-
вої реакцiї зi зворотною транскрипцiєю в ре-
жимi реального часу (ЗТ-ПЛР) у експери-
ментальних тварин були БЛВ, якi помiщали
в фiксатор Буена, проводили дегiдратацiю
в висхiдних концентрацiях етанолу i укла-
дали в парафiновi блоки. Молекулярно-гене-
тичнi дослiдження проведенi на архiвному
матерiалi вiком 2 роки. РНК отримували
з гiстологiчних зрiзiв завтовшки 15 мкм, для
цього проводили їх депарафiнiзацiю в кси-

лолi та регiдратацiю в низхiдних концентра-
цiях етанолу (100 %, 96 %, 70 %). Видiлення
тотальної РНК проводили з використанням
набору «Trizol RNA Prep 100» (Iзоген Lab.,
LTD, Росiя), який мiстить Trizol reagent (лi-
зуючий реагент, до складу якого входить
денатуруючий агент гуанiдинтiоционат та
фенол с рН =4.0) та ExtraGene Е (суспензiя
сумiшi iонообмiнникiв). РНК видiляли вiд-
повiдно протоколу до набору.

Для проведення зворотної транскрипцiї
i отримання кДНК використовували набiр
ОТ-1 фiрми «Синтол» (Росiя). Реакцiйна су-
мiш загальним об’ємом 25 мкл мiстила 1 мкл
Random-6 праймера, 2 мкл тотальної РНК,
8,5 мкл деiонiзованої Н2О, очищеної вiд ну-
клеаз, 12,5 мкл 2,5× реакцiйної сумiшi та
1 мкл ревертази MMLV-RT. Зворотну транс-
крипцiю проводили при 45 ℃ впродовж 45
хвилин з наступним нагрiванням для iнакти-
вацiї MMLV-RT протягом 5 хв при 92℃.

Для визначення рiвня експре-
сiї мРНК дослiджуваних генiв Aire

(NM_001106379.1), Deaf1 (NM_031801.1),
Foxp3 (NM_001108250.1), IL10

(NM_012854.2) та Ctla4 (NM_031674.1) ви-
користовували амплiфiкатор CFX96™Real-
Time PCR Detection Systems («Bio-Rad
Laboratories, Inc.», США) i набiр реактивiв
Maxima SYBR Green/ROX qPCR MasterMix
(2X) (ThermoScientific, США). Фiнальна
реакцiйна сумiш для амплiфiкацiї включала
барвник SYBR Green, ДНК — полiмеразу
Maxima HotStartTaq DNA Polymerase, по
0,2 мкл прямого i зворотного специфiч-
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них праймерiв, 1 мкл матрицi (кДНК).
Реакцiйну сумiш доводили до загально-
го об’єму 25 мкл додаванням деiонiзо-
ваної Н2О. Специфiчнi пари праймерiв
(5′–3′) для аналiзу дослiджуваних i рефе-
ренсного генiв були пiдiбранi за допомо-
гою програмного забезпечення PrimerBlast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) та
виготовленi фiрмою Metabion (Нiмеччина)
(табл. 1).

Пiсля початкової денатурацiї протягом
10 хв при 95 ℃ амплiфiкацiя складалася з 45
циклiв та проводилася за таких умов: де-
натурацiя — 95 ℃, 15 с, отжиг — 59–61 ℃,
30–60 с, елонгацiя — 72 ℃, 30 с. В якостi ре-
ференс-гену для визначення вiдносного зна-
чення змiни рiвня експресiї дослiджуваних
генiв був використаний ген глицеральдегiд-
3-фосфат дегiдрогенази (GAPDH ). Вiдно-
сну нормалiзовану кiлькiсть кДНК тарге-
тних генiв визначали за методом ДДCt. Ста-
тистичний аналiз даних ПЛР проводили за
допомогою програмного забезпечення CFX
Manager™ (Bio-Rad, США). В експеримент
були включенi негативнi контролi: без дода-
вання кДНК матрицi в реакцiю ПЛР, без
додавання мРНК матрицi в синтезi кДНК,
без додавання ферменту в синтезi кДНК.
Усi реакцiї амплiфiкацiї виконували на iнди-
вiдуальних зразках у трьох повторах.

