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Ïðîâåäåíî äîñë³äæåííÿ âïëèâó àãìàòèíó íà ñòóï³íü
àïîïòè÷íèõ çì³í ó ëåéêîöèòàõ çà óìîâ åêñïåðèìåí-
òàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó (ÅÖÄ). Ó ðàç³ ä³àáåòó âè-
ÿâëåíî çðîñòàííÿ ê³ëüêîñò³ ëåéêîöèò³â ÿê ç ðàíí³ìè, 
òàê ³ ï³çí³ìè îçíàêàìè àïîïòîçó. Â ëåéêîöèòàõ õâî-
ðèõ òâàðèí çðîñòàº âì³ñò ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ, 
çá³ëüøóºòüñÿ àïîïòè÷íèé ³íäåêñ, ïîðóøóºòüñÿ ê³ëüê³ñíå 
ñï³ââ³äíîøåííÿ ïðîòå¿í³â–ðåãóëÿòîð³â àïîïòîçó (ð53 ³ 
Bcl-2). Aãìàòèí âèÿâëÿâ ïðÿì³ êîðèãóþ÷³ åôåêòè íà 
ïðîöåñè àïîïòîçó ëåéêîöèò³â: íîðìàë³çóâàâñÿ âì³ñò 
ïðîòå¿í³â ð53 ³ Bcl-2, çíèæóâàâñÿ àïîïòè÷íèé ³íäåêñ, 
ïîñëàáëþâàâñÿ ïðîöåñ äåãðàäàö³¿ ÿäåðíî¿ ÄÍÊ, à òàêîæ 
çìåíøóâàëàñÿ ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç ðàíí³ìè ³ ï³çí³ìè 
îçíàêàìè àïîïòîçó.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: àãìàòèí, àïîïòîç, ëåéêîöèòè, åêñïå-
ðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé ä³àáåò.

Âñòóï. Çàïðîãðàìîâàíà ñìåðòü êë³òèíè (àïîï-
òîç) â³ä³ãðàº âàæëèâó ðîëü ó çàáåçïå÷åíí³ ³ìóí-
íî¿ â³äïîâ³ä³ îðãàí³çìó, îñê³ëüêè º âèçíà÷àëü-
íîþ â ïðîöåñàõ ñåëåêö³¿, ðåãóëÿö³¿ ÷èñåëüíîñ-
ò³ é åë³ì³íàö³¿ â³äïðàöüîâàíèõ, ïîøêîäæåíèõ ³
íåñïåöèô³÷íî àêòèâîâàíèõ êë³òèí êðîâ³ [1].
Òàêèì øëÿõîì ðåãóëþºòüñÿ â³äïîâ³äü ³ìóíî-
êîìïåòåíòíèõ êë³òèí íà àíòèãåíí³ ñòèìóëè, 
âèçíà÷àºòüñÿ õàðàêòåð, äèíàì³êà ³ òðèâàë³ñòü 
³ìóííî¿ â³äïîâ³ä³, ôîðìóâàííÿ ³ìóíîëîã³÷íî¿ òî-
ëåðàíòíîñò³ [2]. Êîíòðîëüîâàíèé àïîïòîç ðîç-
ãëÿäàºòüñÿ ñüîãîäí³ ÿê ãîëîâíèé ìåõàí³çì ï³ä-
òðèìêè îïòèìàëüíîãî áàëàíñó êë³òèí ó âîãíèù³ 
çàïàëåííÿ, ùî îáìåæóº åêñïàíñ³þ àêòèâîâàíèõ 
êëîí³â ³ ïåðåøêîäæàº ðîçâèòêó àóòî³ìóííèõ 
ðåàêö³é [3].

Â íîðì³ á³ëüø³ñòü êë³òèí ³ìóííî¿ ñèñòåìè 
ìàþòü êîðîòêó òðèâàë³ñòü æèòòÿ: ìåíøå îäíîãî 
äíÿ – äëÿ íåéòðîô³ë³â, äåê³ëüêà òèæí³â àáî 
ì³ñÿö³â – äëÿ ìîíîöèò³â ³ ë³ìôîöèò³â. Îäíàê 
ðîçâèòîê ðÿäó çàõâîðþâàíü ³íäóêóº ïîðóøåííÿ 
ó ôóíêö³îíóâàíí³ öèõ êë³òèí êðîâ³, ùî ñòâîðþº 
íåîáõ³äí³ñòü åôåêòèâíîãî êîíòðîëþ çà ¿õíüîþ 

â÷àñíîþ åë³ì³íàö³ºþ. Äî òàêèõ çàõâîðþâàíü 
íàëåæèòü ³ öóêðîâèé ä³àáåò (ÖÄ) [2, 3].

ÖÄ 1-ãî òèïó âèíèêàº ÿê ðåçóëüòàò ñåëåê-
òèâíîãî àóòî³ìóííîãî ðóéíóâàííÿ -êë³òèí ï³ä-
øëóíêîâî¿ çàëîçè ç íàñòóïíèì ðîçâèòêîì ³íñó-
ë³íîâî¿ íåäîñòàòíîñò³ é ïîðóøåííÿì ãîìåîñòàçó 
ãëþêîçè. Â ì³ðó ïðîãðåñóâàííÿ çàõâîðþâàííÿ 
çì³íè ó ìåòàáîë³çì³ ãîëîâíîãî åíåðãåòè÷íîãî 
ñóáñòðàòó îðãàí³çìó çà÷³ïàþòü âñi ëàíêè îáìiíó 
ðå÷îâèí. Íàäàë³ ïîðóøåííÿ ìåòàáîë³÷íîãî õà-
ðàêòåðó ïîñòóïîâî ïðèâîäÿòü äî ÿê³ñíèõ ³ ê³ëü-
ê³ñíèõ çì³í ³íøèõ âíóòð³øíüîêë³òèííèõ ïðî-
öåñ³â. Íàâ³òü êîðîòêî÷àñíå ï³äâèùåííÿ êîíöåí-
òðàö³¿ ãëþêîçè ³í³ö³þº àêòèâàö³þ ðÿäó ïàòîëî-
ã³÷íèõ ïðîöåñ³â, òàêèõ ÿê îêñèäàòèâíèé ñòðåñ, 
ãë³êîçèëþâàííÿ á³ëê³â, ï³äâèùåííÿ àêòèâíîñò³ 
ïðîòå¿íê³íàçè Ñ, àêòèâàö³ÿ øëÿõ³â óòâîðåííÿ 
ãåêñîçàì³í³â ³ ïîë³îë³â òà ³í. [4]. Íà êë³òèí-
íîìó ð³âí³ öå ìîæå ïðîÿâëÿòèñÿ çì³íîþ ìîð-
ôîëîã³÷íèõ ³ ôóíêö³îíàëüíèõ ïàðàìåòð³â, ùî ó 
âèïàäêó ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ êë³òèí ïîâ’ÿçàíå 
ç ³íäóêö³ºþ ïîðóøåíü ó ïðîöåñàõ çàáåçïå÷åííÿ 
³ìóííî¿ â³äïîâ³ä³ îðãàí³çìó. Òàê, çà óìîâ ÖÄ 
íåéòðîô³ëè ìîæóòü íåàäåêâàòíî ðåàãóâàòè íà
ñèãíàëè õåìîòàêñèñó ³ ìàþòü íèçüêó áàêòåðè-
öèäíó àêòèâí³ñòü, õàðàêòåðèçóþòüñÿ íàäì³ðíèì
ñèíòåçîì ëåéêîòð³ºí³â, ñåêðåö³ºþ ë³çîñîìàëü-
íèõ ôåðìåíò³â, çì³íîþ áàçàëüíîãî ð³âíÿ âíóò-
ð³øíüîêë³òèííîãî êàëüö³þ, àíîìàëüíîþ ïðî-
äóêö³ºþ ñóïåðîêñèä-àí³îíó. Ó ðàç³ âçàºìîä³¿ 
îñòàííüîãî ç ìîëåêóëîþ îêñèäó àçîòó ó êë³-
òèí³ óòâîðþºòüñÿ ïîòóæíèé îêñèäàíò – ïåðîê-
ñèí³òðèò [5, 6]. 

Ç ðîçâèòêîì îêñèäàòèâíî-í³òðàòèâíîãî ñòðåñó 
ó êë³òèíàõ áåçïîñåðåäíüî ïîâ’ÿçàíà àêòèâàö³ÿ 
ïðîãðàìîâàíî¿ êë³òèííî¿ çàãèáåë³. Àêòèâí³ ôîð-
ìè êèñíþ é àçîòó áåçïîñåðåäíüî àáî ÷åðåç 
âíóòð³øíüîêë³òèíí³ ðåäîêñ-çàëåæí³ ñèãíàë-ïå-
ðåäàâàëüí³ ñèñòåìè ñòèìóëþþòü ôîñôîðèëþ-
âàííÿ á³ëê³â-ì³øåíåé, ùî çàëó÷åí³ â ðåãóëþ-
âàííÿ ð³çíèõ øëÿõ³â ³í³ö³àö³¿ àïîïòè÷íî¿ ïðî-
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Ïðèãí³÷óþ÷à ä³ÿ àãìàòèíó íà ãåíåòè÷íî çàïðîãðàìîâàíó çàãèáåëü ëåéêîöèò³â

ãðàìè: ÷åðåç àêòèâàö³þ ãåíåòè÷íèõ ìåõàí³çì³â, 
ì³òîõîíäð³àëüíèì øëÿõîì, ÷åðåç ðåöåïòîðè â
öèòîïëàçì³, à òàêîæ ÷åðåç ðåöåïòîðè CD95 
(Fas/ÀÐÎ1) íà ïëàçìàëåì³ [7]. 

