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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
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лікування пацієнтів відповідного профілю.
Метою нашого дослідження було вивчення змін

мікрооточення нейроцитів рухового сегментарного цен-
тру під час процесу регенерації травмованого сіднич-
ного нерва за умов впливу ВЧ - електрозварювальної
технології.

Матеріали та методи
Вивчення процесів регенерації ушкодженого пери-

ферійного нерва за умов впливу високочастотного елек-
трохірургічного інструменту проводили на білих щурах
- самцях, вагою 150 - 200 г. Експериментальні тварини
були розподілені на 3 групи: I група - щурі, яким була
відтворена стандартна травма периферійного нерва з
відновленням його цілісності за допомогою епіневраль-
них швів; II група - щурі, яким була відтворена стандар-
тна травма периферійного нерва з відновленням його
цілісності за умов впливу високочастотної-електрозва-
рювальної технології (ВЧ - технології); III група - псев-
дооперовані щурі (контроль).

Усі оперативні втручання проводили з дотриманням
правил асептики та антисептики. Використовували тіо-
пенталовий наркоз.

Тваринам I групи була відтворена стандартна мо-
дель травми периферійного нерва загальноприйнятим
способом з наступним відновленням його цілісності за
допомогою епіневральних швів атравматичною голкою,
ниткою ПДС 7/0. Тваринам II групи була відтворена стан-
дартна модель травми периферійного нерва загальноп-
рийнятим способом, після чого з метою герметичності
епіневрію в місці прилягання центрального та перифе-
рійного відрізків травмованого нерва по колу прово-
дили з'єднання ушкодженого епіневрію в режимі зва-
рювання живих тканин за допомогою спеціально роз-
робленого робочого біполярного інструменту для ВЧ -
електрозварювального приладу у вигляді пінцета. З цією
метою використовувався прилад ЕКВЗ - 300 "ПАТОН-
МЕД", який дозволяє проводити зварювання м'яких тка-
нин організму струмом високої частоти. Тваринам III
групи було відтворено доступ до сідничного нерва,
проведена його мобілізація, маніпуляції не проводи-
лись, після чого здійснено пошаровий шов рани.

Матеріалом для дослідження були сегментарні цен-
три сідничного нерва, а саме передні роги попереко-
во-крижового відділу спинного мозку через 1,6 тижні
після операції. Перед забором матеріалу тваринам зас-
тосовувався ефірний наркоз. Електронномікроскопіч-
не дослідження виконували за загальноприйнятою ме-
тодикою.

Було використано, також, імуногістохімічний метод
з використанням моноклональних антитіл, за допомо-
гою яких ідентифікували клітини макроглії (олігоденд-
роцити та астроцити) (S-100, LabVision). Серед морфо-
логічних показників оцінювалась експресія S-100 шля-
хом кількісного та якісного аналізу. Кількісну оцінку ек-
спресії маркеру проводили шляхом визначення оптич-

ної щільності за допомогою системи аналізу зображен-
ня з використанням програми ImageJ ver. 1.45 (National
Institutes of Health, USA).

Достовірність відмінності результатів оцінювали за
допомогою непараметричного U критерію Манна-Уитні
("Statistica 10.0").

Результати. Обговорення
При електронно-мікроскопічному дослідженні рухо-

вого сегментарного центру сідничного нерва, що роз-
ташований в передніх рогах попереково-крижового
відділу спинного мозку у псевдооперованих тварин
(контроль) тіла нейронів не мають тісного зв'язку з кліти-
нами макроглії. Кількість клітин олігодендроглії та аст-
роглії помірна, відрости їх не розгалужені, поодинокі,
не мають контакту з сусідніми клітинами макроглії.

За даними імуногістохімічного аналізу препаратів
контрольної групи псевдооперованих тварин в рухово-
му сегментарному центрі периферійного нерва спос-
терігається помірний рівень експресії S-100. Кальцій -
зв'язуючий білок S-100 експресується двома видами
клітин нейроглії, а саме олігодендроцитами та астроци-
тами одночасно. Олігодендроцити, які є найчисельні-
шими клітинами нейроглії у нормі, в цій групі тварин
експресують S-100 на достатньому рівні, у зв'язку з цим,
інтенсивність кольору препаратів контролю помірна.

При електронномікроскопічному дослідженні рухо-
вого сегментарного центра сідничного нерва за умов
стандартної травми нервового стовбура та епіневраль-
ного шва (1 група) у термін 1 тиждень після операції
встановлено значні чіткі реактивні зміни більшості пе-
рикаріонів та клітин нейроглії спинного мозку, які яск-
раво помітні на тлі практично незмінених.