Структуру популяцiї Foxp3+-лiмфоци-
тiв вивчали на пiдставi аналiзу серiйних гi-

стологiчних зрiзiв БЛВ i даних їх морфо-
метричних та денситометричних характери-
стик. Для проведення даного дослiдження
на ротацiйному мiкротомi MICROM HR-360
(Microm, Нiмеччина) робили 5-мiкроннi се-
рiйнi зрiзи БЛВ, якi потiм депарафiнiзували
в ксилолi, проводили регiдратацiю в низ-
хiдних концентрацiях етанолу (100 %, 96%,
70 %), вiдмивали у 0,1 М фосфатному бу-
ферi (pН= 7,4) i фарбували з первинни-
ми кролячими полiклональними антитiлами
(ПКАТ) до Foxp3 (Santa Cruz Biotechnology,
США, sc-1550-R) протягом 18 год у воло-
гiй камерi при t= 4 ℃. Пiсля вiдмивання
надлишку первинних антитiл в 0,1 М фос-
фатному буферi, зрiзи iнкубували 60 хв
(t = 37 ℃) з вторинними антитiлами до пов-
ної молекули IgG кролика (Santa Cruz Bio-
technology, США), кон’югованими з FITC.
Пiсля iнкубацiї всi зрiзи промивали 0,1 М
фосфатним буфером i розмiщували в сумi-
шi глiцерину та фосфатного буфера (1:9)
для подальшої люмiнесцентної мiкроскопiї.
Обробленi гiстологiчнi зрiзи вивчали за
допомогою комп’ютерної програми Image J
(NIH, США). Зображення, що отримується
на мiкроскопi Primo Star (ZEISS, Нiмеччи-
на) в ультрафiолетовому спектрi збуджен-
ня 390 нм (FITC) за допомогою високо-
чутливої камери Axio Cam 5c (ZEISS, Нi-
меччина) i пакета програм для отриман-
ня, архiвування та пiдготовки зображень до

Т а б л и ц я

Специфiчнi пари праймерiв (5′-3′) для аналiзу дослiджуваних i референсного генiв

Ген Праймер Tm, ℃
Product

length (bp)
Exon

junction

Aire F= GCCTAAAGCCAGTGATCCGA
R= TCTCTACCCTGGGTTCCCTTT

59.82
59.85

43 850
851

Deaf1 F= GCAGAGAGGAAGGAGCAGTC
R= GTGCACTCACTCATGGCCT

59.82
60.00

59 1605
1606

Foxp3 F= CGAGACTTGGAAGTCAGCCAC
R= TCTGAGGCAGGCTGGATAACG

60.94
61.91

61 214
215

IL10 F= AGTGGAGCAGGTGAAGAATGA
R= GACACCTTTGTCTTGGAGCTTATTA

59.02
59.06

49 445
446

Ctla4 F= TACAGTTTCCTGGTCACCGC
R= AGGACTTCTTTTCTTTAGCGTCCT

59.97
59.96

57 567
568

GAPDH F= GCCTGGAGAAACCTGCCAAG
R= GCCTGCTTCACCACCTTCT

61.00
60.00

52 825
826
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публiкацiї Axio Vision 4.7.2 (ZEISS, Нiмеч-
чина) негайно вводили в комп’ютер. При
цьому в автоматичному режимi визначали-
ся областi зi статистично значущою флю-
оресценцiєю, характерною для лiмфоцитiв,
експресуючих Foxp3. Обчислювалися мор-
фометричнi та денситометричнi характери-
стики iмунопозитивних клiтин. Визначали
абсолютну (кiлькiсть клiтин на 1 мм2 площi
зрiзу) i вiдносну (%) щiльнiсть розподiлу
iмунопозитивних клiтин рiзних класiв в до-