Ç ðîçâèòêîì îêñèäàòèâíî-í³òðàòèâíîãî ñòðå-
ñó ó êë³òèíàõ áåçïîñåðåäíüî ïîâ’ÿçàíà àêòèâàö³ÿ 
ïðîãðàìîâàíî¿ êë³òèííî¿ çàãèáåë³ ÷åðåç p53-
çàëåæíèé øëÿõ. Á³ëîê ð53 âïëèâàº ÿê íà çîâ-
í³øí³é (ðåöåïòîðíèé), òàê ³ íà ì³òîõîíäð³àëü-
íèé øëÿõ ³íäóêö³¿ àïîïòîçó. Äî ì³øåíåé á³ëêà 
ð53 íàëåæàòü ãåíè, ùî êîäóþòü á³ëêè ð21, 
GADD45, 14-3-3-ñ³ãìà, Âàõ, Puma, Noxa, Apaf-1,
Fas-R, DR5, ÿê³ â³í àêòèâóº, òà ãåíè á³ëê³â 
Âñl-2 ³ Bcl-õL, íà ÿê³ ð53 ìàº ³íã³áóâàëüíèé 
âïëèâ. Á³ëîê ð53 òàêîæ ï³äâèùóº åêñïðåñ³þ 
«ðåöåïòîð³â çàãèáåë³» (Fas-R òà ³í.), äåÿêèõ 
öèòîïëàçìàòè÷íèõ á³ëê³â, ùî ì³ñòÿòü «äîìåíè 
ñìåðò³», íàïðèêëàä, ÐIDD – p53-induced pro-
tein with a death domain (ð53-³íäóêîâàíèé á³-
ëîê ³ç äîìåíîì çàãèáåë³). Êð³ì öüîãî, á³ëîê 
ð53 çá³ëüøóº âì³ñò á³ëêà Àpaf-1, ÿêèé áåðå 
ó÷àñòü â àêòèâàö³¿ àïîïòîñîìè ³ êàñïàçè-6, ùî 
ñïåöèô³÷íî ðîçùåïëþº ÿäåðí³ ëàì³íè â ïðîöå-
ñ³ ðóéíóâàííÿ ÿäåðíî¿ îáîëîíêè. ²ñíóº é ³íøèé 
øëÿõ àïîïòîçó çà ó÷àñò³ á³ëêà ð53, ÿêèé íå çà-
ëåæèòü â³ä òðàíñêðèïö³¿ ãåí³â. Ïðè öüîìó çà-
çíà÷åíèé á³ëîê òðàíñëîêóºòüñÿ äî ì³òîõîíäð³é, 
äå âçàºìîä³º ç Bcl-xL, âèêëèêàþ÷è çì³íó ïðî-
íèêíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè ³ âèâ³ëü-
íåííÿ öèòîõðîìó ñ òà ³íøèõ ïðîàïîïòè÷íèõ 
á³ëê³â. Ïðîòå¿í ð53 ìîæå ³íäóêóâàòè àïîïòîç 
ë³çîñîìàëüíî-ì³òîõîíäð³àëüíèì øëÿõîì, ³í³ö³-
éîâàíèì ë³çîñîìàëüíîþ äåñòàá³ë³çàö³ºþ. Ðîçðèâ
ë³çîñîì º íàéá³ëüø ðàííüîþ ïîä³ºþ ð53-çà-
ëåæíîãî àïîïòîçó, ³ ïîäàëüøà àêòèâàö³ÿ êàñïàç 
ìîæå â³äáóâàòèñÿ ôåðìåíòàìè, âèâ³ëüíåíèìè ³ç 
ë³çîñîì [8–14].

Àïîïòîç, ÿêèé çàïóñêàºòüñÿ íà ð³âí³ ì³òî-
õîíäð³é, êîíòðîëþºòüñÿ ðîäèíîþ á³ëê³â Âcl-2, 
ÿê³ ïîä³ëÿþòüñÿ íà àíòèàïîïòè÷í³, ä³ÿ ÿêèõ 
ñïðÿìîâàíà íà çíèæåííÿ ïðîíèêíîñò³ ì³òî-
õîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè, òà ïðîàïîïòè÷í³, ùî, 
íàâïàêè, ñòèìóëþþòü âèâ³ëüíåííÿ öèòîõðîìó ñ.
Äî îñòàíí³õ íàëåæèòü ïðîòå¿í Âcl-2 [15]. Àí-
òèàïîïòè÷íèé ïðîòå¿í Bcl-2, âïëèâàþ÷è íà âè-
æèâàííÿ çì³íåíèõ êë³òèí, ³íã³áóº ð53-çàëåæ-
íèé ³ ð53-íåçàëåæíèé øëÿõè àïîïòîçó [14].
Îêð³ì éîãî êàíîí³÷íî¿ àíòèàïîïòè÷íî¿ ðîë³,
Bcl-2 ïðîÿâëÿº ³íã³áóâàëüíèé åôåêò íà êë³-
òèííèé öèêë. Bcl-2 ôóíêö³îíóº â äâîõ ð³ç-

íèõ âíóòð³øíüîêë³òèííèõ êîìïàðòìåíòàõ – 
ì³òîõîíäð³¿ é åíäîïëàçìàòè÷íîìó ðåòèêóëóì³. 
Â åíäîïëàçìàòè÷íîìó ðåòèêóëóì³ Bcl-2 ìîäó-
ëþº Ca2+-çàëåæí³ ñèãíàëüí³ ìåðåæ³, ùî çá³ëü-
øóº ñò³éê³ñòü êë³òèí äî àïîïòîçó òà ïðèãí³-
÷óº ïðîë³ôåðàö³þ. Â ì³òîõîíäð³¿ Âñl-2 òà ³íø³
àíòèàïîïòè÷í³ ÷ëåíè ö³º¿ ðîäèíè ôóíêö³îíó-
þòü, ðåãóëþþ÷è ³îííèé ïîò³ê ³ ñòàá³ë³çóþ÷è 
ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë, ðåãóëþþ÷è âèâ³ëüíåí-
íÿ öèòîõðîìó ñ, çâ’ÿçóþ÷è é ³íã³áóþ÷è ïðî-
àïîïòè÷í³ ÷ëåíè ðîäèíè, à òàêîæ Àpaf-1, ³íã³-
áóþ÷è ïåðåêèñíå îêèñíåííÿ ë³ï³ä³â, âïëèâà-
þ÷è íà êàëüö³ºâèé ãîìåîñòàç ³ øâèäê³ñòü 
ã³äðîë³çó ÀÒÔ [16, 17]. Íàäì³ðíèé âì³ñò Âñl-2
ãàëüìóº àïîïòîç, ³í³ö³éîâàíèé ñ-Ìyñ òà ð53,
÷åðåç çíèæåííÿ âì³ñòó â êë³òèíàõ öèõ á³ëê³â. 
Ïðîòå çà óìîâ ï³äâèùåííÿ àêòèâíîñò³ ð53 ³í-
ã³áóºòüñÿ åêñïðåñ³ÿ ãåí³â myc ³ bcl-2. Êð³ì 
òîãî, Âñl-2 ìîæå âçàºìîä³ÿòè ç Âàõ – ïðî-
àïîïòè÷íèì ÷ëåíîì ðîäèíè – ³ çâ’ÿçóâàòè éî-
ãî, çàïîá³ãàþ÷è óòâîðåííþ â çîâí³øí³é ì³òî-
õîíäð³àëüí³é ìåìáðàí³ ïîð ³ âèõîäó ç ì³òîõîíäð³é 
ïðîàïîïòè÷íèõ ôàêòîð³â. Îòæå, çðîñòàííÿ åêñ-
ïðåñ³¿ bñl-2 ìîæå ñòàòè ïðè÷èíîþ ðåçèñòåíò-
íîñò³ äî ð³çíîãî ðîäó òåðàï³¿ [7].

Çà ïåâíèõ óìîâ àïîïòè÷í³ ìåõàí³çìè çäàòí³ 
ïîïåðåäæàòè ðîçâèòîê íåêðîçó. Ïðèêëàäîì ìî-
æå áóòè ïðîöåñ ì³òîïòîçó – ïðîãðàìîâàíî¿ çà-
ãèáåë³ îêðåìèõ ì³òîõîíäð³é â êë³òèí³. Ì³òî-
õîíäð³ÿ, ÿêà ïðîäóêóº íàäëèøêîâó ê³ëüê³ñòü 
àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ, ìîæå åë³ì³íóâàòèñÿ øëÿ-
õîì ôîðìóâàííÿ àïîïòîñîìè – êîìïëåêñó ³ç 
êàñïàç òà ³íøèõ ïðîòåîë³òè÷íèõ ôåðìåíò³â. 
Ì³òîõîíäð³ÿ ì³ñòèòü øèðîêèé ñïåêòð á³ëê³â 
(AIF, åíäîíóêëåàçà G, öèòîõðîì ñ) ³ íåá³ë-
êîâèõ ôàêòîð³â (³îíè Ñà, àêòèâí³ ôîðìè êèñ-
íþ), ÿê³ àêòèâóþòü ïðîöåñ êë³òèííî¿ çàãèáåë³ 
øëÿõîì àïîïòîçó ï³ñëÿ ¿õíüîãî íàäõîäæåííÿ ó 
öèòîïëàçìó ÷åðåç âåëèêó ê³ëüê³ñòü â³äêðèòèõ 
ì³òîõîíäð³àëüíèõ ïîð. Ïðîöåñ ôîðìóâàííÿ ì³òî-
õîíäð³àëüíèõ àïîïòè÷íèõ ïîð ïåðåáóâàº ï³ä
êîíòðîëåì ð³çíèõ ðåãóëÿòîðíèõ ñèñòåì êë³òèíè.
Ïåðåøêîäæàþòü öüîìó ïðîöåñó ïðåäñòàâíèêè 
ðîäèíè Bcl-2, ÿê³ íåéòðàë³çóþòü ä³þ ³íäóêòî-
ð³â àïîïòîçó. Âñòàíîâëåíî, ùî BNip3 ³ àêòèâíà 
ïîë³(ÀÄÔ-ðèáîçà)ïîë³ìåðàçà-1 ³íäóêóþòü â³ä-
êðèòòÿ ïîð íà ì³òîõîíäð³ÿõ, ùî ñóïðîâîäæóº-
òüñÿ çíèæåííÿì ì³òîõîíäð³àëüíîãî ïîòåíö³àëó 
³ çá³ëüøåííÿì ïðîäóêö³¿ àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ. 
Óòâîðåí³ â³ëüí³ ðàäèêàëè ðàçîì ç ³îíàìè Ñà 
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äåñòàá³ë³çóþòü ì³òîõîíäð³àëüíó ìåìáðàíó øëÿ-
õîì àêòèâàö³¿ ïåðåêèñíîãî îêèñíåííÿ ë³ï³ä³â 
àáî ë³ïîë³çó çà ó÷àñò³ ôîñôîë³ïàçè À2. Òàê³ 
çì³íè íà ð³âí³ ì³òîõîíäð³é ïðèçâîäÿòü äî çà-
ïóñêó ãåíåòè÷íî çàïðîãðàìîâàíî¿ çàãèáåë³ [18, 19].