У переважної кількості нейронів, цієї групи тварин,
які зазнали реактивних змін відмічено наявність знач-
ного центрального хроматолізу та зменшення розміру
тіла клітини, що пов'язано з ушкодженням аксона. Ол-
ігодендроцити, що розташовані навколо змінених ней-
ронів, теж виглядають виснаженими, або поєднують
ознаки активації та виснаження. Клітини нейроглії утво-
рюють більш тісний зв'язок з перікаріонами, що мають
ознаки значного хроматолізу у вигляді глибоких інвагі-
націй та контактів у вигляді щілин. Такі олігодендроци-
ти реалізують компенсаторно-пристосувальну реакцію,
що проявляється наявністю ознак активації та виснажен-
ня у вигляді розширення залишків цистерн ендоплаз-
матичної сітки, присутності вільних рибосом та розши-
ренням апарата Гольджі, збільшенням мітохондрій та
вкороченням їх крист. Інші клітини макроглії мають або
ознаки подразнення, або виснаження.

У тварин 1ї експериментальної групи, за даними іму-
ногістохімії в ділянці рухового сегментарного центру
травмованого периферійного нерву на 1 тижні післяо-
пераційного періоду знижена кількість імунопозитив-
них клітин нейроглії та інтенсивність кольору менш на-
сичена у порівнянні з контролем.
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При електронномікроскопічному дослідженні рухо-
вого сегментарного центра сідничного нерва за умов
стандартної травми нервового стовбура та застосуван-
ня ВЧ - електрозварювальної технології у термін 1 тиж-
день після операції спостерігаються помірні реактивні
зміни перикаріонів та клітин нейроглії спинного мозку.

Олігодендроцити, що розташовані навколо нейронів,
з помірно вираженим хроматолізом, також мають менш
виражені ознаки виснаження, та активації на відміну від
1 групи тварин в цей термін. Цитоплазма таких клітин
нейроглії просвітлена, кількість органел зменшена, але
структурна організація останніх практично не пошкод-
жена, зв'язок з перікаріонами менш тісний.

У тварин 2 експериментальної групи, за даними іму-
ногістохімії в ділянці рухового сегментарного центру
травмованого периферійного нерву на 1 тижні післяо-
пераційного періоду, також знижена кількість імунопо-
зитивних клітин нейроглії та інтенсивність кольору менш
насичена у порівнянні з контролем, але менш вираже-
на ніж у 1 групи, що може бути пов'язано із меншою
кількістю нейронів з ознаками значного хроматолізу, які
потребують підтримки клітин нейроглії.

При електронномікроскопічному дослідженні рухо-
вого сегментарного центра сідничного нерва за умов
стандартної травми нервового стовбура та епіневраль-
ного шва (1 група) у термін 6 тижнів після операції спо-
стерігаються зміни багатьох перикаріонів та клітин ней-
роглії спинного мозку, які пов'язані з їх яскраво вира-
женою активацією, але присутні, також, у меншому сту-
пені, тіла нейронів з ознаками виснаження.

У нейронах, з ознаками активації відмічено наявність
відновлення хроматофільної субстанції та збільшення
розміру тіла клітини, що пов'язано з проростанням ак-
сонів скрізь ділянку травми. Кількість клітин олігоденд-
роцитів у цей період значно підвищена, вони зберіга-
ють тісний зв'язок з нейронами. Поверхня притиснення
відростків олігодендроцитів до нейронів залишається
звивистою, утворює багато глибоких інвагінацій та кон-
тактів у вигляді щілин. Вільні відростки олігодендро-
цитів розгалужуються та прямують до сусідніх клітин
нейроглії. У цитоплазмі таких клітин виявляються, як і у
нейронів, ознаки активації у вигляді наявності розвину-
тої гранулярної ендоплазматичної сітки, кількість цис-
терн якої підвищена, а між цистернами розташовані
вільні рибосоми. Мітохондрії збільшені у розмірах, си-
стема крист розвинена. Біля ділянок контакту та іноді
вільно лежать електроннопрозорі пухирці.

У тварин 1 експериментальної групи, за даними іму-
ногістохімії в ділянці рухового сегментарного центру
травмованого периферійного нерву на 6 тижні післяо-
пераційного періоду підвищена кількість імунопозитив-
них клітин нейроглії та інтенсивність кольору більш на-
сичена у порівнянні з контролем.

При електронномікроскопічному дослідженні рухо-
вого сегментарного центра сідничного нерва за умов
стандартної травми нервового стовбура та застосуван-

ня ВЧ - електрозварювальної технології (2 група) у
термін 6 тижнів після операції також спостерігаються
зміни перикаріонів та клітин нейроглії спинного мозку,
які пов'язані з їх активацією, але виражені вони значно
менше ніж у тварин 1 групи в цей термін, що пов'яза-
но з проростанням аксонів скрізь ділянку травми без
значних перешкод. У таких нейронах теж відмічено
наявність відновлення хроматофільної субстанції та
збільшення розміру тіла клітини, але структурна пере-
будова їх помірна.

