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ЕКСПРЕСІЯ ТРАНСКРИПЦІЙНИХ ФАКТОРІВ FOXP3 ТА RORT ПРИ
ГОСТРОМУ ІЛЕЇТІ У ЩУРІВ

Резюме. В експерименті досліджувався вплив гострого ілеїту на інтенсивність експресії транскрипційних факторів Foxp3
та RORt лімфоцитами тонкої кишки. Для визначення Foxp3+ та RORt+-клітин було застосовано метод непрямої імунофлюо-
ресценції з використанням моноклональних антитіл. Встановлено, що розвиток ілеїту супроводжувався зменшенням кількості
імунопозитивних лімфоцитів і впливав на концентрацію транскрипційних факторів у лімфоцитах.
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Вступ
Запальні захворювання кишківника (ЗЗК) складаються

з двох різних, але близькоспоріднених нозологій: ви-
разкового коліту та хвороби Крона. Виразковий коліт
залучає товсту кишку на рівні слизової оболонки, в той
час хвороба Крона характеризується трансмуральним
запаленням, і може вражати будь-який сегмент шлун-
ково-кишкового тракту від ротової порожнини до тов-
стої кишки, особливо клубову і ободову кишки
[Baumgart, Carding, 2007].

Ми зосередили увагу на Т-клітинах які можуть відігра-
вати певну роль у патофізіології запалення кишківни-
ка, а саме T-регуляторних лімфоцитах (Treg) і T-хелпе-
рах 17 типу (Th17). CD4+CD25+Foxp3+ Т-клітини, які вклю-
чають 5-10% CD4+ Т-клітин, мають потужний регуля-
торний потенціал і можуть відігравати важливу роль в
ряді аутоімунних та інфекційних захворювань, включа-
ючи хворобу Крона. Treg здатні істотно обмежувати
надмірні запальні/аутоімунні реакції [Izcue еt al., 2006].
Фактор транскрипції Foxp3, також відомий як Forkhead
box protein P3, Scurfin, керує фенотипічним перетво-
ренням наївних Т-клітин в Treg та є більш специфіч-
ним маркером Т регуляторних клітин, ніж більшість
маркерів клітинної поверхні. На противагу цьому, Th17
є новою і важливою субпопуляцією Т-хелперів, які мо-
жуть мати відношення до пошкодження тканин при зах-
ворюваннях, які як раніше вважалося, залежать від Th1
- енцефаломієліт, ЗЗК, ревматоїдний артрит і алергіч-
на гіперчутливість дихальних шляхів [Weaver еt al., 2007].
Основним регулятором диференціювання Th17 є транс-
крипційний фактор RORt. Тому, мета дослідження - вив-
чити особливості експресії транскрипційних факторів
Foxp3 та RORt клітинами кишково-асоційованої лімфої-
дної тканини (КАЛТ) у щурів з гострим експерименталь-
ним ілеїтом.

Матеріали та методи
Дослідження проведені на 20 самцях щурів лінії

Wistar. Тварини отримані з розплідника Об'єднання ве-
теринарної медицини ПП "Біомодельсервіс" (Київ). Ек-
спериментальну частину роботи виконували відповід-
но до національних "Загальних етичних принципів дос-
ліджень на тваринах" (Україна, 2001) і положень "Євро-

пейської конвенції про захист хребетних тварин, яких
використовують для експериментальних і інших науко-
вих цілей" (Страсбург, 1985). Тварини були розподілені
на дві групи по 10 щурів. Перша група - контрольні
тварини, друга група - тварини з експериментальною
патологією-гострим індометацин-індукованим ілеїтом
(ГІ). ГІ індукували одноразовим підшкірним введенням
0,15% розчину індометацину (Sigma, США) в дозі 15
мг/кг [Nandi, 2010]. На 5 добу після введення індомета-
цину тварин виводили з експерименту декапітуванням
під наркозом. Вилучали ділянки клубової кишки і на 20
годин занурювали в фіксатор Буена.