Äëÿ ðîçï³çíàâàííÿ àïîïòè÷íèõ êë³òèí ³ñíó-
þòü ðÿä ìåòîä³â, ÿê³ áàçóþòüñÿ íà âèÿâëåíí³ ìîð-
ôîëîã³÷íèõ, á³îõ³ì³÷íèõ, ìîëåêóëÿðíèõ îçíàê 
àïîïòîçó. Äåãåíåðàòèâí³ çì³íè ó ÿäð³ òà öèòî-
ïëàçì³ êë³òèí ìîæíà çàô³êñóâàòè çà äîïîìîãîþ 
ñâ³òëîâî¿ ì³êðîñêîï³¿ öèòîëîã³÷íèõ ïðåïàðàò³â 
ç âèêîðèñòàííÿì çâè÷àéíèõ ìåòîä³â ô³êñàö³¿ ³
ôàðáóâàííÿ àáî ñïîñîá³â, ÿê³ ñåëåêòèâíî âèÿâ-
ëÿþòü ï³êíîòèçîâàíèé õðîìàòèí. Äëÿ ³äåíòè-
ô³êàö³¿ àïîïòè÷íèõ êë³òèí ÷àñòî çàñòîñîâóþòü 
ôëóîðåñöåíòíå ì³êðîñêîï³÷íå äîñë³äæåííÿ ç 
âèêîðèñòàííÿì ôëþîðîõðîì³â, à òàêîæ ïðîòî÷-
íó öèòîôëóîðèìåòð³þ. Ïîïóëÿðíèì, çîêðåìà, º 
ôëóîðåñöåíòíèé ìåòîä àíàë³çó àïîïòîçó øëÿ-
õîì ðåºñòðàö³¿ çâ’ÿçóâàííÿ àííåêñèíó V. Çä³éñ-
íþþòü òàêîæ ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íó äåòåêö³þ á³ë-
ê³â-ìàðêåð³â, ùî áåðóòü ó÷àñòü ó ðåàë³çàö³¿ 
ïðîãðàìîâàíî¿ êë³òèííî¿ çàãèáåë³, âèÿâëÿþòü 
ñòóï³íü îë³ãîíóêëåîñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ ÄÍÊ. Äëÿ
ç ÿñóâàííÿ ñòóïåíÿ îêèñíèõ ïîøêîäæåíü ÄÍÊ,
âèêëèêàíèõ ä³ºþ àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ òà 
àçîòó, âèçíà÷àþòü êë³òèíí³ ð³âí³ ìàðêåðíèõ ìî-
ëåêóë 8-ã³äðîêñè-2-äåçîêñèãóàíîçèíó ³ 3-í³òðî-
òèðîçèíó [20].

Òàêèì ÷èíîì, ìåòà ðîáîòè ïîëÿãàëà ó âèâ-
÷åíí³ ñòóïåíÿ àïîïòè÷íèõ çì³í ó ëåéêîöèòàõ 
çà óìîâ åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó 
÷åðåç ââåäåííÿ àãìàòèíó – åíäîãåííîãî ïðî-
äóêòó äåêàðáîêñèëþâàííÿ L-àðã³í³íó. ßê â³äîìî 
ç ðÿäó íàóêîâèõ ðîá³ò [21–23], à òàêîæ ï³äòâåð-
äæåíî ðåçóëüòàòàìè âëàñíèõ äîñë³äæåíü [24, 
25], àãìàòèí çà åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî 
ä³àáåòó, ç îäíîãî áîêó, ìàº ã³ïîãë³êåì³÷íó ä³þ 
òà çíèæóº åôåêò ãëþêîçîòîêñè÷íîñò³ ó ëåéêî-
öèòàõ êðîâ³, à ç ³íøîãî – ïðèãí³÷óþ÷è íàäñèí-
òåç NO øëÿõîì ³íã³áóâàííÿ NO-ñèíòàçè, çíè-
æóº âì³ñò ïðîàïîïòè÷íîãî ôàêòîðà – öèòîòîê-
ñè÷íîãî ïåðîêñèí³òðèòó. Òàê³ åôåêòè àãìàòèíó
çóìîâëþþòü ïðèãí³÷åííÿ îêñèäàòèâíî-í³òðà-
òèâíîãî ñòðåñó â ëåéêîöèòàõ ³, áåçóìîâíî, ìà-
þòü âïëèâ íà ãåíåòè÷íî çàïðîãðàìîâàíó çàãè-
áåëü öèõ êë³òèí çà óìîâ ä³àáåòó. 

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Äîñë³äæåííÿ ïðîâîäè-
ëè íà áåçïîðîäíèõ á³ëèõ ùóðàõ-ñàìöÿõ ìàñîþ 
150–180 ã. Òâàðèíàì çàáåçïå÷óâàëè â³ëüíèé äîñ-

òóï äî ¿æ³ òà âîäè ³ ïåðåáóâàííÿ ó ñòàíäàðòíèõ 
óìîâàõ â³âàð³þ. Åêñïåðèìåíòè ïðîâîäèëèñü çã³ä-
íî ç íàö³îíàëüíèìè «Çàãàëüíèìè åòè÷íèìè 
ïðèíöèïàìè ïðîâåäåííÿ åêñïåðèìåíò³â íà òâà-
ðèíàõ», óõâàëåíèìè ² Íàö³îíàëüíèì êîíãðå-
ñîì ç á³îåòèêè (Êè¿â, Óêðà¿íà, 2001), ùî óçãîä-
æóþòüñÿ ç ïîëîæåííÿìè «ªâðîïåéñüêî¿ êîí-
âåíö³¿ ïðî çàõèñò õðåáåòíèõ òâàðèí, ÿê³ âèêî-
ðèñòîâóþòüñÿ äëÿ åêñïåðèìåíòàëüíèõ òà ³íøèõ 
íàóêîâèõ ö³ëåé» (Ñòðàñáóðã, Ôðàíö³ÿ, 1985).

Òâàðèíè áóëè ïîä³ëåí³ íà ÷îòèðè ãðóïè: ² – 
êîíòðîëü (Ê), ²² – êîíòðîëüí³ òâàðèíè, ÿêèì 
ââîäèëè àãìàòèí (Ê + Àãì), ²²² – òâàðèíè ç 
åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì ä³àáåòîì (ÅÖÄ), 
IV – òâàðèíè ç ÅÖÄ, ÿêèì ââîäèëè àãìàòèí 
(ÅÖÄ + Àãì). Åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé 
ä³àáåò âèêëèêàëè âíóòð³øíüî÷åðåâíèì ââåäåí-
íÿì ñòðåïòîçîòîöèíó («Sigma», ÑØÀ), ðîç÷è-
íåíîãî â 10 ìÌ öèòðàòíîìó áóôåð³ (ðÍ 5,5) ç 
ðîçðàõóíêó 60 ìã íà 1 êã ìàñè ò³ëà. Ðîçâèòîê 
ä³àáåòó êîíòðîëþâàëè çà âì³ñòîì ãëþêîçè â 
êðîâ³, ÿêèé âèçíà÷àëè ÷åðåç 72 ãîä ï³ñëÿ ââå-
äåííÿ ñòðåïòîçîòîöèíó. Êîíöåíòðàö³þ ãëþ-
êîçè âèçíà÷àëè ãëþêîçîîêñèäàçíèì ìåòîäîì 
ç âèêîðèñòàííÿì íàáîðó ðåàêòèâ³â «Ô³ë³ñ³ò-
Ä³àãíîñòèêà» (Óêðà¿íà). Â åêñïåðèìåíò³ âèêî-
ðèñòîâóâàëè òâàðèí ³ç ð³âíåì ãëþêîçè á³ëüøå 
14 ìÌ. Òâàðèíàì ²² òà IV ãðóï, ïî÷èíàþ÷è ç 
3-ãî äíÿ â³ä ìîìåíòó ³íäóêö³¿ ä³àáåòó, âíóòð³ø-
íüîì’ÿçîâî ââîäèëè àãìàòèí («Sigma», ÑØÀ),
ðîç÷èíåíèé ó ô³ç³îëîã³÷íîìó ðîç÷èí³, â êîí-
öåíòðàö³¿ 20 ìã/êã ïðîòÿãîì 14 äí³â. Òâàðèíàì 
²² òà ²²² ãðóï ïðîòÿãîì 14 äí³â âíóòð³øíüîì’ÿ-
çîâî ââîäèëè ô³ç³îëîã³÷íèé ðîç÷èí. 

Ùóð³â óñ³õ äîñë³äíèõ ãðóï äåêàï³òóâàëè ï³ä 
åô³ðíèì íàðêîçîì íà 15-é äåíü åêñïåðèìåíòó. 
Çàá³ð êðîâ³ äëÿ äîñë³äæåíü ïðîâîäèëè ç äî-
äàâàííÿì ãåïàðèíó (ê³íöåâå ðîçâåäåííÿ ãåïà-
ðèí : ö³ëüíà êðîâ = 1:100).

Ëåéêîöèòè âèä³ëÿëè ç ãåïàðèí³çîâàíî¿ êðî-
â³ ó ãðàä³ºíò³ ãóñòèíè ô³êîë-òð³îìáðàñòó (  =
= 1,076–1,078 ã  ñì–3) öåíòðèôóãóâàííÿì ïðè 
630 g ïðîòÿãîì 35 õâ [26]. Îòðèìàí³ êë³òèíè
äâ³÷³ â³äìèâàëè ó çàáóôåðåíîìó Na2HPO4/
NaH2PO4 ô³ç³îëîã³÷íîìó ðîç÷èí³ (ÇÔÐ) (ðÍ 7,4)
âïðîäîâæ 5 õâ ïðè 850 g.

Ïðîòå¿íè ëåéêîöèò³â ðîçä³ëÿëè åëåêòðîôî-
ðåòè÷íî ó áëîêàõ 10%-íîãî ïîë³àêðèëàì³äíîãî 
ãåëþ â ïðèñóòíîñò³ äîäåöèëñóëüôàòó íàòð³þ â 
áóôåðí³é ñèñòåì³ Ëåìë³ [27]. Äëÿ âèçíà÷åííÿ 
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ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè ïðîòå¿í³â âèêîðèñòîâóâàëè 
ïðîòå¿íîâ³ ñòàíäàðòè ô³ðìè «Sigma», ÑØÀ.