слiджених зонах БЛУ. Концентрацiю транс-
крипцiйного фактору Foxp3 визначали вра-
ховуючи iнтенсивнiсть флюоресценцiї iден-
тифiкованих iмунопозитивних клiтин i не-
специфiчну флюоресценцiю препарату (так
званий «фон»). На пiдставi цих показникiв
обчислювалася коректована клiтинна флю-
оресценцiя (в умовних одиницях iнтенсивно-
стi флюоресценцiї УОIФ): Integrated Density
(iнтегрована щiльнiсть) — (площа видiлених
клiтин * середню флюоресценцiю фона).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Дослiдження експресiї гену Aire в БЛВ
показало, що у нащадкiв щурiв з ЕГД
спостерiгається значне зниження вмiсту
мРНК аутоiмунного регулятора (в 8,1 рази
(p < 0,05) у 1-мiсячних та в 2,3 рази (p < 0,05)
у 6-мiсячних нащадкiв у порiвняннi з кон-
трольною групою тварин (рис. 1 А, В). Вмiст
мРНК транскрипцiйного регулятора Deaf1

у 1-мiсячних тварин достовiрно не змiню-
вався, а у 6-мiсячних нащадкiв спостерiга-
лося її зменшення в 9,2 рази (p < 0,05) (див.
рис. 1 С, D). Що стосується мРНК транскри-
пцiйного фактору Foxp3, то у 1-мiсячних
щурiв цiєї групи виявлено значне його змен-
шення — у 50 раз (p < 0,05), а у 6-мiсячних —

в 2,5 рази (p < 0,05) у порiвняннi з контро-
лем (див. рис. 1 E, F).

Групи тварин, нащадкiв щурiв з ЕГД,
яким перорально протягом перших 14 днiв
життя вводили iнсулiн показали наступнi ре-
зультати: у 1-мiсячних щурiв спостерiгалася
транскрипцiйна iндукцiя гену Aire — вмiст
мРНК аутоiмунного регулятора збiльшував-
ся в 13,2 рази (p < 0,05), у 6-мiсячних — в 2
рази (p < 0,05) (рис. 2 А, В). Транскрипцiй-
ний регулятор Deaf1 в першiй вiковiй групi
продемонстрував значне зростання — в 11,5
разiв (p < 0,05), а в наступнiй повертався до
рiвня ЕГД (див. рис. 2 С, D). Дослiдження
експресiї транскрипцiйного фактору Foxp3

Рис. 1. Вiдносна нормалiзована кiлькiсть мРНК генiв Aire (А, B), Deaf1 (C, D) та Foxp3

(E, F) в клiтинах БЛВ. Нормалiзацiя за методом ддCt з референс-геном GAPDH. c1,
c6-контроль 1 i 6 мiс.; gd1, gd6 — нащадки щурiв з ЕГД.
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Рис. 2. Вiдносна нормалiзована кiлькiсть мРНК генiв Aire (А, B), Deaf1 (C, D) та Foxp3

(E, F) в клiтинах БЛВ. Нормалiзацiя за методом ДДCt з референс-геном GAPDH. gd1,
gd6 — нащадки щурiв з ЕГД; gd1 + ins, gd6 + ins — пiсля введень iнсулiну.

Рис. 3. Вiдносна нормалiзована кiлькiсть мРНК генiв Ctla4 (А, B) та IL10 (C, D)
в клiтинах БЛВ. Нормалiзацiя за методом ДДCt з референс-геном GAPDH. gd1, gd6 —
нащадки щурiв з ЕГД; gd1+ins, gd6+ins — пiсля введень iнсулiну.

показало, що у 1-мiсячних щурiв вiдбуло-
ся збiльшення вмiсту його мРНК в 5,2 ра-
зи (p < 0,05), а у 6-мiсячних — в 3,3 рази
(p < 0,05) (див. рис. 2 E, F).

В експериментальних групах, що отри-
мували перорально iнсулiн, також були до-
слiдженi експресiя мРНК костимуляторних
молекул Ctla4 та Тreg-залежного супресор-

ного цитокiну IL-10. Були отриманi наступнi
результати: у вiцi 1 мiсяця вiдносна кiль-
кiсть мРНК гену Ctla4 зросла у 12,2 рази
(p < 0,05), а у вiцi 6 мiсяцiв — достовiрно
не змiнювалась (рис. 3А, В). Вмiст мРНК
IL-10, навпаки, у першiй вiковiй групi не
змiнювався, проте в 6-мiсячних щурiв вiн
зрiс у 15 раз (p < 0,05) (див. рис. 3 С,D).
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Рис. 4. Сумарна щiльнiсть (на 1 мм2) Foxp3+ клiтин в корковому плато i м’якотних
тяжах БЛВ у 1-мiс (А) и 6-мiс (В) нащадкiв щурiв з ЕГД та пiсля введення iнсулiну.

