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Резюме. Гестаційний діабет (ГД) є важливим по-
рушенням обміну речовин, що може впливати на мор-
фогенез органів імунної системи. 

Мета дослідження – з’ясувати особливості змін 
функціонального стану клітин брижових лімфатичних 
вузлів у нащадків щурів з експериментальним геста-
ційним діабетом (ЕГД). 

Матеріали і методи. Дослідження проведено на 80 
нащадках щурів лінії Wistar з ЕГД віком 1 і 6 місяців. Для 
індукції ЕГД вводили внутрішньочеревно стрептозо-
тоцин (SIGMA Chemical, США) у дозі 45 мг/кг. Для іден-
тифікації TLR2, TLR4, NOD2, RIGI, T-bet, Nlrp3, RORγt і 
Foxp3 у гістологічних зрізах лімфатичних вузлів за-
стосовували імунофлюоресцентний метод. Для дослі-
дження експресії мРНК генів Aire, Deaf1, Foxp3, IL10, 
Ctla4, Cxcr4, Ccr7, Madcam1, S1pr1 використовували 
метод полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною 
транскрипцією в режимі реального часу.

Результати. Встановлено комплекс ключових пато-
фізіологічних і функціональних змін у клітинах брижових 
лімфатичних вузлів (БЛВ) у нащадків щурів з ЕГД: зміни 
експресії регуляторів рециркуляції і хоумінгу лімфоци-
тів; порушення формування периферичної імунологічної 
толерантності; активація патернрозпізнавальних ре-
цепторів уродженої імунної системи на лімфоцитах 
БЛВ; зміни розподілу ефекторних Т-клітин в БЛВ.

Висновки. Пренатальна гіперглікемія призводить 
до посилення прозапальної сигналізації та активації 
компонентів уродженої імунної системи більш виразно 
на 1 місяці життя. 

Ключові слова: експериментальний гестаційний діа-
бет; брижові лімфатичні вузли; уроджений імунітет.
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Summary. Gestational diabetes (GD) is an important 

metabolic disorder that can affect the morphogenesis of the 
immune system.

The aim of the study – to find out the peculiarities of 
mesenteric lymph nodes cells functional state in the pos-
terity of rats with experimental gestational diabetes 
(EGD).

Materials and Methods. Studies were performed on 
80 posterity of Wistar rats with EGD at 1 and 6 months of 
age. For the induction of EGD streptozotocin (SIGMA 
Chemical, USA) was administered intraperitoneally at a 
dose of 45 mg/kg. For identification of TLR2, TLR4, NOD2, 
RIGI, T-bet, Nlrp3, RORγt and Foxp3 in histological sections 
of lymph nodes immunofluorescence method was used. To 
study the mRNA expression of Aire, Deaf1, Foxp3, IL10, 
Ctla4, Cxcr4, Ccr7, Madcam1, S1pr1 genes, a real-time re-
verse transcription polymerase chain reaction method was 
used.

Results. The complex of key pathophysiological and 
functional changes in cells of mesenteric lymph nodes 
(MLN) in the posterity of rats with EGD was established: 
changes in the expression of lymphocyte recycling regula-
tors and homemaking; impaired formation of peripheral im-
munological tolerance; activation of patterns of recognition 
receptors of the innate immune system on MLN lympho-
cytes; changes in the distribution of effector T cells in MLN.

Conclusions. Prenatal hyperglycemia leads to  
increased proinflammatory signaling and activation of in-
nate immune system components more clearly at 1 month 
of life.

Key words: experimental gestational diabetes; mesenteric 
lymph nodes; innate immunity.