Структуру популяції Foxp3+ та RORt+-клітин вивчали
на підставі аналізу серійних гістологічних зрізів і даних
їх морфометричних та денсітометричних характерис-
тик. Для проведення даного дослідження на ротаційно-
му мікротомі MICROM HR-360 (Microm, Німеччина) ро-
били 5-мікронні серійні зрізи клубової кишки, які потім
депарафінували в ксилолі, проводили регідратацію в
низхідних концентраціях етанолу (100%, 96%, 70%),
відмивали у 0,1М фосфатному буфері (pН=7,4) і фар-
бували гематоксиліном-еозином. Для дослідження
структури популяції імунопозитивних лімфоцитів зрізи
інкубували з первинними кролячими моноклональни-
ми антитілами (МКАТ) до RORt щура або первинними
мишачими МКАТ до Foxp3 (Santa Cruz Biotechnology, США)
протягом 18 годин у вологій камері при Т=4°С. Після
відмивання надлишку первинних антитіл в 0,1 М фос-
фатному буфері, зрізи інкубували 60 хвилин (Т=37°С) з
вторинними антитілами до повної молекули IgG кроли-
ка або миші, кон'югованими з FITC. Після інкубації всі
зрізи промивали 0,1 М фосфатним буфером і розмі-
щували в суміші гліцерину і фосфатного буфера (1:9)
для подальшої люмінесцентної мікроскопії. Оброблені
гістологічні зрізи вивчали за допомогою комп'ютерної
програми Image J (NIH, США). Зображення, що отри-
мується на мікроскопі Primo Star (ZEISS, Німеччина) в
ультрафіолетовому спектрі збудження 390 нм (FITC) за
допомогою високочутливої камери Axio Cam 5c (ZEISS,
Німеччина) і пакета програм для отримання, архівуван-
ня та підготовки зображень до публікації Axio Vision 4.7.2
(ZEISS, Німеччина) негайно вводили в комп'ютер. При

37 6



“ Вісник Вінницького національного медичного університету”
2014, №2, Т.18

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

цьому в автоматичному режимі визначалися області зі
статистично значущою флюоресценцією, характерною
для лімфоїдних клітин експресуючих транскрипційних
факторів. Обчислювалися морфометричні і денсито-
метричні характеристики імунопозитивних клітин. Кон-
центрацію транскрипційного фактора визначали врахо-
вуючи інтенсивність флюоресценції ідентифікованих
імунопозитивних клітин і неспецифічну флюоресцен-
цію препарата (так званий "фон"). На підставі цих по-
казників обраховувалася коректована клітинна флюо-
ресценція (в умовних одиницях інтенсивності флюо-
ресценції УО

ІФ
): Integrated Density (інтегрована щільність)

- (площа виділених клітин * середню флюоресценцію
фона). При фарбуванні МКАТ досліджували Foxp3+ та
RORt+-лімфоцити, розташовані у власній пластинці
слизової оболонки ворсинок (ВПСОВ) і в ізольованих
лімфоїдних вузликах (ІЛВ) клубової кишки які є, відпо-
відно, ефекторними та індуктивними зонами імунної
відповіді в КАЛТ.

Результати. Обговорення
Розвиток ГІ у тварин супроводжувався макроскопіч-

ними змінами в тонкому кишківнику, а саме наявністю
вираженого набряку, гіперемії, множинних ерозій і ви-
разок. При гістологічному дослідженні тканин забарв-
лених гематоксиліном-еозином ми спостерігали озна-
ки запалення з пошкодженням епітеліального бар'єру,
дефектами ворсинок і сильною інфільтрацією власної
пластинки слизової оболонки нейтрофілами, макрофа-
гами і лімфоцитами.

Аналіз серійних зрізів клубової кишки щурів лінії
Wistar показав, що розвиток ГІ супроводжується одно-
спрямованим зменшенням у досліджуваних зонах клу-
бової кишки сумарної щільності популяції Foxp3+ лімфо-
цитів (у ВПСОВ на 32%; в ІЛВ на 29%, р<0,05) (рис. 1A),
зменшенням RORt+ лімфоцитів (у ВПСОВ на 18%; в
ІЛВ на 14%, р<0,05) (рис. 1B).