* — p < 0.05 у порiвняннi з контролем, # — p < 0.05 у порiвняннi з ЕГД.

Рис. 5. Щiльнiсть популяцiї (на 1 мм2) Foxp3+ -клiтин окремих класiв i концентрацiя
в них Foxp3 в корковому плато i м’якотних тяжах БЛВ у 1-мiс (А, C, E) и 6-мiс (В, D, F)
нащадкiв щурiв з ЕГД та пiсля введень iнсулiну.

* — p < 0.05 у порiвняннi з контролем, # — p < 0.05 у порiвняннi з ЕГД.

Аналiз серiйних зрiзiв брижових лiмфа-
тичних вузлiв нащадкiв контрольних щурiв
лiнiї Wistar та нащадкiв щурiв з ЕГД, попе-
редньо iнкубованих з АТ до Foxp3 показав
наступне: сумарна щiльнiсть Foxp3+-лiмфо-
цитiв у корковому плато групи контролю
становила 44± 4 на 1 мм2, а у нащадкiв
щурiв з ЕГД — 19± 3 на 1 мм2, що на 57 %
нижче (рис. 4А).

Це зниження у вiцi одного мiсяця вiд-
булося за рахунок усiх пiдкласiв лiмфо-
їдних клiтин: найбiльш значуще знизилась
кiлькiсть лiмфобластiв — на 78 %, серед-
нiх на 55% та малих лiмфоцитiв на 46 %
(рис. 5 A, C,E). Що стосується концентрацiї

транскрипцiйного фактора, то вона досто-
вiрно знизилась в усiх пiдкласах лiмфоци-
тiв: лiмфобласти — на 62 %, середнi лiмфо-
цити — на 64 % та малi лiмфоцити — на
55 %. У вiцi 6 мiсяцiв тенденцiя по знижен-
ню сумарної щiльностi зберiгалась: спосте-
рiгалося зниження її до 18± 2 на 1 мм2

проти 39± 3 на 1 мм2 (на 54 %, p < 0,05,
рис. 4 В), переважно за рахунок середнiх
та малих лiмфоцитiв. Але у 6-мiсячних
щурят з ЕГД не зафiксовано достовiрних
вiдмiнностей концентрацiї транскрипцiйно-
го фактору Foxp3 вiд контрольної групи
(див. рис. 5 B,D, F). У мозкових тяжах су-
марна щiльнiсть Foxp3+-лiмфоцитiв у на-
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щадкiв щурiв з ЕГД знижувалась на 76 %
(p < 0,05) у вiцi 1 мiсяця i на 64 % (p < 0,05)
у вiцi 6 мiсяцiв (див. рис. 4 А,В), це знижен-
ня спостерiгалось в усiх пiдкласах лiмфоци-
тiв. Концентрацiя Foxp3 достовiрно змiнила-
ся лише у категорiї малих лiмфоцитiв – зро-
сла в обох вiкових групах (див. рис. 5E, F).
У 1-мiсячних нащадкiв щурiв з ЕГД, якi
отримували пероральний iнсулiн, сумарна
щiльнiсть Foxp3+-клiтин в корковому плато
достовiрно не змiнилась, а у 6-мiсячних —
спостерiгалось її пiдвищення в 2,2 рази
(p < 0,05), в м’якотних тяжах цей показник
зростав у 2,3 рази (p < 0,05) у 1-мiсячних
i в 2,6 разiв (p < 0,05) у 6-мiсячних щурят
(див. рис. 4 А, В) за рахунок пiдвищення
ЩП всiх класiв Т-регуляторних лимфоцитiв
(див. рис. 5A–F).