Кількість клітин олігодендроцитів у цей період підви-
щена як і у тварин 1 групи, але вони не мають вираже-
ного тісного зв'язку з нейронами. Поверхня притиснення
відростків олігодендроцитів до нейронів значно мен-
ше ніж у 1 групи тварин, інвагінації виражені слабше,
контакти у вигляді щілин мінімальні. Вільні відростки
олігодендроцитів розгалужуються менше та теж пря-
мують до сусідніх клітин нейроглії. У цитоплазмі таких
клітин виявляються ознаки активації у вигляді наявності
розвинутої гранулярної ендоплазматичної сітки та
вільних рибосоми, збільшених мітохондрій з вираже-
ними кристами.

У тварин 2 експериментальної групи, за даними іму-
ногістохімії в ділянці рухового сегментарного центру
травмованого периферійного нерву на 6му тижні після-
операційного періоду підвищена кількість імунопози-
тивних клітин нейроглії та інтенсивність кольору більш
насичена у порівнянні з контролем, та менш виражена,
ніж у тварин 1 групи в цей термін, що теж можна пояс-
нити наявністю менших перешкод для проростання ак-
сонів через ділянку травми в цій групі тварин.

За даними морфометричного аналізу препаратів
рухового сегментарного центру травмованого перифе-
рійного нерву обох експериментальних груп тварин S -
100 експресується в олігодендроцитах та астроцитах з
різним ступенем інтенсивності; інтенсивність експресії
залежить від терміну післяопераційного періоду. В обох
експериментальних групах тварин 1 тиждень післяопе-
раційного періоду характеризується зниженням рівня S-
100 в ділянці рухового сегментарного центру травмо-
ваного периферійного нерву на 12,35% (р<0,05) у 2
групі тварин та на 6,61% (р<0,05) у 1 групі відповідно, у
порівнянні з контролем. У тварин обох експерименталь-
них груп 6 тиждень характеризувався вираженою пози-
тивною динамікою рівня експресії S-100 в ділянці ру-
хового сегментарного центру травмованого перифер-
ійного нерву, де зафіксовано підвищення показників
на 18,24% (р<0,05) у 2 групі тварин та на 30,86% (р<0,05)
у 1 групі відповідно, у порівнянні з контролем; крім
того, ми спостерігали ріст показника на 6 тижні після-
операційного періоду на 34,90% (р<0,05) у 2 групі тва-
рин та 33,39% (р<0,05) у 1 групі тварин відповідно у
порівнянні з 1 тижнем післяопераційного періоду.

Виявлено достовірну різницю показників інтенсив-
ності реакції між 2 та 1 експериментальними групами
тварин у терміні 1 та 6 тижнів післяопераційного пе-
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ріоду.
У динаміці експерименту у всіх термінах післяопе-

раційного періоду рівень експресії S-100 в ділянці ру-
хового сегментарного центру травмованого перифер-
ійного нерву достовірно менше у тварин 2 групи у по-
рівнянні з тваринами 1 групи, що складає у термін 1
тиждень 6,15% (р<0,05) , а у термін 6 тижнів 9,65%
(р<0,05) відповідно.

Виявлена нами позитивна динаміка інтенсивності
експресії S-100 у зв'язку з підвищенням терміну після-
операційного періоду в обох експериментальних гру-
пах тварин та наявність достовірної різниці показників
інтенсивності реакції між 2 та 1 експериментальними
групами у всіх термінах післяопераційного періоду
свідчить, що наявна реакція мікрооточення нейронів
рухового сегментарного центру (олігодендроцитів та
астроцитів) на пошкодження периферійного нерва, яка
менш виражена у тварин 2 експериментальної групи.
Нами встановлено, що реакція мікрооточення нейрона
на пошкодження периферійного нерва в обох експе-
риментальних групах полягає в збільшенні кількості
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клітин нейроглії (олігодендроцитів та астроцитів) та ак-
тивізації їх комунікацій з тілами ушкоджених нейронів.