ВСТУП
Гестаційний діабет (ГД) є важливим порушен-

ням обміну речовин, що виявляється у 2–6 % всіх 
вагітностей та значно підвищує ризики матері та 

плода [1]. При цьому вплив ГД простягається да-
леко за межі перинатального періоду і віддалено 
впливає на розвиток ожиріння і діабету 2 типу. Ва-
гітність у нормі викликає зміни імунного статусу в 
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напрямку імуносупресії, проте у жінок із ГД спосте-
рігається збільшення маркерів активації 
Т-лімфоцитів, самих Т-клітин та дефіцит цитоток-
сичного Т-лімфоцитасоційованого протеїну 4 
(CTLA-4). Тобто інтранатальна гіперглікемія, що 
розвивається за умови ГД, може впливати на мор-
фогенез органів імунної системи [2, 3].

Формування імунологічної толерантності до 
власних антигенів (Аг) є важливим механізмом, що 
попереджує розвиток аутоімуних захворювань 
(АІЗ) [4]. В останні роки було розроблено екстра-
тимічну експресію цілого ряду периферичних тка-
нинноспецифічних антигенів (peripheral tissue-
specific antigens, PTSAs), у тому числі таких 
панкреатичних Аг, як інсулін та проінсулін, регуля-
тором ектопічної транскрипції яких є аутоімунний 
регулятор (Aire) [5]. Численні екстратимічні Aire-
експресуючі клітини (extrathymic Aire-expressing 
cells, eTACs) локалізуються у лімфатичних вузлах 
(ЛВ) та є одним із критичних факторів формування 
периферичної імунної толерантності (ПІТ) [6]. Клі-
тини строми ЛВ експресують PTSAs, однак регу-
люється їх експресія не лише eTACs, а й тран-
скрипційним регулятором Deaf1 (deformed 
autoregulatory factor 1) [7]. У свою чергу, Aire та 
Deaf1 є регуляторами диференціювання ще одно-
го учасника негативного контролю розвитку АІЗ – 
індуцибельних Т-регуляторних клітин (iTreg), екс-
пресуючих транскрипційний фактор Foxp3 [8]. Дія 
iTreg реалізується через продукцію супресорних 
цитокінів – IL10, IL13, IL35, TGFβ та залежить від 
експресії CTLA-4 [9]. Так, стромальні Deaf1-
експресуючі клітини брижових лімфатичних вузлів 
(БЛВ) продукують ретиноєву кислоту, яка сприяє 
розвитку Foxp3+-регуляторних Т-клітин [10], а Yang 
S. Et al. показали здатність Aire генерувати у пери-
натальний період особливу популяцію Foxp3+Treg-
клітин, яка стійко зберігається у дорослих мишей 
також [11]. Місце експонування Аг має вирішальне 
значення для підтипу регуляторних Т-клітин і ме-
ханізму індукції толерантності [12].

Метою дослідження було з’ясувати особли-
вості змін функціонального стану клітин брижових 
лімфатичних вузлів у нащадків щурів з експери-
ментальним гестаційним діабетом (ЕГД) за допо-
могою імунофлюоресцентних і молекулярно-гене-
тичних методів. 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Дослідження проведено на 80 нащадках щурів 

лінії Wistar віком 1 і 6 місяців. Тварини перебували 
в умовах природного освітлення при вільному до-
ступі до води та їжі на віварії Запорізького держав-
ного медичного університету. 

Для індукції експериментального гестаційного 
діабету (ЕГД) стрептозотоцин (SIGMA Chemical, 

США) вводили щурам внутрішньочеревно у дозі  
45 мг/кг, розчиненому у 0,5 мл 0,1 М цитратному 
буфері (рН=4,5) на 14–15 добу датованої вагіт-
ності щура, що відповідає останньому триместру 
вагітності [13]. На 2–3 добу після введення стреп-
тозотоцину в усіх самок після 10-годинного голо-
дування визначали вміст глюкози у крові з хвостової 
вени глюкозооксидазним методом. В експе римент 
відбирали тварин із рівнем глікемії більше  
8 ммоль/л. 