Становлення ПIТ може вiдбуватися си-
стемно пiсля надходження антигенiв з їжею,
але немає нiяких пiдстав сумнiватися в тому,
що це вiдбувається в основному в межах
локальної iмунної системи слизової оболон-
ки. БЛВ — це основне мiсце для iндукцiї
оральної толерантностi (ОТ) серед iнших
лiмфоїдних тканин. Презентацiя харчових
антигенiв

вiдбувається саме в БЛВ, а не пейєрових
бляшках (ПБ) та дрiбних лiмфоїдних стру-
ктурах кишкової стiнки [11]. ОТ не може
бути iндукована у мишей, позбавлених БЛВ,
але це не впливає на тварин, в яких було
видалено ПБ [12]. Крiм того, було показа-
но, що дендритнi клiтини (ДК) стабiльно
мiгрували з кишкового епiтелiю i ПБ в БЛВ,
так що є чiткий механiзм, згiдно з яким ан-
тиген з поверхнi епiтелiю шлунково-кишко-
вого тракту доставляється в БЛВ, де вiд-
бувається Т-клiтинне становлення iмунної
толерантностi [13]. Найбiльш показовим до-
казом є дослiдження Worbs та iн. (2006), якi
демонструють, що у мишей БЛВ є обов’яз-
ковими i єдиними мiсцями iндукцiї оральної
толерантностi [14]. Зокрема, пролiферацiя
Т-лiмфоцитiв з трансгенним T-клiтинним
рецептором пiсля орального введення анти-
гену спостерiгається вже через 2 днi в БЛВ,
але не ранiше 4-го дня в периферичних лiм-
фатичних вузлах мишей. Використання пре-
парату FTY720 (блокатор емiграцiї лiмфо-
цитiв з ЛВ) або хiрургiчне видалення БЛВ

порушувало цей процес. Автори використо-
вували двi експериментальнi системи, щоб
показати, що антигеннавантаженi ДК, мi-
груючi з кишкової стiнки до БЛВ можуть
викликати толерантнiсть БЛВ-резидентних
Т-клiтин. Перша: тварина з пересадженим
кишкiвником, в якому кровоноснi судини
анастомозованi з господарем, а лiмфатична
система вiддiлена. Пероральне введення бiл-
ка активувало Т-клiтини тiльки в господаря,
а не в трансплантованих БЛВ, якi необхiдно
було стимулювати. Друга: мишi, дефiцитнi
по хемокiновим рецепторам CCR7, що по-
рушувало мiграцiю ДК в БЛВ. У цiєї гру-
пи були вiдсутнi, як Т-клiтинна стимуляцiя,
так i функцiональна оральна толерантнiсть.
Цi експерименти демонструють, що ОТ гене-
рується виключно в БЛВ з антигенами, якi
транспортуються ДК з поверхнi кишкiвника
через аферентнi лiмфатичнi судини.

З iншого боку, клiнiчним проявам ЦД1
передує поява аутоантитiл до рiзних острiв-
цевих аутоантигенiв, демонструючи втрату
iмунологiчної толерантностi до бета-клiтин.
Розвиток ЦД1 у осiб з множинними острiв-
цевими аутоантитiлами практично немину-
чий, це додатково збiльшує iнтерес до спроб
втрутитися в процес хвороби до розвитку
гiперглiкемiї. Бiльшiсть дослiджень, в про-
цесi яких були проведенi спроби iндукува-
ти ОТ до iнсулiну охоплювали пацiєнтiв
з нещодавно виявленим ЦД1 (як правило,
протягом 6 тижнiв вiд постановки дiагно-
зу), мали вельми обмежений успiх [15]. Цей
результат можна частково пояснити стадi-
єю захворювання i прогресуючою втратою
бета-клiтин, на додаток до поганого кон-
тролю глiкемiї i метаболiчного стресу бета-
клiтин пiд впливом запалення. На жаль,
кiлька спроб запобiгти ЦД1 за допомогою
iмунотерапiї у серопозитивних осiб, схиль-
них до ризику захворювання не увiнчалися
успiхом [16]. На наш погляд, iснують кiль-
ка пояснень цих невдач, в тому числi тип
лiкарського засобу або острiвцевих аутоан-
тигенiв, дозування i спосiб введення. Але
найбiльш привабливим i простим рiшенням
iмовiрно може бути первинна профiлакти-
ка — до виникнення сероконверсiї, саме то-
му ми вибрали такий шлях. Правильнiсть
такого пiдходу пiдтверджується i попереднi-