Â îñíîâó ìåòîäó ³ìóíîáëîòó ïðîòå¿í³â ïî-
êëàäåíî ïåðåíîñ á³ëê³â ç ÏÀÀÃ íà í³òðî-
öåëþëîçíó ìåìáðàíó ï³ä ä³ºþ åëåêòðè÷íîãî ïî-
ëÿ ç íàñòóïíîþ îáðîáêîþ îòðèìàíèõ áëîò³â 
àíòèò³ëàìè. Ïåðåíîñ çä³éñíþâàëè âïðîäîâæ
2 ãîä ïðè ñèë³ ñòðóìó 250 ìÀ, íàïðóç³ 200 Â 
òà ïîòóæíîñò³ 50 Âò ó áóôåð³, ùî ì³ñòèâ 25 ìÌ 
òðèñ-HCl (pH 8,3), 20 % ìåòàíîë, 192 ìÌ ãë³-
öèí, 0,1 % SDS. Â³ëüí³ öåíòðè çâ’ÿçóâàííÿ íà 
ìåìáðàí³ áëîêóâàëè ïðîòÿãîì 2 ãîä 4 % ðîç÷è-
íîì áè÷à÷îãî ñèðîâàòêîâîãî àëüáóì³íó â TBS 
(50 ìÌ òðèñ (ðÍ 7,5), 150 ìÌ NaCl) ç 0,05 % 
Òâ³í-20. Äàë³ ìåìáðàíó ³íêóáóâàëè ç ìîíîêëî-
íàëüíèìè àíòèò³ëàìè äî 3-í³òðîòèðîçèíó (Mo-
noclonal Anti-3-Nitrotyrosine antibody produced 
in mouse, clone 18G4, «Sigma-Aldrich», ÑØÀ), 
ðîçâåäåíèìè ó 10 000 ðàç³â â TBS, âïðîäîâæ 
2 ãîä ç íàñòóïíèì ïðîìèâàííÿì TBS áóôåðîì 
(ï ÿòü ðàç³â ïî 3 õâ), ï³ñëÿ ÷îãî ìåìáðàíó â³ä-
ìèâàëè ÇÔÐ/0,1% Òâ³í-20 (ï’ÿòü ðàç³â ïî 3 õâ), 
à òîä³ ³íêóáóâàëè 1 ãîä ç àíòèò³ëàìè äî IgG 
ìèø³, êîí’þãîâàíèìè ç ïåðîêñèäàçîþ õðîíó 
(Sheep anti-Mouse Ig Antibody, (H+L) HRP con-
jugate, «Millipore», ÑØÀ), ðîçâåäåíèìè 1:1000 
ó TBS áóôåð³, ï³ñëÿ öüîãî ìåìáðàíó â³äìèâàëè 
ÇÔÐ/0,1 % Òâ³í-20 (ï ÿòü ðàç³â ïî 3 õâ). Âè-
ð³âíþâàííÿ ïî ïðîòå¿íó â äîñë³äæóâàíèõ çðàç-
êàõ ïðîâîäèëè çà ³íòåíñèâí³ñòþ ñèãíàëó ³ìó-
íîðåàêòèâíèõ ñìóã, ÿê³ âèÿâëÿëèñÿ ï³ä ÷àñ
çàñòîñóâàííÿ ìîíîêëîíàëüíèõ àíòè- -àêòèí àí-
òèò³ë («Sigma», ÑØÀ). Äëÿ õåì³ëþì³íåñöåíòíî¿ 
³ìóíîäåòåêö³¿ á³ëê³â íà áëîòàõ âèêîðèñòîâóâàëè 
ñèñòåìó ECL (â³ä àíãë. Luminol Enhancer So-
lution) («Amersham», ÎÊ), äî ñêëàäó ÿêî¿ âõî-
äèâ õåì³ëþì³íåñöåíòíèé áàðâíèê ëþì³íîë. Óñ³
êîìïîíåíòè ECL-ñóì³ø³ ðîç÷èíÿëè ó äèìåòèë-
ñóëüôîêñèä³. Ïë³âêó ïðîÿâëÿëè ó ñòàíäàðòíîìó 
ôåí³äîí-ã³äðîõ³íîíîâîìó ïðîÿâíèêó òà ô³êñó-
âàëè êèñëèì ô³êñàæåì. Äåíñèòîìåòðè÷íèé àíà-
ë³ç ðåçóëüòàò³â ³ìóíîáëîòó çä³éñíþâàëè çà äî-
ïîìîãîþ ïðîãðàìè Gelpro32.

Äëÿ âèÿâëåííÿ òà â³çóàë³çàö³¿ âíóòð³øíüî-
êë³òèííèõ ïðîòå¿í³â Âcl-2 òà ð53 âèêîðèñòîâó-
âàëè íåïðÿìèé ³ìóíîïåðîêñèäàçíèé ìåòîä [28].
Ëåéêîöèòè, íàíåñåí³ íà ïðåäìåòíå ñêëî, ô³êñó-
âàëè ó ðîç÷èí³ ìåòàíîëó çà òåìïåðàòóðè 4 ºÑ
ïðîòÿãîì 20 õâ òà 3–4 ñ â îõîëîäæåíîìó àöåòî-
í³. Ô³êñîâàí³ êë³òèíè ïåðìåàá³ë³çóâàëè 0,1 % 

ðîç÷èíîì òðèòîíó Õ-100 â ÇÔÐ. Äëÿ áëîêó-
âàííÿ åíäîãåííî¿ êë³òèííî¿ ïåðîêñèäàçè ïðå-
ïàðàòè ³íêóáóâàëè â 0,3 % ðîç÷èí³ Í2Î2 (5 õâ). 
Áëîêóâàííÿ â³ëüíèõ öåíòð³â çâ’ÿçóâàííÿ çä³é-
ñíþâàëè ç äîïîìîãîþ ³íêóáóâàííÿ â 1 % ðîç-
÷èí³ ÁÑÀ («Sigma-Aldrich», ÑØÀ), íåãàòèâíèé 
êîíòðîëü (Negative control reagent, «DAKO», 
ÑØÀ) âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ áëîêóâàííÿ ³ìóíî-
ãëîáóë³íîïîä³áíèõ ìîëåêóë. Äëÿ äåòåêö³¿ ïðî-
òå¿í³â p53 òà Bcl-2 êë³òèíè ³íêóáóâàëè ç ìîíî-
êëîíàëüíèìè àíòèò³ëàìè äî p53 («DAKO», 
ÑØÀ; êëîí DO-7, ³çîòèï IgG2b) òà ìîíîêëî-
íàëüíèìè àíòèò³ëàìè äî Bcl-2 («DAKO», ÑØÀ; 
êëîí 124, ³çîòèï IgG1) ó ÇÔÐ (1:25), ùî ì³ñòèâ
1 % ðîç÷èí ÁÑÀ, âïðîäîâæ 2 ãîä ïðè 4 ºÑ. 
Çðàçêè â³äìèâàëè ó ÇÔÐ ç 0,05 % òðèòîíîì 
X-100 òà ³íêóáóâàëè ç äðóãèìè á³îòèí³ëüîâà-
íèìè àíòèò³ëàìè «LSAB®2 Biotinylated Link for 
Streptavidin HRP/AP» («DAKO», ÑØÀ) ó ÇÔÐ 
(1:10), ùî ì³ñòèâ 1 % ðîç÷èí ÁÑÀ, âïðîäîâæ 
1 ãîä çà ê³ìíàòíî¿ òåìïåðàòóðè. Ï³ñëÿ â³äìèâàí-
íÿ çðàçêè ³íêóáóâàëè âïðîäîâæ 30 õâ ³ç àâ³äèí-
á³îòèí-ïåðîêñèäàçíèì êîìïëåêñîì «ExtrAvidin 
Peroxidase» («Sigma-Aldrich», ÑØÀ) ó ðîçâåäåíí³ 
1:125. Êîëüîðîâó ðåàêö³þ äëÿ äåòåêö³¿ ïîçèòèâ-
íèõ ñèãíàë³â ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ 3-àì³-
íîáåíçèäèíó «Liquid DABSubsstrateChromogen 
system» («DAKO», ÑØÀ).

Àíàë³ç âì³ñòó ð53 òà Âcl-2 ó äîñë³äæóâàíèõ 
êë³òèíàõ çä³éñíþâàëè ìåòîäîì ñâ³òëîâî¿ ì³êðî-
ñêîï³¿ ç âèêîðèñòàííÿì ×40 àêðîïëàíîâîãî 
îá’ºêòèâà ì³êðîñêîïà MICROmed XS-5520 òà 
â³äåîêàìåðè äëÿ ì³êðîñêîïà (DCM310) ç ïðî-
ãðàìíèì çàáåçïå÷åííÿì (ScopePhoto). Çà ³í-
òåíñèâí³ñòþ çàáàðâëåííÿ äîñë³äæóâàí³ êë³òèíè
áóëè ïîä³ëåí³ íà òðè ãðóïè: ç íåãàòèâíîþ ðåàê-
ö³ºþ (ð53  òà Bcl-2 ), ïîçèòèâíîþ (ð53+ òà Bcl-
2+) òà ð³çêî ïîçèòèâíîþ (ð53++ òà Bcl-2++) ðåàê-
ö³ºþ. Íåãàòèâíèìè êîíòðîëÿìè ñïåöèô³÷íîñò³ 
çâ’ÿçóâàííÿ ñëóãóâàëè êë³òèíè, ÿê³ ãîòóâàëè áåç
äîäàâàííÿ ïåðøèõ òà äðóãèõ àíòèò³ë. Íà êîæ-
íîìó ïðåïàðàò³ äèôåðåíö³þâàëè 500 êë³òèí.

Â³çóàëüíó îö³íêó ïðîöåñ³â àïîïòîçó ëåéêî-
öèò³â çà ìîðôîëîã³÷íèìè îçíàêàìè çä³éñíþ-
âàëè íà ìàçêàõ ³ç ñóñïåíç³¿ ëåéêîöèò³â, çà-
ôàðáîâàíèõ çà Ðîìàíîâñüêèì-Ã³ìçà, îö³íþâàëè
ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç îçíàêàìè àïîïòîçó òà âè-
ðàæàëè ö³ çì³íè ó â³äñîòêàõ. Âèÿâëÿëè òîêñè-
êîãåííó çåðíèñò³ñòü â öèòîïëàçì³, âàêóîë³çà-
ö³þ öèòîïëàçìè ³ ÿäðà, ï³êíîç ³ êàð³îðåêñèñ 
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ÿäðà, öåéîçèñ ìåìáðàíè. Íà êîæíîìó ìàçêó 
ï³äðàõîâóâàëè 200 êë³òèí, âèÿâëåíèõ ó ð³çíèõ 
ïîëÿõ çîðó ì³êðîñêîïà. Àïîïòè÷íèé ³íäåêñ âè-
çíà÷àëè ÿê â³äñîòêîâå ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ 
êë³òèí ç îçíàêàìè àïîïòîçó äî çàãàëüíî¿ ê³ëü-
êîñò³ ï³äðàõîâàíèõ êë³òèí.

Á³îõ³ì³÷íó äåòåêö³þ àïîïòîçó ëåéêîöèò³â 
âèçíà÷àëè çà âì³ñòîì ó êë³òèí³ ôðàãìåíòîâàíî¿ 
ÄÍÊ [2]. Ë³çèñ ëåéêîöèò³â ïðîâîäèëè âïðî-
äîâæ 30 õâ íà ëüîäÿí³é áàí³ ë³çóþ÷èì áóôåðîì 
(5 ìÌ òðèñ-ÍÑl, 20 ìÌ EÄTA (ðÍ 8,0), 0,5 % 
òðèòîí Õ-100) ó ðîçðàõóíêó 5 ìëí êë³òèí íà 
0,05 ìë áóôåðà. Àë³êâîòó êîæíî¿ ïðîáè öåí-
òðèôóãóâàëè 15 õâ ïðè 15 500 g, â³ää³ëÿþ÷è 
³íòàêòíèé õðîìàòèí (â îñàä³) â³ä ôðàãìåíòî-
âàíî¿ ÄÍÊ (ó ñóïåðíàòàíò³). Êîæíó ôðàêö³þ 
ðåñóñïåíäóâàëè â 0,5 ìë ÒÅ-áóôåðà (10 ìÌ 
òðèñ-ÍÑl, 1 ìÌ EÄTA, ðÍ 8,0) ³ äîäàâàëè 
ïî 0,6 ìë 1 í ÍÑlÎ4, çðàçêè îõîëîäæóâàëè çà 
òåìïåðàòóðè 4 °Ñ (20 õâ). Îäåðæàí³ ñóñïåíç³¿ 
öåíòðèôóãóâàëè 10 õâ ïðè 4000 g, ñóïåðíà-
òàíò â³äáèðàëè. Ã³äðîë³ç çä³éñíþâàëè ó ïðè-
ñóòíîñò³ 1 í ÍÑlÎ4 (0,6 ìë) çà òåìïåðàòóðè 70 ºÑ
(20 õâ). Ïðîáè îõîëîäæóâàëè. Â àë³êâîòàõ ñó-
ïåðíàòàíòó ³ îñàäó ïðîâîäèëè êîëüîðîâó ðåàê-
ö³þ ç äèôåí³ëàì³íîâèì ðåàãåíòîì (1:2). Çðàçêè 
ïîì³ùàëè ó òåìíå ì³ñöå íà 17 ãîä. Ïðîáè 
ôîòîìåòðóâàëè ïðè äîâæèí³ õâèë³ 570 íì 
ïðîòè êîíòðîëþ (äèôåí³ëàì³íîâèé ðåàêòèâ + 
+1 í ÍÑlÎ4). Ñòóï³íü ïîøêîäæåííÿ ÄÍÊ îá-
÷èñëþâàëè ó â³äñîòêàõ ÿê ñï³ââ³äíîøåííÿ ¿¿ 
ê³ëüêîñò³ â ñóïåðíàòàíò³ äî ñóìàðíîãî âì³ñòó â 
îñàä³ òà ñóïåðíàòàíò³.

