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ХАРАКТЕРИСТИКА РОЗПОДІЛУ NOD-ПОДІБНИХ РЕЦЕПТОРІВ
ВРОДЖЕНОГО ІМУНІТЕТУ В КАЛТ ЩУРІВ ПРИ ЕЦД ТА ПІСЛЯ
ВВЕДЕННЯ ПЕНТОКСИФІЛІНУ

Резюме. В експерименті досліджувався вплив експериментального цукрового діабету на інтенсивність експресії внут-
рішньоклітинного рецептора вродженого імунітету NOD2  імунними клітинами клубової кишки. Для визначення NOD2+-клітин
було застосовано метод непрямої імунофлюоресценції з використанням моноклональних антитіл NOD2 щура. Встановлено,
що розвиток діабету супроводжувався збільшенням кількості NOD2+-клітин у кишківнику на 37% - 45% на 14 день, але на 4
тиждень перебігу захворювання їх чисельність поверталась до контрольних показників. Індукція діабету призводила до
зростання концентрації NOD2 на 7 - 28% в макрофагах та дендритних клітинах і зменшення на 8 - 12% в лімфоцитах.
Введення діабетичним тваринам пентоксифілліну зменшувало сумарну щільність популяції NOD2+-клітин на 14-й день роз-
витку ЕЦД на 29% (ВПСОВ)   42% (ІЛВ), але на 4-му тижні ці показники відновлювались до контрольних у ВПСОВ і перевищу-
вали їх на 29% у ІЛВ. При цьому концентрація NOD2 також зменшувалась на 2-й тиждень розвитку діабету на 8 - 15% у NOD2
+-макрофагів і NOD2 +-дендритних клітин.
Ключові слова: діабет, NOD-подібні рецептори, кишково-асоційована лімфоїдна тканина.

Вступ
Зміна експресії паттерн - розпізнавальних рецеп-

торів (ПРР) вродженої імунної відповіді структурами
кишково-асоційованої лімфоїдної тканини (КАЛТ) може
відігравати критичну роль в старті та розвитку ЦД 1 типу
[Pino et al., 2010; Zhong et al., 2013]. Одним з класів ПРР

є родина NOD-подібних рецепторів (NLR), що об'єднує
близько 22 внутрішньоклітинних білків. NLR локалізо-
вані в цитоплазмі та експресуються в декількох типах
клітин   від макрофагів, ДК, лімфоцитів до епітеліо-
цитів [Biswas et al., 2012; Rubino et al., 2012]. Представ-
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ник даної родини білок NOD2 складається з 1040 аміно-
кислотних залишків і є цитоплазматичним сенсором
структурних компонентів бактеріального пептидогліка-
ну (PGN)   мурамілдипептидів (muramyl dipeptide MDP -
N-acetylmuramyl-l-alanyl-d-isoglutamine), які присутні в
PGN практично у всіх грам-позитивних та грам-нега-
тивних бактерій [Correa et al., 2012]. Сигналізація через
NOD2 призводить до активації NF-kB, який, імпортую-
чись до ядра клітини, індукує транскрипцію генів проза-
пальних цитокінів та хемокінів (TNFa, IL-1b, IL-18, IL-12,
IL6, CXCL8), монооксиду азоту, костимулюючих моле-
кул (CD40, CD80 и CD86), молекул адгезії й індукції роз-
витку запального процесу [Philpott et al., 2014]. NOD2 є
молекулярним фактором, який визначає взаємовідно-
сини макроорганізму та бактеріальних коменсалів його
кишечника, важливим регулятором розвитку КАЛТ
[Petnicki-Ocwieja et al., 2009; Strober, Watanabe, 2011].
Не дивлячись на здатність еубіотичної флори через
невідомі механізми посилювати експресію NOD2, який,
в свою чергу, активує продукцію b-дефенсина-2, крип-
тдинів (сryptdins) 1-6 та інших АМП, які сприяють еради-
кації патогенної флори кишечника, його гіперекспресія
є потужним тригером розвитку аутозапальних процесів.
Тому, метою нашої роботи було вивчення особливос-
тей експресії NOD2-рецепторів в КАЛТ при експери-
ментальному стрептозотоциновому цукровому діабеті
(ЕЦД) та після введення пентоксифілліну.

Матеріали та методи
Дана робота є фрагментом НДР "Роль порушень

взаємовідносин лімфоїдного та епітеліального компар-
тментів імунної системи слизових оболонок в розвитку
експериментальної патології", державний реєстраційний
номер 0112U005642.