Висновки та перспективи подальш их
розроб ок

1. Зниження інтенсивності експресії S-100 у тварин
2 групи у порівнянні з 1 у всіх термінах післяоперацій-
ного періоду вказує на більш високу здатність до ви-
живання нейронів 2 групи;

2. мікрооточення нейроцитів рухового центру трав-
мованого сідничного нерву за умов впливу високочас-
тотної - електрозварювальної технології реагує збільшен-
ням кількості клітин нейроглії та активізацією їх комуні-
кацій;

3. менш виражені зміни кількості та структурної пе-
ребудови мікрооточення нейронів рухового центру
травмованого сідничного нерву за умов впливу висо-
кочастотної-електрозварювальної технології в по-
рівнянні з використанням епіневрального шва свідчить,
що застосування нової методики сприяє прискоренню
відновлення травмованого периферійного нерва.
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ВПЛИВ ДОКСОРУБІЦИНУ НА КУЛЬТУРУ ІЗОЛЬОВАНИХ НЕОНАТАЛЬНИХ
КАРДІОМІОЦИТІВ ЩУРІВ

Резюме. В статті представлені дослідження впливу антрациклінового антибіотика доксорубіцина на клітинні та молеку-
лярно-генетичні зміни в культурі неонатальних кардіоміоцитів щурів. Вибір цієї речовини пов'язаний з появою нових даних, щодо
можливості антрациклінових антибіотиків пригнічувати зв'язок транскрипційного фактору HIF з регуляторними послідовностями
в геномі і, таким чином, пригнічувати експресію генів-мішеней HIF. Крім того, показано, що речовини цього класу використо-
вують для моделювання оксидативного стресу та кардіоміопатії in vivo. У роботі продемонстровано дозо залежність рівня
клітинної загибелі та концентрації доксорубіцину, а також вплив змодельованого оксидативного стресу на рівень експресії
генів, що кодують 1-субодиницю транскрипційного фактору HIF, а також його генів-мішеней TERT та PDK-1.
Ключові слова: кардіоміоцити, мітохондрії, доксорубіцин, оксидативний стрес, HIF.

Вступ
Загальновідомою є здатність протипухлинних пре-

паратів пошкоджувати майже всі органи і тканини орган-
ізму. Найчастіше при лікуванні онкологічних захворю-
вань використовуються антрациклінові антибіотики, зок-
рема, доксорубіцин, який є особливо кардіотоксичним
та має здатність до потенціювання і кумуляції [Zhang et
al, 1996]. Це стало причиною використання доксорубі-
цинової моделі для відтворення оксидативного стресу
in vitro та кардіоміопатії in vivo та дало можливість дос-
лідження глибинних генетично-молекулярних ме-
ханізмів впливу антрациклінових антибіотиків на міто-
хондріальний апарат клітин серця. Відомо, що інтерка-
люючи між парами нуклеотидів, ці цитостатики порушу-
ють процеси реплікації і транскрипції нуклеїнових кис-
лот, впливають на експресію генів та фосфорилювання
білків [Filyak&Stoika, 2005]. Ушкодження нуклеїнових
кислот можуть спричиняти також вільні радикали, що
утворюються під впливом антрациклінів [Коваленко та
ін., 2002]. Останніми роками інтенсивно вивчаються ре-
акції інтенсифікації ПОЛ як найімовірніший механізм кар-
діотоксичної дії антрациклінів. Вільні радикали, що утво-
рюються при застосуванні цих цитостатиків, негативно
впливають на серцевий м'яз і особливо на функцію та
структуру мембран кардіоміоцитів [Minnoti et al, 1996].
Особливу увагу викликають окиснювальні пошкоджен-
ня мітохондрій при розвитку антрациклінових кардіоміо-

патій, що підтверджуються в багатьох дослідженнях
[Montaigne et al., 2013]. Інкубація культури клітин кардіо-
міоцитів з доксорубіцином призводила до швидкого се-
лективного зниження експресії кардіальних м'язово-спе-
цифічних генів, яке визначали методом Нозерн-блотті-
нгу, що передує іншим змінам, характерним для антра-
циклінової кардіміопатії [Ito et al., 1990].

Крім того, нещодавно стало відомо про можливості
антрациклінових антибіотиків блокувати роботу транс-
крипційного фактору HIF і пригнічувати експресію HIF-
залежних генів. Транскрипційний комплекс HIF (hypoxia
inducible factor) - фактор, що індукується гіпоксією, вва-
жається відповідальним за розвиток компенсаторних
реакцій на нестачу кисню та мобілізацію клітинної
відповіді на нього, в тому числі на підвищення про-
дукції вільних радикалів кисню у мітохондріях [Semenza,
2011; Mankovskaya еt al., 2006]. Також, нещодавно було
показано, що HIF-1 грає критичну роль в регуляції про-
дукції ROS у мітохондріях завдяки різним механізмам:
прямим - регуляція біогенезу та аутофагії мітохондрій
[Morten et al., 2013], перебудова патерну експресії су-
бодиниць цитохром С оксидази [Fukuda et al., 2007], а
також опосередкованим - регуляція експресії PDK-1
(кіназа піруватдегідрогенази), яка фосфорилює та іна-
ктивує піруватдегідрогеназу [Kirito et al., 2009]. Зокре-
ма, при гіпоксично-індукованій аутофагії саме HIF-1