Àíàë³ç àïîïòîçó çà çâ’ÿçóâàííÿì àííåêñèíó 
çä³éñíþâàëè ôëóîðåñöåíòíèì ìåòîäîì V [29]. 
Ó ðîáîò³ áóëî âèêîðèñòàíî íàá³ð ðåàãåíò³â An-
nexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, «BioVision»
(ÑØÀ). Ëåéêîöèòè â ê³ëüêîñò³ 2 · 105 ðåñóñ-
ïåíäóâàëè ó 0,5 ìë çâ’ÿçóþ÷îãî áóôåðà: 10 ìÌ 
HEPES/NaOH (pH 7,4), 140 ìÌ NaCl ³ 2,5 ìÌ 
CaCl2. Äîäàâàëè 5 ìêë Annexin V-FITC (ðîáî÷à 
êîíöåíòðàö³ÿ 2,5 ìêã/ìë) òà 5 ìêë Ð² (ðîáî÷à 
êîíöåíòðàö³ÿ 0,5 ìêã/ìë). Êë³òèíè ³íêóáóâàëè 
15 õâ ó òåìðÿâ³ çà ê³ìíàòíî¿ òåìïåðàòóðè. Çðàç-
êè àíàë³çóâàëè íà ïðîòî÷íîìó öèòîôëóîðè-
ìåòð³ FACScan («BectonDickinson», ÑØÀ), âè-
êîðèñòîâóþ÷è äåòåêòîð FL1 (äëÿ FITC) òà FL2 
(äëÿ Ð²). Íà êîæíèé âàð³àíò äîñë³äó ï³äðàõî-
âóâàëè íå ìåíøå 10 000 êë³òèí. Ðåçóëüòàòè âè-
ðàæàëè ó â³äñîòêàõ â³ä çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ êë³-

òèí, çàñòîñîâóþ÷è íàñòóïíó ñõåìó: Annexin V–/
PI– – æèâ³ êë³òèíè, Annexin V+/PI– – êë³òèíè ç 
ðàíí³ìè îçíàêàìè àïîïòîçó, Annexin V+/PI+ – 
êë³òèíè ç ï³çí³ìè îçíàêàìè àïîïòîçó. 

Ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó âñ³õ ðåçóëüòàò³â äîñ-
ë³äæåíü ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè 
Excel-2003 äëÿ Windows. Äàí³ ïðåäñòàâëÿëè ó 
âèãëÿä³ Ì ± m. Äëÿ îö³íêè äîñòîâ³ðíîñò³ ð³çíè-
ö³ ì³æ ñòàòèñòè÷íèìè õàðàêòåðèñòèêàìè äâîõ 
àëüòåðíàòèâíèõ ñóêóïíîñòåé äàíèõ âèðàõîâó-
âàëè êîåô³ö³ºíò Ñò þäåíòà. Äîñòîâ³ðíîþ ââàæà-
ëàñÿ ð³çíèöÿ ïðè ïîêàçíèêó äîñòîâ³ðíîñò³ ð  
 0,95, ð  0,99, ð  0,999. 

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Ïðè 
äîñë³äæåíí³ ó ëåéêîöèòàõ òâàðèí ç ÅÖÄ âì³ñòó 
ïðîòå¿íó – ðåãóëÿòîðà àïîïòîçó ð53 âèÿâëåíî 
ï³äâèùåííÿ ê³ëüêîñò³ êë³òèí ³ç ïîçèòèâíîþ 
ðåàêö³ºþ (ð53+) òà ð³çêî ïîçèòèâíîþ ðåàêö³ºþ 
(ð53++) ïîð³âíÿíî ç íàÿâí³ñòþ öüîãî ïðîòå¿íó 
ó êîíòðîë³. Âîäíî÷àñ âèÿâëåíî çíèæåííÿ (íà 
27 %) ê³ëüêîñò³ êë³òèí ³ç íåãàòèâíîþ ðåàêö³-
ºþ íà âì³ñò ïðîòå¿íó ð53 (ð53–) ïîð³âíÿíî ç 
êîíòðîëåì (ðèñ. 1, â òà ðèñ. 2). 

Íà òë³ çá³ëüøåííÿ âì³ñòó â ëåéêîöèòàõ òâà-
ðèí ç ÅÖÄ ïðîòå¿íó ð53 ñïîñòåð³ãàëè çðîñòàí-
íÿ ê³ëüêîñò³ àíòèàïîïòè÷íîãî ïðîòå¿íó Bcl-2 
(ðèñ. 3, â). Íà ôîí³ çíèæåííÿ ÷èñëà êë³òèí
³ç íåãàòèâíîþ ðåàêö³þ íà öåé ïðîòå¿í (íà 15 %)
ê³ëüê³ñòü êë³òèí Bcl-2+ çðîñòàëà íà 79 % òà
Bcl-2++ – íà 49 % (ðèñ. 4). Âèÿâëåí³ ïîðó-
øåííÿ ê³ëüê³ñíîãî ñï³ââ³äíîøåííÿ ïðîòå¿í³â-
ðåãóëÿòîð³â àïîïòîçó ñâ³ä÷àòü ïðî ïîñèëåííÿ 
àïîïòè÷íèõ ïðîöåñ³â ó ëåéêîöèòàõ ïåðèôåðè÷-
íî¿ êðîâ³ ùóð³â çà óìîâ ÅÖÄ [21].

Ââåäåííÿ àãìàòèíó êîíòðîëüíèì òâàðèíàì 
ñóïðîâîäæóâàëîñÿ çìåíøåííÿì ê³ëüêîñò³ êë³-
òèí ð53++ ³ Bcl-2++ òà íåçíà÷íèì ï³äâèùåííÿì 
ê³ëüêîñò³ êë³òèí ç íåãàòèâíîþ ðåàêö³ºþ íà ö³ 
ïðîòå¿íè (ðèñ. 1, á, ðèñ. 2, ðèñ. 3, á, ðèñ. 4). 

Ó òâàðèí ç ÅÖÄ àãìàòèí ïðèçâîäèâ äî äîñ-
òîâ³ðíîãî çðîñòàííÿ ê³ëüêîñò³ êë³òèí ³ç íåãà-
òèâíîþ ðåàêö³ºþ íà ð53, ùî ñóïðîâîäæóâàëî-
ñÿ çìåíøåííÿì ê³ëüêîñò³ êë³òèí ç ð³çêî ïîçè-
òèâíîþ ðåàêö³ºþ (ð53++) íà 62 % (ðèñ. 1, ã, ðèñ. 2).
Âîäíî÷àñ ïîêàçàíî çðîñòàííÿ ê³ëüêîñò³ êë³òèí 
Bcl-2– (ðèñ. 3, ã, ðèñ. 4). Òàêèì ÷èíîì, ââåäåííÿ 
àãìàòèíó çà óìîâ ÅÖÄ ïðèçâîäèòü äî íîðìàë³-
çàö³¿ âì³ñòó â ëåéêîöèòàõ ïðîòå¿í³â ð53 ³ Bcl-2.

Îäíèì ³ç ðàíí³õ ïðîÿâ³â àïîïòîçó º çíè-
æåííÿ åëåêòðîõ³ì³÷íîãî ïîòåíö³àëó ì³òîõîíä-
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ð³àëüíèõ ìåìáðàí, ùî ñóïðîâîäæóºòüñÿ âèõî-
äîì ç ì³òîõîíäð³é â öèòîïëàçìó öèòîõðîìó ñ
òà àêòèâàö³ºþ êàñïàçè 3. Ñóáñòðàòàìè äëÿ ö³º¿
êàñïàçè º áåçë³÷ ïðîòå¿í³â öèòîñêåëåòó, åíçèìè 
ðåïàðàö³¿ ÄÍÊ, ðåãóëÿòîðè êë³òèííîãî öèêëó, 
ïðîòå¿íê³íàçè òà ³í. Äåÿê³ ç ïåðåë³÷åíèõ ïðî-
òå¿í³â º âíóòð³øíüîêë³òèííèìè ³íã³á³òîðàìè 
åíäîíóêëåàç, òîìó ¿õíº ðîçùåïëåííÿ ï³ä ä³ºþ 
êàñïàçè 3 ñóïðîâîäæóºòüñÿ àêòèâàö³ºþ îñòàí-
í³õ. Ï³ä ä³ºþ åíäîíóêëåàç çä³éñíþºòüñÿ ôðàã-
ìåíòàö³ÿ ÿäåðíî¿ ÄÍÊ íà íèçüêîìîëåêóëÿðí³ 
ôðàãìåíòè, ùî º îäí³ºþ ç õàðàêòåðíèõ á³îõ³-
ì³÷íèõ îçíàê àïîïòîçó [7, 12]. Óæå íà ö³é ñòà-
ä³¿ ðåºñòðóþòüñÿ õàðàêòåðí³ äëÿ àïîïòîçó çì³-
íè – êîíäåíñàö³ÿ õðîìàòèíó ³ âèïèíàííÿ ÿäåð-
íî¿ ìåìáðàíè. Ââàæàþòü, ùî ñàìå öåé ïî÷àòêî-
âèé åòàï ôðàãìåíòàö³¿ õðîìàòèíó º êëþ÷îâîþ 
ïîä³ºþ àïîïòîçó, ï³ñëÿ çä³éñíåííÿ ÿêîãî ïðî-
öåñ ñòàº íåçâîðîòíèì [7]. ²íøèìè íàéõàðàê-
òåðí³øèìè äëÿ àïîïòè÷íèõ êë³òèí ìîðôîëî-
ã³÷íèìè çì³íàìè º óòâîðåííÿ âèï’ÿ÷óâàíü (áëå-
á³íã) ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè ³ çìåíøåííÿ ðîç-
ì³ðó êë³òèíè, àãðåãàö³ÿ õðîìàòèíó, ôðàãìåí-
òàö³ÿ òà ï³êíîç ÿäðà, âàêóîë³çàö³ÿ ³ òîêñè÷íà
çåðíèñò³ñòü öèòîïëàçìè, êëàçìîöèòîç öèòî-
ïëàçìè. Ï³çí³ìè çì³íàìè ï³ä ÷àñ àïîïòîçó º 
ôðàãìåíòàö³ÿ êë³òèíè ç óòâîðåííÿì àïîïòè÷-
íèõ ò³ëåöü – âåçèêóë, ÿê³ ïîêðèò³ ïëàçìàòè÷-
íîþ ìåìáðàíîþ ³ ìîæóòü ì³ñòèòè ôðàãìåíòè 
ÿäåð (ðèñ. 5).