56 Проблеми ендокринної патологiї №3, 2016



Експериментальнi дослiдження

ми результатами дослiдження E. Bonifacio
et al. (2015), якi провели подвiйне слiпе,
плацебо-контрольоване, дозозалежне, клiнi-
чне експериментальне дослiдження з метою
оцiнки iмунної вiдповiдi i побiчних ефектiв,
пов’язаних з перорально введеним iнсулiном
у здорових, аутоантитiл-негативних дiтей,
з генетичним ризиком розвитку ЦД1 [17].
Цей метод виявився безпечним, без будь-
яких вагомих побiчних ефектiв, пов’язаних
з лiкуванням. Не було зафiксовано жодно-
го епiзоду гiпоглiкемiї (незважаючи на що-
денну дозу iнсулiну до 67,5 мг), алергiчних
реакцiй або небажаної iндукцiї аутоiмунiте-
ту до острiвцiв. Замiсть того, спостерiгали-
ся CD4+-Т-клiтиннi пролiферативнi реакцiї
на iнсулiн Т-регуляторного типу, що пiд-

тверджувалося транскриптомним аналiзом
клонових CD4 Т-лiмфоцитiв, що реагують
на iнсулiн або проiнсулiн i знаходженням
Foxp3 [18]. Використання слизової оболон-
ки є привабливим шляхом лiкування для
введення антигенiв як толерогенiв, особливо
у молодих i здорових дiтей. У тваринних
моделях, оральне або iнтраназальне введен-
ня антигену також може викликати специфi-
чне iмунне регулювання толерогенного на-
прямку [19]. Нашi результати також пiдтвер-
джуються даними про те, що зниження рiв-
ня експресiї мРНК Deaf1 в умовах стрепто-
зотоцин-iндукованого дiабету iнгiбує дифе-
ренцiювання Foxp3+-регуляторних T-клiтин
в панкреатичних лiмфатичних вузлах щу-
рiв [20].

ВИСНОВКИ

1. На нашу думку, можливо видiлити де-
кiлька ключових механiзмiв порушень
формування периферичної iмунологi-
чної толерантностi до панкреатичних
антигенiв в БЛВ у нащадкiв щурiв
з ЕГД (рис. 6).

2. Транскрипцiйна репресiя гена Aire,
зниження рiвня мРНК Deaf1, порушу-

ють ектопiчну транскрипцiю в БЛВ
панкреатичних антигенiв; знижен-
ня рiвня мРНК Foxp3 i кiлькостi
Т-регуляторних клiтин призводить до
дефiциту супресорної сигналiзацiї, що
пiдтверджується також пригнiченням
експресiї генiв супресорного цитокiну

Рис. 6. Можливi механiзми порушень формування периферичної iмунологiчної толеран-
тностi до панкреатичних антигенiв в БЛВ у нащадкiв щурiв з ЕГД.
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IL10 та негативної костимуляторної
молекули Ctla4.

3. Пероральне введення iнсулiну в пер-
шi 2 тижнi нiвелювало вищеозначенi
змiни. Воно викликало транскрипцiй-

ну активацiю генiв AIRE, Deaf1, Foxp3,

Ctla4 i Il-10, збiльшувало кiлькiсть
Foxp3+-клiтин в БЛВ.
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ЗМIНИ РIВНЯ ЕКСПРЕСIЇ мРНК ГЕНIВ AIRE, DEAF1, FOXP3, CTLA4 I IL10

В БРИЖОВИХ ЛIМФАТИЧНИХ ВУЗЛАХ У НАЩАДКIВ ЩУРIВ
З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИМ ГЕСТАЦIЙНИМ ДIАБЕТОМ I В УМОВАХ

ФОРМУВАННЯ ОРАЛЬНОЇ ТОЛЕРАНТНОСТI ДО IНСУЛIНУ

Прозорова Т. М., Камишний О. М.