Вивчення інтенсивності флюоресценції імунопози-
тивних клітин у ВПСОВ, яке відображає концентрацію
транскрипційного фактора в
лімфоцитах показало, що
розвиток ГІ супроводжуєть-
ся достовірним зменшен-
ням концентрації Foxp3 в
лімфобластах (на 20%,
р<0,05), а також зменшен-
ням концентрації RORt в
лімфобластах (на 5%,
р<0,05) у порівнянні з конт-
ролем. В ІЛВ клубової киш-
ки ГІ викликав зниження
концентрація Foxp3 в
лімфобластах (на 99%,
р<0,05) а також зменшен-
ням концентрації RORt в
лімфобластах (на 5%,

р<0,05) у порівнянні з контролем.
Згідно з сучасними уявленнями щодо функцій Th17

і Treg лімфоцитів, під час розвитку ЗЗК відбувається
зміщення балансу цих клітин вбік збільшення Th17 (про-
запальна субпопуляція) і зменшення Treg (протизапальна
і імуносупресивна субпопуляція). Відомо, що Treg здатні
зменшувати прояви коліта, індукованого перенесенням
наївних Т-клітин в організм RAG2-/- мишей-реципієнтів.
За цих умов, Treg клітини мігрують в запалений кишкі-
вник і секретують протизапальний IL-10 [Uhlig et al., 2006].

Th17 пов'язані з численними аутоімунними захво-
рюваннями і ЗЗК. У тварин дефіцитних по ядерному
рецептору RORt послаблюється експериментально-
індуковані аутоімунні захворювання. Переміщення ди-
ференційованих Th17 в організм мишей з лімфопе-
нією призводить до розвитку коліту. Ці дані доводять,
що Th17 клітини відіграють центральну роль в патоге-
незі ЗЗК [Huber et al., 2012]. Fujino et al. [2003] показа-
ли, що експресія IL-17 (основний цитокін що секретуєть-
ся Th17) у слизовій оболонці кишківнику і в сироватці
збільшувалась у пацієнтів з ЗЗК. Цілком імовірно, що
ця зміна може бути пов'язана з зміненими імунними і
запальними реакціями у слизовій оболонці кишківнику
[Fujino et al., 2003]. Eastaff-Leung et al. [2010] показали,
що зменшення кількості Treg і збільшення Th17-клітин
спостерігається у периферійній крові пацієнтів з ЗЗК.
Dambacher et al. [2009] засвідчили, що пацієнти з хво-
робою Крона мають підвищений рівень IL-17A в слизо-
вої оболонці кишківника, власна пластинка містить
підвищену кількість Th17 клітин, а фактор транскрипції
RORt експресований на більш високих рівнях.