Дослідження проведені на 80 самцях щурів лінії
Wistar. Тварини отримані з розплідника Об'єднання ве-
теринарної медицини ПП "Біомодельсервіс" (Київ). Дос-
ліджувані тварини були розділені на 5 експерименталь-
них груп: контрольні щури, яким одноразово внутрішнь-
очеревно вводили 0,5 мл 0,1 М цитратного буферу (рН
= 4,5) (група 1); щури з 14 -денним ЕЦД (група 2); щури з
28 - денним ЕЦД (група 3); щури з 14 - денним (група 4)
та з 28 - денним ЕЦД (група 5), яким в/ш щоденно про-
тягом відповідно 2 і 4 тижнів вводили пентоксифіллін в
дозі 9 мг/кг починаючи з 1 дня індукції діабету. Стрепто-
зотоцин (STZ) (SIGMA Chemical, США) вводили щурам
внутрішньочеревно в дозі 50 мг/кг, розчиненої в 0,5 мл
0,1 М цитратного буферу (рН 4,5) перед самим момен-
том введення. Час, що минув з дня введення препарату,
в подальшому викладі матеріалу інтерпретувався як три-
валість перебігу діабету. Визначення концентрації глю-
кози в крові, яку брали з хвостової вени, проводили глю-
козооксидазним методом із застосуванням приладу
"BIONIME RightestTM GM 110" (Швейцарія) через 12 го-
дин і на 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 і 28 добу після ін'єкції STZ.
Вимірювання рівня глікемії здійснювали через 6 годин з

моменту останнього прийому їжі. На 3 добу після вве-
дення стрептозотоцину для подальших досліджень відби-
рали тварин з рівнем глікемії натще > 8,0 ммоль/л.

Структуру популяції NOD2-клітин вивчали на підставі
аналізу серійних гістологічних зрізів й даних їх морфо-
метричних і денситометричних характеристик. Для про-
ведення даного дослідження на ротаційному мікротомі
MICROM HR-360 (Microm, Німеччина) робили 5-мікронні
серійні зрізи клубової кишки, які потім депарафінували
в ксилолі, проводили регідратацію в низхідних концен-
траціях етанолу (100%, 96%, 70%), відмивали у 0,1 М
фосфатному буфері (pН =7,4) і фарбували з первин-
ними кролячими моноклональними антитілами (МКАТ)
NOD2-рецепторів щура (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 (Santa Cruz Biotechnology, США), кон'югованими з FITC.
Після інкубації зрізи промивали 0,1 М фосфатним бу-
фером і укладали в суміш гліцерину і фосфатного бу-
фера (9:1) для подальшої люмінесцентної мікроскопії.
Оброблені гістологічні зрізи вивчали з допомогою ком-
п'ютерної програми ImageJ (NIH, США). Зображення, що
отримується на мікроскопі PrimoStar (ZEISS, Німеччина)
в ультрафіолетовому спектрі збудження 390 нм (FITC)
за допомогою високочутливої камери AxioCam 5c
(ZEISS, Німеччина) і пакета програм для отримання, ар-
хівування та підготовки зображень до публікації
AxioVision 4.7.2 (ZEISS, Німеччина) негайно вводилося в
комп'ютер. При цьому в автоматичному режимі визна-
чалися області зі статистично значущою флюоресцен-
цією, характерною для клітин, які експресують NOD2.
Обчислювалися морфометричні і денситометричні ха-
рактеристики імунопозитивних клітин. При фарбуванні
МКАТ досліджували NOD2-клітини, розташовані у
власній пластинці слизової оболонки ворсинок (ВПСОВ)
і в субепітеліальній зоні ізольованих лімфоїдних вуз-
ликів (ІЛВ), які є, відповідно, ефекторними та індуктив-
ними зонами імунної відповіді в КАЛТ.

Всі отримані експериментальні дані обробляли на
персональному комп'ютері пакетом прикладних і ста-
тистичних програм EXCEL з пакету MS Office 2010
(Microsoft Corp., США), STATISTICA 6.0 (Stat-Soft, 2001).
Для всіх показників розраховували значення середньої
арифметичної вибірки (М), її дисперсії і помилки се-
редньої (m). Для виявлення достовірності різниць ре-
зультатів досліджень в дослідних і контрольних групах
тварин визначали коефіцієнт Стьюдента (t), після чого
визначали можливість різниці вибірок (р) і довірчий
інтервал середньої. Критичний рівень значущості при
перевірці статистичних гіпотез приймали рівним 0,05.