Ïðè äîñë³äæåíí³ ìîðôîëîã³÷íèõ îçíàê àïîï-
òîçó ìåòîäîì ñâ³òëîâî¿ ì³êðîñêîï³¿ öèòîëîã³÷-
íèõ ïðåïàðàò³â (ðèñ. 5) òà âèâ÷åíí³ ñòóïåíÿ 
îë³ãîíóêëåîñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ ÄÍÊ (òàáë. 1) âè-
ÿâëåíî, ùî ðîçâèòîê ÅÖÄ ñóïðîâîäæóâàâñÿ 
çðîñòàííÿì àïîïòè÷íîãî ³íäåêñó ëåéêîöèò³â 
(â 4,6 ðàçó) òà çá³ëüøåííÿì âì³ñòó ó êë³òèíàõ 
ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ (â 3,8 ðàçó) ïîð³âíÿíî ç 
êîíòðîëåì. Ó êîíòðîëüíèõ òâàðèí àãìàòèí íå 
âèêëèêàâ äîñòîâ³ðíèõ çì³í öèõ ïîêàçíèê³â, òî-
ä³ ÿê çà óìîâ ÅÖÄ – ñïðèÿâ çíèæåííþ àïîï-
òè÷íîãî ³íäåêñó ëåéêîöèò³â (íà 74 % ïîð³âíÿíî 
³ç ÅÖÄ) òà çíà÷íî ïðèãí³÷óâàâ ïðîöåñ äåãðà-
äàö³¿ ÿäåðíî¿ ÄÍÊ (òàáë. 1). Îòæå, ââåäåííÿ 
àãìàòèíó òâàðèíàì ç ÅÖÄ çóìîâëþº ïðèãí³-
÷åííÿ àïîïòè÷íèõ ïðîöåñ³â ó ëåéêîöèòàõ ïå-
ðèôåðè÷íî¿ êðîâ³, íà ùî âêàçóº çíèæåííÿ ÿê 
àïîïòè÷íîãî ³íäåêñó, òàê ³ âì³ñòó ôðàãìåíòî-
âàíî¿ ÄÍÊ äî ð³âíÿ âåëè÷èí ó êîíòðîëüí³é 
ãðóï³ òâàðèí.

Îäí³ºþ ç ðàíí³õ îçíàê àïîïòîçó â åóêàð³î-
òè÷íèõ êë³òèíàõ º ³íâåðñ³ÿ êë³òèííî¿ ìåìáðà-
íè, ùî ñóïðîâîäæóºòüñÿ ïîÿâîþ ôîñôàòèäèë-
ñåðèíó (ÔÑ) íà ¿¿ çîâí³øí³é ñòîðîí³. Ê³ëüê³ñòü 
ÔÑ ìîæíà âèÿâèòè çà çâ’ÿçóâàííÿì ³ç ïîâåðõ-

Ðèñ. 1. ²ìóíîöèòîõ³ì³÷íèé àíàë³ç ëåéêîöèò³â ïåðè-
ôåðè÷íî¿ êðîâ³ ùóð³â ç âèêîðèñòàííÿì àíòèò³ë äî 
ïðîòå¿íó ð53 çà óìîâ ââåäåííÿ àãìàòèíó êîíòðîëüíèì 
òâàðèíàì ³ ùóðàì ç åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì 
ä³àáåòîì: à – êîíòðîëü, á – êîíòðîëü + àãìàòèí, 
â – åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé ä³àáåò, ã – åêñ-
ïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé ä³àáåò + àãìàòèí; 1 – íå-
ãàòèâíà ðåàêö³ÿ (p53–); 2 – ïîçèòèâíà ðåàêö³ÿ (p53+); 
3 – ð³çêî ïîçèòèâíà ðåàêö³ÿ (p53++)

Ðèñ. 2. Ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ ëåéêîöèò³â çà-
ëåæíî â³ä âì³ñòó ó êë³òèí³ ïðîòå¿íó ð53 çà óìîâ 
ââåäåííÿ àãìàòèíó êîíòðîëüíèì òâàðèíàì ³ ùóðàì 
ç åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì ä³àáåòîì (M ± m, 
n = 4–5): Ê – êîíòðîëü, Ê + Àãì – êîíòðîëü + 
+ àãìàòèí, ÅÖÄ – åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé 
ä³àáåò, ÅÖÄ + Àãì – åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé 
ä³àáåò + àãìàòèí. * Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïîð³âíÿíî ç
êîíòðîëåì, Ð < 0,05. ** Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïîð³âíÿíî 
ç ÅÖÄ, Ð < 0,05
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íåþ êë³òèíè ïðîòå¿íó àííåêñèíó V [7]. Çàñòîñó-
âàííÿ ïîäâ³éíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ôàðáóâàí-
íÿ êë³òèí àííåêñèíîì V, ì³÷åíèì Ô²ÒÖîì òà 
ïðîï³ä³é éîäèäîì, äàëî çìîãó ïðîâåñòè îö³íêó 

ñòóïåíÿ âèðàæåíîñò³ àïîïòè÷íèõ çì³í â ëåé-
êîöèòàõ òà îòðèìàòè ê³ëüê³ñíèé ðîçïîä³ë öèõ 
êë³òèí êðîâ³ íà æèâ³ êë³òèíè, à òàêîæ êë³òèíè 
íà ðàíí³õ òà ï³çí³õ ñòàä³ÿõ àïîïòîçó.

Äîñë³äæåííÿ êë³òèí ìåòîäîì ïðîòî÷íî¿ öèòî-
ôëóîðèìåòð³¿ äàëî çìîãó âèÿâèòè çðîñòàííÿ 
ê³ëüêîñò³ àííåêñèí-ïîçèòèâíèõ êë³òèí çà ä³à-
áåòó â 3,6 ðàçó (òàáë. 2), ùî ñâ³ä÷èòü ïðî 
çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ ÔÑ íà çîâí³øí³é ñòîðîí³ 
ìåìáðàíè ëåéêîöèò³â. Âîäíî÷àñ ê³ëüê³ñòü àí-
íåêñèí-ïîçèòèâíèõ êë³òèí, ÿê³ òàêîæ äàâàëè 
ïîçèòèâíó ðåàêö³þ ïðè ôàðáóâàíí³ ïðîï³ä³é 
éîäèäîì, çðîñòàëà ìàéæå â äâà ðàçè (òàáë. 2). 
Öå º îçíàêîþ ïîðóøåííÿ ö³ë³ñíîñò³ ìåìáðàíè 
³ ñâ³ä÷èòü ïðî çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ ìåðòâèõ 
êë³òèí.

Ââåäåííÿ àãìàòèíó êîíòðîëüíèì òâàðèíàì 
ñóïðîâîäæóâàëîñÿ çðîñòàííÿì ê³ëüêîñò³ êë³òèí 
³ç ðàíí³ìè îçíàêàìè àïîïòîçó íà 31 %, à ÷èñ-
ëî êë³òèí, ÿê³ ïåðåáóâàþòü íà ï³çí³õ ñòàä³ÿõ 
àïîïòè÷íî¿ çàãèáåë³, íå çì³íþâàëîñÿ (òàáë. 2). 
Âîäíî÷àñ ó òâàðèí ç ÅÖÄ àãìàòèí ñïðè÷èíÿâ 
çíèæåííÿ âì³ñòó êë³òèí ³ç ðàíí³ìè îçíàêàìè 
àïîïòîçó íà 31 % òà êë³òèí ³ç ï³çí³ìè îçíàêàìè 
àïîïòîçó íà 29 %. 

Ç ìåòîþ äåòåêö³¿ àïîïòè÷íèõ çì³í ó ëåé-
êîöèòàõ, âèêëèêàíèõ ä³ºþ àêòèâíèõ ôîðì êèñ-
íþ òà àçîòó, íà íàñòóïíîìó åòàï³ ðîáîòè âè-
çíà÷àëè ð³âåíü ó êë³òèí³ ìàðêåðà îêñèäàòèâíî-
í³òðàòèâíîãî ñòðåñó – 3-í³òðîòèðîçèíó, ÿêèé 
óòâîðþºòüñÿ â ðåçóëüòàò³ í³òðóâàííÿ çàëèøê³â 
òèðîçèíó â ìîëåêóëàõ ïðîòå¿í³â çà ó÷àñò³ òàêèõ 
ôîðì àçîòó, ÿê ïåðîêñèí³òðèò ³ îêñèä àçîòó (IV). 
Êîíöåíòðàö³ÿ 3-í³òðîòèðîçèíó íå çàëåæèòü â³ä 
íàäõîäæåííÿ åêçîãåííèõ ìåòàáîë³ò³â NO òà 
åôåêò³â ïëàçìîâèõ ò³îë³â, òîìó éîãî ââàæàþòü 
íåïðÿìèì ïîêàçíèêîì ð³âíÿ ïðîäóêö³¿ ó êë³òèí³ 
ïåðîêñèí³òðèòó [30, 31]. Òàê, â óìîâàõ ðîçâèò-
êó îêñèäàòèâíî-í³òðàòèâíîãî ñòðåñó íàäì³ðíå
óòâîðåííÿ ïåðîêñèí³òðèòó ïðèçâîäèòü äî óø-
êîäæåííÿ âñ³õ êîìïîíåíò³â êë³òèíè. Öåé àãåíò
çäàòåí ìîäèô³êóâàòè àçîòèñò³ îñíîâè òà âè-
êëèêàòè îäíî- òà äâîíèòêîâ³ ðîçðèâè ëàí-
öþãà ìîëåêóëè ÄÍÊ [32, 33]. Âèíèêíåííÿ 
îäíîíèòêîâèõ ðîçðèâ³â òà, ÿê ðåçóëüòàò, àêòè-
âàö³ÿ ðåïàðàö³éíîãî êîìïëåêñó ïîë³(ÀÄÔ-ðè-
áîçà)-ïîë³ìåðàçè-1 âèñíàæóþòü âíóòð³øíüîêë³-
òèííèé ïóë ÍÀÄ+. Ö³ ïîä³¿ âðåøò³-ðåøò ñïðÿ-
ìîâóþòü êë³òèíó íà øëÿõ àïîïòîçó [34, 35]. 
Íàøèìè äîñë³äæåííÿìè âñòàíîâëåíî, ùî ó 