Отримані нами дані дещо не збігаються з результа-
тами інших дослідників. Зокрема, виявлене нами зни-
ження кількості Th17 можна пояснити тим, що різно-
манітні субпопуляції Th є досить пластичними і на ранніх
стадіях розвитку можуть диференціюватися в інші кліти-
ни. Яскравим підтвердженням цього є виявлення под-
війних позитивних Foxp3+RORt+ Т-лімфоцитів, які мо-
жуть надалі диференціюватися як в регуляторні кліти-
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Рис. 1. Сумарна щільність (на 1мм2) Foxp3+ (A) та RORt+ клітин (B) у ВПСОВ та ІЛВ
клубової кишки при розвитку гострого (ГІ) ілеіту у експериментальних тварин.
Примітка.  * - p<0,05.
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ни, що перешкоджають розвитку аутоімунних захворю-
вань, так і в прозапальні Th17-клітини. Тому, експресія
лімфоцитами транскрипційних факторів Foxp3 або
RORt ще не є свідченням їхнього термінального ди-
ференціювання й зовсім не факт, що RORt+ клітина
врешті-решт поповнить пул Th17-клітин, а не Treg [Tartar,
2010]. Ueno et al. [2013] показали, що кількість цирку-
люючих  подвійних IL-17 і Foxp3 експресуючих CD4+ Т-
клітин збільшується у пацієнтів з ЗЗК. Коекспресія RORt
і Foxp3 в цих клітинах передбачає перетворення з Treg
Th17 клітин. Це пов'язано зі зниженням супресорної
функції Foxp3 CD4+ Т-лімфоцитів [Ueno et al., 2013]. Крім
того, Ayyoub et al. [2009] повідомив що Tregs секрету-
ють IL-17 ex vivo і конститутивно експресують RORt. IL-
17-секретируючі Treg поділяють деякі фенотипічні і
функціональні особливості зі звичайними клітини Th17,
експресуючи високі рівні хемокінових рецепторів CCR4
і CCR6 і низькі рівні CXCR3. Однак, на відміну від зви-
чайних Th17, вони експресують низькі рівні CD161 і в
основному не секретують IL-22 і TNF- ex vivo. Cекреція
IL-17 і конститутивна експресія RORt людськими кліти-
нами пам'яті Treg припускає, що, на додаток до їх відо-
мих супресорних функцій ці клітини, ймовірно, грають
додаткові, поки що не описані, прозапальні функції
[Ayyoub et al., 2009].

Цитокіни, що виробляються Th17, стимулюють фор-
мування щільних контактів між епітеліоцитами кишків-
ника, забезпечуючи тим самим стійкість до бактеріаль-
ної транслокації через слизову оболонку шлунково-
кишкового тракту в кров. Th17 клітини також вплива-
ють на клітинні компоненти імунної системи шляхом
залучення нейтрофілів до місця запалення, стимулюю-
чи вироблення антимікробних пептидів з епітеліаль-

них клітин, збільшення виробництва матриксних мета-
лопротеіназ з фібробластів, підвищення продукції IgA.
Таким чином, виявлене зниження кількості Th17 ма-
буть може пояснити запалення кишківника опосеред-
коване посиленою бактеріальної транслокацією через
нещільні контакти між епітеліальними клітинами
[Blaschitz, Raffatellu, 2010]. Також, нещодавні дослідження
McGeachy et al. [2007] виявили потенційну гетерогенність
в популяціях клітин Th17, продемонструвавши, що деякі
з них можуть навіть секретувати IL-10, фактор, що інгібує
запалення кишківника. Таким чином, цілком можливо,
що функція Th17 клітин може відрізнятися залежно від
інших факторів, які можуть бути присутніми в локаль-
ному середовищі. У нормальному кишківнику, основ-
ною функцією клітин Th17 може бути вартова, яка сприяє
підтримці епітеліальної бар'єрної функції, тоді як в ділян-
ках хронічного запалення кишківника, високі рівні IL-17
та IL-23 можуть підтримувати прогресію патології
[McGeachy et al., 2007].

Висновки та перспективи подальш их
розробок

1. Розвиток ілеїту односпрямовано зменшує у КАЛТ
кількість Foxр3+ та ROR+ лімфоцитів.

2. В умовах гострого ілеїту спостерігається змен-
шення концентрації Foxp3 та RORt переважно в лімфоб-
ластах та малих лімфоцитах обох морфофункціональ-
них зонах кишківника.