Результати. Обговорення
Розвиток діабету (2 тижня) супроводжувався

збільшенням сумарної щільності NOD2+-клітин у
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ВПСОВ на 37% (р<0,05), а в ІЛВ на 45% (р<0,05), але до
4 тижня ці показники повертались до контрольних (рис.1
А). Дане зростання загальної кількості NOD2+-клітин було
обумовлено збільшенням щільності популяції (ЩП) у
ВПСОВ NOD2+ дендритних клітин (в 2,3 рази, р<0,05) та
NOD2+ лімфоцитів (на 35%, р<0,05), у ІЛВ   ЩП NOD2+-
макрофагів на 32% (р<0,05), NOD2+-дендритних клітин
на 67% (р<0,05) і NOD2+-лімфоцитів на 36% (р<0,05).
Вимірювання інтенсивності флюоресценції NOD2+-
клітин, що відображує концентрацію внутрішньоклітин-
них рецепторів NOD2 в імунопозитивних клітинах, по-
казало достовірне збільшення даного параметру при
розвитку діабету в NOD2+-макрофагах та NOD2+ денд-
ритних клітинах у ВПСОВ на 17%, (р<0,05) та на 28%
(р<0,05) відповідно, в ІЛВ   на 7% (р<0,05) та на 18%
(р<0,05) відповідно на 2 тижні ЕЦД, але в NOD2+ лімфо-
цитах ВПСОВ цей показник зменшувався на 8% (р<0,05)
на 14 день та на 12% (р<0,05) на 28 день розвитку па-
тології (рис. 2 А-С).

Введення діабетичним тваринам пентоксифілліну
супроводжувалось достовірним зменшенням сумарної
щільності популяції NOD2+-клітин у ВПСОВ на 14 день
розвитку ЕЦД на 29% (р<0,05) і в ІЛВ на 42% (р<0,05),

але до 4 тижня ці показники відновлювались до конт-
рольних у ВПСОВ і перевищували їх на 29% (р<0,05) у
ІЛВ (рис. 1В). При цьому концентрація NOD2 зменшу-
валась на 2-й тиждень розвитку патології у ВПСОВ у
NOD2+-макрофагів (на 10%, р<0,05) і NOD2+-дендрит-
них клітин (на 15%, р<0,05) та у ІЛВ у NOD2+-макро-
фагів (на 8%, р<0,05) в порівнянні з діабетичними тва-
ринами (див. рис. 2 А-С).

Здатність лімфоцитів безпосередньо експресувати
NLR була показана в цілому ряді робіт. Так, Petterson та
ін. за допомогою імуногістохімічного методу, методу RT-
PCR та проточної цитометрії показали експресію цілого
ряду представників NLRs - NOD1, NOD2, NALP1, NALP3,
NAIP, IPAF, рівні їх мРНК та білку в CD3+ Т-лімфоцитах
людини, а також виявили невідповідність концентрації
їх мРНК та експресії рецепторів на рівні білку [Petterson
et al., 2011]. NOD2 забезпечує зв'язок між вроджени-
ми та адаптивними компонентами КАЛТ, регулюючи
диференціювання субпопуляцій Т-хелперів, а за його
відсутності відмічається більш високий рівень CD4+ Т-
клітин, М-клітин в ФАЕ та збільшені рівні Th1- (INF,
TNF та IL-12) і Th2-цитокінів (IL-4, IL-5), що пов'язано
з збільшеною міжклітинною проникністю та бактеріаль-

Рис. 1. Сумарна щільність (на 1мм2) NOD2+-клітин у ВПСОВ (villus) та субепітеліальній зоні ІЛВ (ILF Subep) при розвитку
діабету (2 і 4 тижні) і введенні пентоксифілліну (PTX) діабетичним тваринам.
Примітка. * - p < 0,05.
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ною транслокацією [Magalhaes et al., 2008; Salek-Ardakani,
Croft, 2009]. Парадоксально, але NOD2, будучи внутні-
шньоклітинним сенсором, більшою мірою регулює ди-
ференціювання Th2-клітин, які, на відміну від Th1, бе-
руть участь в елімінації перш за все позаклітинних па-
тогенів [Magalhaes et al., 2008]. Активація NOD2 також
збільшує TLR-залежну індукцію IL-17 та IL-23, що сприяє
диференціюванню Th17-клітин [Stetson, Medzhitov, 2007].
Було показано, що MDP індукує продукцію IL-17 CD4+