Запорiзький державний медичний унiверситет, м. Запорiжжя
alexkamyshny@yandex.ru

За допомогою молекулярно-генетичних методiв дослiджували рiвень експресiї мРНК генiв
AIRE, Deaf1, Foxp3, Ctla4 i Il-10 у нащадкiв щурiв з експериментальним гестацiйним дiабетом
(ЕГД) i в умовах формування оральної толерантностi до iнсулiну. Для визначення рiвня мРНК
дослiджуваних генiв проводили ЗТ-ПЦР в реальному часi на амплiфiкаторi CFX96 ™ Real-
Time PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США). У нащадкiв щурiв з ЕГД
спостерiгалися такi порушення iмунотолерантностi: репресiя гена AIRE, зниження рiвня мРНК
Deaf1, транскрипцiйного фактору Foxp3. Знижувалося кiлькiсть Т-регуляторних клiтин, що
пiдтверджувалося пригнiченням експресiї генiв супресорного цитокiну Il-10 i негативної костi-
муляторної молекули Ctla4. Пероральне введення iнсулiну в першi 2 тижнi нiвелювало цi змiни.
Воно викликало транскрипцiйну активацiю генiв AIRE, Deaf1, Foxp3, Ctla4 i Il-10, збiльшувало
кiлькiсть Foxp3+-клiтин в БЛВ.

К л ю ч о в i с л о в а: експериментальний гестацiйний дiабет, брижовi лiмфатичнi вузли,
Aire, Deaf1, Foxp3.

58 Проблеми ендокринної патологiї №3, 2016



Експериментальнi дослiдження

ИЗМЕНЕНИЯ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ мРНК ГЕНОВ AIRE, DEAF1, FOXP3,

CTLA4 И IL-10 В БРЫЖЕЕЧНЫХ ЛИМФАТИЧЕСКИХ УЗЛАХ У ПОТОМКОВ
КРЫС С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ ГЕСТАЦИОННЫМ ДИАБЕТОМ
И В УСЛОВИЯХ ФОРМИРОВАНИЯ ОРАЛЬНОЙ ТОЛЕРАНТНОСТИ

К ИНСУЛИНУ

Прозорова Т. М., Камышный А. М.

Запорожский государственный медицинский университет, г. Запорожье
alexkamyshny@yandex.ru

С помощью молекулярно-генетических методов исследовали уровень экспрессии мРНК
генов AIRE, Deaf1, Foxp3, Ctla4 и Il-10 у потомков крыс с экспериментальным гестацион-
ным диабетом (ЭГД) и в условиях формирования оральной толерантности к инсулину. Для
определения уровня мРНК исследуемых генов проводили ОТ-ПЦР в реальном времени на
амплификаторе CFX96 ™ Real-Time PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США).
У потомков крыс с ЭГД наблюдались такие нарушения иммунотолерантности: репрессия гена
AIRE, снижение уровня мРНК Deaf1, транскрипционного фактора Foxp3. Снижалось количе-
ство Т-регуляторных клеток, что подтверждалось угнетением экспрессии генов супрессорного
цитокина Il-10 и негативной костимуляторной молекулы Ctla4. Пероральное введение инсулина
в первые 2 недели нивелировало эти изменения. Оно вызывало транскрипционную активацию
генов AIRE, Deaf1, Foxp3, Ctla4 и Il-10, увеличивало количество Foxp3+-клеток в БЛУ.
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Using molecular genetic and immunofluorescence techniques it was investigated the mRNA gene
expression level of Aire, Deaf1, Foxp3, Ctla4 and Il-10 in the offspring of rats with experimental
gestational diabetes and in conditions of insulin oral tolerance formation. To determine the level of
mRNA it was studied gene RT-PCR and was performed in real time thermocycler CFX96 ™ Real-
Time PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», USA). It was observed such violations of
immunotolerance: AIRE gene repression, reduced mRNA levels of Deaf1 and the transcription factor
Foxp3. Numbers of T-regulatory cells were decreased, which was confirmed by inhibition of gene
expression cytokine Il-10 and the negative Ctla4 costimulatory molecule. Oral injection of insulin
during first 2 weeks compensated these changes. It caused transcriptional activation of the gene
AIRE, Deaf1, Foxp3, Ctla4 and Il-10, increased the number of Foxp3+ cells in mesenteric lymph
nodes.
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