Ðèñ. 3. ²ìóíîöèòîõ³ì³÷íèé àíàë³ç ëåéêîöèò³â ïåðè-
ôåðè÷íî¿ êðîâ³ ùóð³â ç âèêîðèñòàííÿì àíòèò³ë äî 
ïðîòå¿íó Bcl-2 çà óìîâ ââåäåííÿ àãìàòèíó êîíòðîëü-
íèì òâàðèíàì òà ùóðàì ç åêñïåðèìåíòàëüíèì öóê-
ðîâèì ä³àáåòîì: à – êîíòðîëü, á – êîíòðîëü + àã-
ìàòèí, â – åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé ä³àáåò, ã – 
åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé ä³àáåò + àãìàòèí; 1 – 
íåãàòèâíà ðåàêö³ÿ (Bcl-2–); 2 – ïîçèòèâíà ðåàêö³ÿ 
(Bcl-2+); 3 – ð³çêî ïîçèòèâíà ðåàêö³ÿ (Bcl-2++)

Ðèñ. 4. Ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ ëåéêîöèò³â çà-
ëåæíî â³ä âì³ñòó â êë³òèí³ ïðîòå¿íó Bcl-2 çà óìîâ 
ââåäåííÿ àãìàòèíó êîíòðîëüíèì òâàðèíàì ³ ùóðàì 
ç åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì ä³àáåòîì (M ± m, 
n = 4–5): Ê – êîíòðîëü, Ê + Àãì – êîíòðîëü + 
àãìàòèí, ÅÖÄ – åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé ä³à-
áåò, ÅÖÄ + Àãì – åêñïåðèìåíòàëüíèé öóêðîâèé 
ä³àáåò + àãìàòèí. * Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïîð³âíÿíî 
ç êîíòðîëåì, Ð < 0,05. ** Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïî-
ð³âíÿíî ç ÅÖÄ, Ð < 0,05
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Ïðèãí³÷óþ÷à ä³ÿ àãìàòèíó íà ãåíåòè÷íî çàïðîãðàìîâàíó çàãèáåëü ëåéêîöèò³â

ëåéêîöèòàõ òâàðèí ç ÅÖÄ çíà÷íî ï³äâèùóºòü-
ñÿ âì³ñò í³òðîòèðîçèí-ìîäèô³êîâàíèõ ïðîòå¿-
í³â (ðèñ. 6). 

Ââåäåííÿ òâàðèíàì àãìàòèíó ïðèçâîäèëî äî
ïðèãí³÷åííÿ ïðîöåñó ïåðîêñèí³òðèò-îïîñåðåä-
êîâàíî¿ ìîäèô³êàö³¿ ïðîòå¿í³â ó ëåéêîöèòàõ ÿê 
â êîíòðîë³, òàê ³ ó ðàç³ ÅÖÄ (ðèñ. 6). Òàêèé 
åôåêò àãìàòèíó çóìîâëåíèé éîãî âëàñòèâ³ñòþ 
ïðèãí³÷óâàòè àêòèâí³ñòü ³íäóöèáåëüíî¿ ³çîôîð-
ìè NO-ñèíòàçè é íàäì³ðíó ïðîäóêö³þ îêñèäó 
àçîòó – ïðåêóðñîðà ïåðîêñèí³òðèòó, ùî ï³ä-
òâåðäæåíî íàøèìè ïîïåðåäí³ìè äîñë³äæåííÿ-
ìè [24]. Çíèæåííÿ âì³ñòó í³òðîòèðîçèí-ìîäè-
ô³êîâàíèõ ïðîòå¿í³â ó ðàç³ ä³àáåòó íà ôîí³ ââå-
äåííÿ àãìàòèíó ñâ³ä÷èòü ïðî ïðèãí³÷åííÿ îêñè-
äàòèâíî-í³òðàòèâíîãî ñòðåñó â ëåéêîöèòàõ ³ º
îäíèì ³ç ìåõàí³çì³â, ùî îïîñåðåäêîâóº ïîçè-
òèâíèé êîðèãóþ÷èé âïëèâ àãìàòèíó íà ö³ êë³-
òèíè êðîâ³ çà óìîâ äîñë³äæóâàíî¿ ïàòîëîã³¿.

Îòæå, àíàë³ç ìîðôîëîã³÷íèõ, á³îõ³ì³÷íèõ ³ 
ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â àïîïòîçó äàâ çìîãó âñòà-
íîâèòè, ùî ââåäåííÿ òâàðèíàì ç ÅÖÄ àãìà-
òèíó ïðèãí³÷óº ãåíåòè÷íî çàïðîãðàìîâàíó çà-
ãèáåëü ëåéêîöèò³â, ³íòåíñèâí³ñòü ÿêî¿ çíà÷íî 
ï³äâèùóºòüñÿ çà óìîâ ä³àáåòó. Î÷åâèäíî, íîðìà-

ë³çàö³ÿ ³íòåíñèâíîñò³ ïðîò³êàííÿ àïîïòè÷íèõ 
ïðîöåñ³â â ëåéêîöèòàõ ïðè ââåäåíí³ àãìàòèíó 
òâàðèíàì ç ÅÖÄ â äåÿê³é ì³ð³ çóìîâëåíà ã³ïî-
ãë³êåì³÷íîþ ä³ºþ öüîãî ïîë³àì³íó [25], ùî çí³-
ìàº åôåêò ãëþêîçîòîêñè÷íîñò³ â êë³òèíàõ êðî-
â³ ³ çîêðåìà â ëåéêîöèòàõ.

Íàäëèøêîâà ãåíåðàö³ÿ àêòèâíèõ ôîðì êèñ-
íþ é àçîòó íà òë³ âèñíàæåííÿ ðåçåðâ³â àíòè-
îêñèäàíòíîãî çàõèñòó çà óìîâ ä³àáåòó òàêîæ 
âïëèâàº íà ôóíêö³îíàëüíèé ñòàí êë³òèíè ³
ìîæå áóòè ðóø³éíèì ôàêòîðîì ó çàïóñêó àïîï-
òîçó. Äî ðåäîêñ-÷óòëèâèõ ñèñòåì, ùî â³äïîâ³-
äàþòü çà âíóòð³øíüîêë³òèííó ðåãóëÿö³þ àïîï-
òîçó, íàëåæàòü JNK ³ ð38, ÿê³ øëÿõîì ôîñ-
ôîðèëþâàííÿ àêòèâóþòü â³äïîâ³äàëüí³ çà ðåà-
ë³çàö³þ ëåòàëüíî¿ ïðîãðàìè êë³òèíè á³ëêè-
ì³øåí³: ÿäåðíèé ôàêòîð Â (NF- B) ³ ð53 [8, 9]. 
Ðÿä äîñë³äæåíü [36–38] âêàçóþòü íà ³íã³áóþ÷èé 
âïëèâ àãìàòèíó íà ïðîöåñ àêòèâàö³¿ ³ ÿäåðíî¿ 
òðàíñëîêàö³¿ NF- B, ùî ìîæå áóòè îäíèì ç 
ìåõàí³çì³â ðåãóëÿö³¿ àïîïòîçó, ³íäóêîâàíîãî â
óìîâàõ îêñèäàòèâíî-í³òðàòèâíîãî ñòðåñó. Îê-
ð³ì òîãî, ùî JNK ìîæå ³íäóêóâàòè àïîïòîç øëÿ-
õîì ôîñôîðèëþâàííÿ ³ àêòèâàö³¿ ôàêòîðà òðàíñ-
êðèïö³¿ ð53, öÿ ïðîòå¿íê³íàçà çäàòíà ïðîíèêà-

Òàáëèöÿ 1. Âåëè÷èíà àïîïòè÷íîãî ³íäåêñó (çà ìîðôîëîã³÷íèìè îçíàêàìè) òà âì³ñò ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ 
â ëåéêîöèòàõ êðîâ³ ùóð³â ó íîðì³, çà óìîâ åêñïåðèìåíòàëüíîãî öóêðîâîãî ä³àáåòó òà íà ôîí³ ââåäåííÿ 
àãìàòèíó (M ± m, n = 4–5)

Ïîêàçíèêè Êîíòðîëü Êîíòðîëü + àãìàòèí ÅÖÄ ÅÖÄ + àãìàòèí

Àïîïòè÷íèé ³íäåêñ, %

Âì³ñò ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ, %

0,53 ± 0,11

4,61 ± 0,35

0,41 ± 0,10

3,79 ± 0,28

2,43 ± 0,33 *

17,6 ± 0,81 *

0,64 ± 0,13 **

4,54 ± 0,31 **

* Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì, Ð < 0,05. ** Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïîð³âíÿíî ç ÅÖÄ, Ð < 0,05.

Òàáëèöÿ 2. Äîñë³äæåííÿ àïîïòîçó ëåéêîöèò³â, %, çà çâ’ÿçóâàííÿì àííåêñèíó V ³ç ïîâåðõíåþ êë³òèíè 
òà ôàðáóâàííÿì ïðîï³ä³é éîäèäîì (Ð²) ó íîðì³ òà çà óìîâ ÅÖÄ ³ íà ôîí³ ââåäåííÿ òâàðèíàì àãìàòèíó 
(M ± m, n = 4–5)

Ãðóïè
Æèâ³ êë³òèíè 

(àííåêñèí V–/PI–)

Êë³òèíè ç ðàíí³ìè 
îçíàêàìè àïîïòîçó 
(àííåêñèí V+/PI–)

Êë³òèíè ç ï³çí³ìè 
îçíàêàìè àïîïòîçó 
(àííåêñèí V+/PI+)

Êîíòðîëü

Êîíòðîëü + àãìàòèí

ÅÖÄ

ÅÖÄ + àãìàòèí

95,07 ± 0,93

94,51 ± 0,91

89,95 ± 0,63

92,44 ± 0,69

1,80 ± 0,19

2,35 ± 0,34 *

6,49 ± 0,59 *

4,50 ± 0,41**

1,22 ± 0,13

1,34 ± 0,15

2,31 ± 0,03 *

1,63 ± 0,07 **

* Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì, Ð < 0,05; ** Ð³çíèöÿ äîñòîâ³ðíà ïîð³âíÿíî ç ÅÖÄ, Ð < 0,05.
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òè â ì³òîõîíäð³¿, äå ôîñôîðèëþº òà àêòèâóº 
ïðîàïîïòè÷í³ ïðîòå¿íè Âàõ ³ Bad, à òàêîæ ³í-
àêòèâóº àíòèàïîïòè÷í³ ïðîòå¿íè ðîäèíè Bcl-2. 
ßê ñâ³ä÷àòü äàí³ ë³òåðàòóðè [7, 39], àãìàòèí çäà-
òåí ïðèãí³÷óâàòè ôîñôîðèëþâàííÿ JNK, ÿêå 
º íåîáõ³äíîþ óìîâîþ ¿¿ àêòèâàö³¿, ùî òàêîæ 
ìîæå áóòè îäíèì ³ç ìåõàí³çì³â ðåãóëÿö³¿ ïðî-
öåñó àïîïòîçó çà ó÷àñò³ àãìàòèíó.