Т-клітинами пам'яті людини, але не наївними лімфоци-
тами. Ліганд NOD2, мурамілдипептид (MDP), активирує
NF-kB в FOXP3+ Т-клітинах, такі Treg захищені від Fas-
опосередкованого апоптозу, а певні варіанти NOD2
пов'язані з дефіцитом FOXP3+ Treg клітин у власній
пластинці слизової оболонки кишечника [Rahman et al.,
2010]. Принаймні 4 факти підтверджують роль NOD2 в
регуляції апоптозу Treg: 1) морфологічні підтверджен-
ня захисту від Fas-опосередкованого апоптозу Treg,
попередньо інкубованих з MDP, 2) зниження активації
каспази-3 в клітинах, що підпадали під дію FasL і попе-
редньо інкубованих з MDP, 3) інгібування NF-kB відміняє
пригнічуючи апоптоз ефекти MDP та 4) MDP стимулює
NF-kB-залежну транскрипцію антиапоптотичних генів в
Т-лімфоцитах [Rahman et al., 2010]. Між тим, внутрішня
експресія NOD2 Т-клітинами не потрібна для відпові-
дей CD8+ Т-лімфоцитів на антиген [Lin et al., 2013]. Інтри-
гуючи дані були отримані Shaw M. et al. (2009), які вста-
новили, що NOD2 необхідний для гомеостатичної про-
ліферації Т-клітин навіть без MDP [Shaw et al., 2010].
Так, за відсутності будь-якого NOD2 ліганду, NOD2 де-
фіцитні CD4+ TCR-трансгенні Т-клітини, яким in vitro
введений антиген, виробляють менше IL-2 та демонст-
рують порушення диференціювання в Th1 або Th2-
клітини.

Було запропоновано цілий ряд моделей, які пояс-
нюють роль зміни експресії NOD2 в розвитку запаль-
них захворювань кишечника: мутації NOD2 призводять
до його гіперфункції та звичайна стимуляція MDP мак-
рофагів NOD22939iC мутантних мишей збільшує акти-

вацію NF-kB і продукцію IL-1 [Biswas et al., 2013]; NOD2
є негативним регулятором TLR2-сигналінгу (макрофа-
ги селезінки NOD2-дефіцитних мишей продукують
збільшені рівні IL-12 у відповідь на TLR2 стимуляцію за
допомогою активації NF-kB) [Strober et al., 2011]; мута-
ція NOD2 призводить до порушення функції клітин Па-
нета та продукції АМП; мутація NOD2 призводить до
пригнічення продукції супресорного цитокіну IL-10; зміна
рівня NOD2-опосередкованої аутофагії [Cooney et al.,
2010]. Крім того, в дендритних клітинах та моноцитах
агоністи NOD1 та NOD2 можуть діяти сінергічно з агон-
істами TLRs, індукуючи продукцію прозапальних медіа-
торів та дозрівання клітин. Так синергізм між NOD1 або
NOD2 з TLR4 та TLR3 призводить до посиленої про-
дукції TNF, IL-1, IL-6, IL-10 та прискореного дозріван-
ня дендритних клітин (підвищуючи на їх поверхні експ-
ресію CD40, CD80, CD86) [Netea et al., 2005].

Висновки та перспективи подальш их
розробок

1. Розвиток діабету збільшував кількість NOD2+-
клітин у кишківнику на 37 - 45% на 14 день, але до 4
тижня перебігу їх чисельність поверталась до конт-
рольних показників. Індукція діабету призводила до
зростання концентрації NOD2 на 7 - 28% в макрофагах
та дендритних клітинах і зменшення на 8 - 12% в лімфо-
цитах.

2. Введення діабетичним тваринам пентоксифіллі-
ну зменшувало сумарну щільність популяції NOD2+-
клітин на 14 день розвитку ЕЦД на 29% (ВПСОВ)   42%
(ІЛВ), але до 4 тижня ці показники відновлювались до
контрольних у ВПСОВ і перевищували їх на 29% у ІЛВ.
При цьому концентрація NOD2 також зменшувалась на
2 тиждень розвитку діабету на 8 - 15% у NOD2+-макро-
фагів і NOD2+-дендритних клітин.