Опираючись на проведені нами дослідження, вва-
жаємо доцільним і перспективним вивчення експресії
транскрипційних факторів Foxp3 та ROR у щурів з екс-
периментальним ілеїтом, скорегованим фармакологі-
чними засобами.
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Жеребятьев А.С. ,  Камышный А .М.,  Камышная В. А.
ЭКСПРЕССИЯ ТРАНСКРИП ЦИОНН ЫХ ФАКТОРОВ FOXP3 И R OR T ПРИ ОСТ РОМ ИЛЕИ ТЕ У КР ЫС
Резюме.  В эксперименте изучалось влияние острого илеита на интенсивность экспрессии транскрипционных факторов
Foxp3 и RORt лимфоцитами тонкого кишечника. Для определения Foxp3+ и RORt+-клеток был применен метод непрямой
иммунофлюоресценции с использованием моноклональных антител. Установлено, что развитие илеита сопровождалось
уменьшением количества иммунопозитивных лимфоцитов и влияло на концентрацию транскрипционных факторов в лим-
фоцитах.
Ключевые слова: экспериментальный илеит, воспалительные заболевания кишечника, Th17, регуляторные Т-клетки.

Zherebiatiev  А.S. ,  Kamyshnyi A.M.,  Kamyshnaia V .A.
THE EXPRESSION OF THE TRANSCRIPTION FACTORS FOXP3 AND ROR T IN RATS W ITH ACUTE ILEITIS
Summary. We studied the effect of acute ileitis on expression intensity of the transcription factor Forkhead box p3 (Foxp3) and the
transcription factor retinoic acid-related orphan receptor-t (ROR-t), with lymphocytes of small intestine. The Foxp3+ and RORt+-cells
were determined using an indirect immunofluorescence technique with using a monoclonal antibody. We established that development
of ileitis was accompanied with the decrease of amount of the immunopositive lymphocytes and it influenced concentration of the
transcription factors in lymphocytes.
Key words: experimental ileitis, inflammatory bowel disease, Th17, regulatory T cells.
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МОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА МІКРООТОЧЕННЯ НЕЙРОЦИТІВ
РУХОВОГО ЦЕНТРУ ТРАВМОВАНОГО СІДНИЧОГО НЕРВУ ЗА УМОВ
ВПЛИВУ ВИСОКОЧАСТОТНОЇ-ЕЛЕКТРОЗВАРЮВАЛЬНОЇ ТЕХНОЛОГІЇ

Резюме. Розроблена нова експериментальна модель з'єднання тканин в ділянці травми периферійного нерва методом
електрозварювання. Був застосований електронномікроскопічний та імуногістохімічний метод дослідження, які дозволили
вивчити картину змін мікрооточення нейронів рухового сегментарного центру травмованого сідничого нерва та мікроото-
чення нейронів рухового центру травмовоного сідничого нерву за умов впливу високочастотної - зварювальної технології
(ВЧ - зварювальної) на 1-му та 6-му тижнях після пошкодження. На 6-му тижні після пошкодження нерва у його руховому
сегментарному центрі відбувається активація мікрооточення, яка виражена менше у тварин, оперованих за новою методи-
кою, що свідчить про позитивний вплив ВЧ-зварювальної технології на регенерацію.
Ключові слова: мікрооточення, руховий центр, периферійний нерв.

Вступ
Стан та взаємовідношення клітинних популяцій сег-

ментарних центрів впливає на перебіг відновних про-
цесів в периферійних нервах при їх патології, у тому
числі і при травматичному пошкодженні [Челышев и
др., 2000] Тому актуальним є аналіз змін мікрооточен-
ня нейроцитів в руховому сегментарному центрі при
використанні нових методик оперативного втручання
на травмованих нервових стовбурах [Aldskogius et al.,
1998]. На сучасному рівні широко під час хірургічного
лікування застосовується високочастотні електрозварю-
вальні технології, але вплив їх на нервову тканину до

цього часу не визначено [Dagtekin et al., 2011]. Нами
було розроблено нову методику оперативного лікуван-
ня травматичного ушкодження периферійного нерва
за умов застосування вищевказаної технології.

Для більш глибокого аналізу результатів динаміки
змін мікрооточення нейроцитів рухового сегментарно-
го центру за умов впливу ВЧ-електрозварювального
приладу доцільно наряду з класичними гістологічними
методами використовувати електронну мікроскопію та
імуногістохімію, що може дозволити удосконалити опе-
рації на нервових стовбурах та підвищити ефективність