Ç òî÷êè çîðó âïëèâó àãìàòèíó íà ëåéêîöèòè 
êîíòðîëüíèõ òâàðèí ïðèâåðòàº óâàãó ï³äâèùåí-
íÿ ïîêàçíèêà çâ’ÿçóâàííÿ ç ïîâåðõíåþ êë³òèí 
àííåêñèíó V, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî çðîñòàííÿì ê³ëü-
êîñò³ êë³òèí ³ç ðàíí³ìè îçíàêàìè àïîïòîçó â
ö³é ãðóï³ òâàðèí. ²íø³ ïîêàçíèêè, ÿê³ áóëè 
âèêîðèñòàí³ äëÿ äîñë³äæåííÿ àïîïòîçó ëåéêî-
öèò³â, íå çàçíàâàëè äîñòîâ³ðíèõ çì³í ó êîíò-
ðîëüíèõ òâàðèí ïðè ââåäåíí³ àãìàòèíó. Ð³çíî-
ñïðÿìîâàí³ çì³íè äîñë³äæóâàíèõ ïîêàçíèê³â ó 
êîíòðîëüíèõ òâàðèí òà ùóð³â ç ÅÖÄ ïðè ââå-
äåíí³ àãìàòèíó ìîæóòü ñâ³ä÷èòè ïðî òå, ùî 
åôåêò öüîãî ïîë³àì³íó íà ëåéêîöèòè çàëåæèòü 
â³ä ôóíêö³îíàëüíîãî ñòàíó ³ìóíîêîìïåòåíòíèõ 
êë³òèí êðîâ³. Âàðòî òàêîæ çàçíà÷èòè, ùî îäí³-
ºþ ç ÷èñëåííèõ ôóíêö³é àãìàòèíó â îðãàí³çì³ 
º ðåãóëÿö³ÿ ãîìåîñòàçó ïîë³àì³í³â, ùî çàä³ÿí³ 
ó ïðîöåñàõ ðåïë³êàö³¿ ÄÍÊ, ïðîë³ôåðàö³¿ òà 
ï³äòðèìàíí³ êë³òèííîãî ãîìåîñòàçó [40]. Ïðî-

íèêàþ÷è ó êë³òèíè ç ïîçàêë³òèííîãî ïðîñòî-
ðó øëÿõîì àêòèâíîãî ïåðåíåñåííÿ ñèñòåìîþ 
òðàíñïîðòó ïóòðåñöèíó, àãìàòèí ³íäóêóº âèñíà-
æåííÿ ð³âíÿ ïîë³àì³í³â ó êë³òèí³, ïðèãí³÷óþ÷è 
ïðîöåñè êë³òèííîãî ðîñòó. Ïðÿìà êîðåëÿö³ÿ 
ì³æ çíèæåííÿì âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ð³âíÿ 
ïîë³àì³í³â ³ ³íäóêö³ºþ àïîïòîçó ó òàêèõ êë³-
òèíàõ îáóìîâèëà ïðîâåäåííÿ ðÿäó äîñë³äæåíü, 
ïðèñâÿ÷åíèõ ç’ÿñóâàííþ íàÿâíîñò³ â àãìàòèíó 
ïðîàïîïòè÷íîãî ïîòåíö³àëó [22, 41, 42]. 

ßê ñâ³ä÷àòü ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü [22, 41–
44], àãìàòèí ïðîÿâëÿº ð³çí³ åôåêòè çàëåæíî â³ä 
òèïó ³ ïîõîäæåííÿ êë³òèí. Àãìàòèí âèÿâëÿº ïðî-
òåêòîðíèé âïëèâ ñòîñîâíî çì³íè ïðîíèêíîñò³ 
âíóòð³øíüî¿ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè (mito-
chondrial permeability transition, MPT) ãîëîâ-
íîãî ìîçêó ³ íèðîê [22, 41, 42], àëå ïðîÿâëÿº 
äîçîçàëåæíèé ð³çíîíàïðÿìëåíèé åôåêò íà ì³-
òîõîíäð³¿ ïå÷³íêè ùóðà [44]. Ïðè íèçüêèõ êîí-
öåíòðàö³ÿõ (10–100 ìêÌ) àãìàòèí âèêëèêàº 
çì³íó ïðîíèêíîñò³ âíóòð³øíüî¿ ì³òîõîíäð³àëü-
íî¿ ìåìáðàíè øëÿõîì ³íäóêö³¿ îêñèäàòèâíîãî 
ñòðåñó. Ðîçâèòîê îñòàííüîãî º ðåçóëüòàòîì ï³ä-
âèùåííÿ ãåíåðàö³¿ àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ, ùî 
óòâîðþþòüñÿ ÿê ïîá³÷íèé ïðîäóêò êàòàáîë³çìó 
àãìàòèíó. Öåé ôàêò øâèäøå çà âñå ïîÿñíþ-
ºòüñÿ íàÿâí³ñòþ â ì³òîõîíäð³ÿõ ïå÷³íêè ùóð³â 

Ð  èñ. 5. Ìîðôîëîã³÷í³ îçíàêè àïîïòîçó ëåéêîöèò³â êðîâ³. Ë³ìôîöèòè: êë³òèíè 
áåç îçíàê àïîïòîçó (à), öåéîçèñ ìåìáðàíè (á), âàêóîë³çàö³ÿ öèòîïëàçìè (â), 
ï³êíîç ÿäðà (ã). Íåéòðîô³ëè: êë³òèíà áåç îçíàê àïîïòîçó (ä), âàêóîë³çàö³ÿ ÿäðà 
òà öèòîïëàçìè (å, º), âàêóîë³çàö³ÿ öèòîïëàçìè (æ) òà êàð³îðåêñèñ ÿäðà (ç). 
Çá. ×1350 
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ä³àì³íîêñèäàçè, çäàòíî¿ îêèñíþâàòè àãìàòèí ç 
óòâîðåííÿì H2O2 ³, éìîâ³ðíî, OH• [41–43]. Ïðè 
âèñîêèõ êîíöåíòðàö³ÿõ (~0,5–1 ìÌ) íàäëèøîê 
àãìàòèíó, ÿêèé íå çàçíàâ êàòàáîë³çìó, âèñòóïàº 
ñêàâåíäæåðîì àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ, ùî óòâî-
ðèëèñÿ çà éîãî ó÷àñò³, ³ çàïîá³ãàº ³íäóêö³¿ çì³-
íè ïðîíèêíîñò³ âíóòð³øíüî¿ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ 
ìåìáðàíè [44].

Âèñíîâêè. Àíàë³ç ìîðôîëîã³÷íèõ, á³îõ³ì³÷-
íèõ ³ ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â àïîïòîçó äàâ çìî-
ãó âñòàíîâèòè, ùî ââåäåííÿ àãìàòèíó òâàðèíàì 
ç ÅÖÄ ïðèãí³÷óº ãåíåòè÷íî çàïðîãðàìîâàíó 
çàãèáåëü ëåéêîöèò³â, ³íòåíñèâí³ñòü ÿêî¿ çíà÷-
íî ï³äâèùóºòüñÿ çà óìîâ ä³àáåòó. Àãìàòèí â
óìîâàõ äîñë³äæóâàíî¿ ïàòîëîã³¿ ñïðèÿº çìåí-
øåííþ ÷èñëà êë³òèí ³ç ðàíí³ìè ³ ï³çí³ìè îç-
íàêàìè àïîïòîçó òà çíèæóº çíà÷åííÿ àïîïòè÷-
íîãî ³íäåêñó, íîðìàë³çóº âì³ñò ó êë³òèíàõ ïðî-
òå¿í³â ð53 ³ Bcl-2, ïðèãí³÷óº ïðîöåñ óòâîðåííÿ 
ôðàãìåíòîâàíî¿ ÄÍÊ. Ââåäåííÿ àãìàòèíó ñïðè-
ÿº çíèæåííþ âì³ñòó 3-í³òðîòèðîçèí-ìîäèô³êî-
âàíèõ ïðîòå¿í³â ó ëåéêîöèòàõ ïåðèôåðè÷íî¿ êðî-
â³ òâàðèí ç ÅÖÄ. Öå ï³äòâåðäæóº ïîçèòèâíèé 
êîðèãóþ÷èé âïëèâ öüîãî ïîë³àì³íó ³ éîãî ó÷àñòü 

ó ïðîöåñàõ, ùî ñïðè÷èíÿþòü ïðèãí³÷åííÿ îê-
ñèäàòèâíî-í³òðàòèâíîãî ñòðåñó â êë³òèíàõ êðîâ³. 

INHIBITING EFFECT OF AGMATINE 
ON GENETICALLY PROGRAMMED DEATH
OF LEUKOCYTES IN EXPERIMENTAL 
DIABETES MELLITUS

I.V. Ferents, I.V. Brodyak, 
M.Yà. Lyuta, V.A. Burda, N.O. Sybirna

Ivan Franko National University, Lviv
E-mail: sybirna_natalia@yahoo.com
Borshchahivskiy Chemical 
Pharmaceutical Plant, Kyiv

This study is an attempt to elucidate of agmatine effects 
upon leukocyte apoptosis in experimental diabetes mellitus 
(EDM). We demonstrated the increase in numbers of 
the leukocytes with both early and late signs of apoptosis 
at diabetes. Further changes in the morphofunctional 
state of the leukocytes include the increased amount of 
fragmented DNA, elevated apoptotic index and violated 
ratio of p53 to Bcl-2 proteins. Agmatine has been shown 
to exert direct corrective effects on leukocyte apoptosis: 
the content of ð53 and Bcl-2 proteins was normalized, 
apoptotic index was decreased, the process of nuclear 
DNA degradation was ceased, while the amount of cells 
with early and late signs of apoptosis was diminished. 

Ðèñ. 6. Ðåïðåçåíòàòèâíèé ³ìóíîáëîò-àíàë³ç ç âèêîðèñòàííÿì àíòèò³ë äî 3-í³òðîòèðîçèíó, êÄà (à) ³ äèíàì³êà 
çì³í âì³ñòó í³òðîòèðîçèí-ìîäèô³êîâàíèõ ïðîòå¿í³â, % (á) ó ëåéêîöèòàõ êîíòðîëüíî¿ ãðóïè òâàðèí (Ê), 
ùóð³â ç åêñïåðèìåíòàëüíèì öóêðîâèì ä³àáåòîì (ÅÖÄ), à òàêîæ íà ôîí³ ââåäåííÿ òâàðèíàì àãìàòèíó. Âì³ñò 
í³òðîòèðîçèí-ìîäèô³êîâàíèõ ïðîòå¿í³â ó êîíòðîëüí³é ãðóï³ ïðèéíÿòî çà 100 % (M ± m, n = 4–5). * Ð³çíèöÿ 
â³ðîã³äíà ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì, Ð < 0,05.** Ð³çíèöÿ â³ðîã³äíà ïîð³âíÿíî ç ä³àáåòîì, Ð < 0,05 
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