Значний інтерес представляє подальше вивчення
компонентів вродженого та адаптивного компартментів
імунної системи КАЛТ при експериментальному цукро-
вому діабеті.
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Деген А .С. ,  Камышный А. М.
ХАР АКТЕ РИСТ ИКА РАСП РЕДЕ ЛЕНИ Я NOD ПОДОБН ЫХ Р ЕЦЕП ТОРОВ ВР ОДЖЕ ННОГО ИММУНИ ТЕТА  В
КАЛТ КРЫС ПРИ  ЭСД И П ОСЛЕ ВВЕ ДЕНИЯ ПЕ НТОКСИФИ ЛЛИНА
Резюме.  В эксперименте изучалось влияние экспериментального сахарного диабета на интенсивность экспрессии внут-
риклеточного рецептора врожденного иммунитета NOD2  иммунными клетками подвздошной кишки. Для определения
NOD2+-клеток был использован метод непрямой иммунофлюоресценции с использованием моноклональных антител к
NOD2 крыс. Установлено, что развитие диабета сопровождалось увеличением количества NOD2+-клеток в кишечнике на
37% - 45% на 14 день, но к 4 неделе заболевания их количество возвращалось к контрольным показателям. Индукция
диабета приводила к увеличению концентрации NOD2 на 7 - 28% в макрофагах и дендритных клетках и уменьшению на 8 -
12% в лимфоцитах. Введение диабетическим животным пентоксифиллина приводило к уменьшению суммарной плотности
популяции NOD2+-клеток на 14-й день развития ЭЦД на 29% (СПСОВ) 42% (ИЛФ), но на 4-ой неделе эти показатели
восстанавливались до контрольных в СПСОВ и превышали их на 29% в ИЛФ. При этом концентрация NOD2 также снижа-
лась на 2-й неделе развития діабета на 8-15% у NOD2+-макрофагов и NOD2+-дендритных клеток.
Ключевые слова:  диабет, NOD-подобные рецепторы, кишечно-ассоциированная лимфоидная ткань.

Degen A .S. ,  Kamyshny A. M.
DISTRIBUTION CHARACTERISTICS OF NOD-LIKE RECEPTORS OF INNATE IMMUNITY IN GALT OF RATS AT AN
EXPER IMENTAL DIABETES MELLITUS A ND PENTOXIFILLINE ADMINISTR ATION
Summary. It was study the peculiarities of NOD2 receptors in gut associated lymphoid tissues (GULT) of rats with experimental
STZ-induced diabetes mellitus and pentoxifilline (PTX) administration. Structure of population of NOD2+-cells has been studied by
the analysis of serial histological sections using the method of indirect immunofluorescense with monoclonal antibodies to NOD2 of rat.
It has been established that diabetes development was accompanied with 37% - 45% (р<0,05) increase in quantity of NOD2-cells
on the 14th day, but by the 4th week of disease their number returned to the benchmarks. Induction of diabetes leads to increased
in concentrations of NOD2 on 7 - 28% in macrophages and dendritic cells and a decrease on 8 12% in lymphocytes. PTX administration
of diabetic animal reduces the quantity of NOD2+-cells on 29% (р<0,05) in mucous membrane of villus   42% in subepithelial zone
of ILF by the 14th day of experimental diabetes mellitus. But by the 4th week of disease their number returned to the benchmarks in
mucous membrane of villus and in subepithelial zone of ILF it increase on 29%. The concentration of NOD2 also decreased in 2nd
week of diabetes on 8 - 15% in NOD2+-macrophages and NOD2+-dendritic cells.
Key words:  diabetes, NOD2-like receptors, gut-associated lymphoid tissue.
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ВПЛИВ РІЗНИХ ШЛЯХІВ МЕТАБОЛІЗМУ L-ЦИСТЕЇНУ НА
РЕЗИСТЕНТНІСТЬ МІОКАРДА ДО ІШЕМІЇ-РЕПЕРФУЗІЇ

Резюме. В експериментах на ізольованому за Лангендорфом серці щурів показано, що блокада перетворення L-
цистеїну в H2S за допомогою пропаргілгліцину призводила до запобігання постішемічних порушень функції серця і неефек-
тивного використання кисню міокардом внаслідок зменшення проникності мітохондріальних мембран. Кардіопротекторний
ефект був зумовлений формуванням із L-цистеїну глутатіону, оскільки введення блокатора його синтезу DL-бутіонін-S,R-