Експериментальних тварин поділили на 4 гру-
пи: перша група – нащадки контрольних щурів лінії 
Wistar віком 1 місяць (n=20); друга група – нащадки 
контрольних тварин лінії Wistar віком 6 місяців 
(n=20); третя група – нащадки щурів лінії Wistar з 
ЕГД віком 1 місяць (n=20); четверта група – нащад-
ки щурів лінії Wistarі з ЕГД віком 6 місяців (n=20).

Для ідентифікації TLR2 і TLR4 у гістологічних 
зрізах БЛВ застосовували прямий імунофлюорес-
центний метод із використанням моноклональних 
антитіл, кон'югованих з флюоресцеїну ізотіоциона-
том (FITC). Для ідентифікації NOD2, RIGI, T-bet, 
Nlrp3, RORγt і Foxp3 у гістологічних зрізах ПЛВ за-
стосовували непрямий імунофлюоресцентний ме-
тод із застосуванням відповідних поліклональних 
антитіл. Структуру популяції імунопозитивних клі-
тин вивчали на основі аналізу серійних гістологіч-
них зрізів і даних їх морфометричних та денсито-
метричних характеристик, за допомогою 
комп'ютерної програми Image J (NIH, США). Зобра-
ження отримували на мікроскопі PrimoStar (ZEISS, 
Німеччина) в ультрафіолетовому спектрі збуджен-
ня 390 нм (для FITC) за допомогою високочутливої 
камери AxioCam 5c (ZEISS, Німеччина) і пакета 
програм для отримання, архівування та підготува-
ання зображень до публікації AxioVision 4.7.2 
(ZEISS, Німеччина). Вивчали імунопозитивні кліти-
ни, розташовані у паракортикальній зоні й мозко-
вих тяжах БЛВ.

Для дослідження експресії мРНК генів Aire, 
Deaf1, Foxp3, IL10, Ctla4, Cxcr4, Ccr7, Madcam1, 
S1pr1 використовували метод полімеразної ланцю-
гової реакції зі зворотною транскрипцією в режимі 
реального часу (ЗТ-ПЛР-РЧ) і застосуванням амплі-
фікатора CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems 
з програмним забезпеченням CFX Manager ™(Bio-
Rad, США). Використовували архівний гістологічний 
матеріал (парафінові блоки) віком 3 роки. Тотальну 
РНК отримували з гістологічних зрізів завтовшки 15 
мкм, для цього проводили їх попередню депарафіні-
зацію у ксилолі та регідратацію в низхідних концен-
траціях етанолу (100; 96; 70 %). Підготовлені зразки 
гомогенізували, поміщали в пробірки «Axygen» 
(США), проводили додаткову депарафінізацію і по-
вторну регідратацію тканин, згідно з протоколом до-
слідження. Виділення тотальної РНК виконували із 
використанням набору «Trizol RNA Prep 100» («ИЗО-
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ГЕН», РФ), для синтезу кДНК проводили реакцію 
зворотної транскрипції із використанням набору 
ОТ-1 фірми «Синтол» (РФ). Молекулярно-генетичні 
дослідження рівня експресії мРНК генів здійснювали 
за допомогою ампліфікатора CFX96™Real-Time 
PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», 
США) і набора реактивів Maxima SYBR Green/ROX 
qPCR MasterMix (2X) (ThermoScientific, США). Спе-
цифічні пари праймерів для аналізу досліджуваних і 
референсного генів були підібрані за допомогою 
програмного забезпечення PrimerBlast (www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast) та виготовлені фірмами 
Metabion (Німеччина) і ThermoScientific (США). В 
якості референс-гена для визначення відносного 
значення зміни рівня експресії досліджуваних ге-
нів було використано ген гліцеральдегід-3-фосфат 
дегідрогенази (GAPDH). Відносну нормалізовану 
кількість кДНК таргетних генів визначали за мето-
дом ΔΔCt. Статистичний аналіз даних ПЛР проводили 
за допомогою програмного забезпечення CFX 
Manager™ (Bio-Rad, США). В експеримент були 
включені негативні контролі: без додавання кДНК ма-
триці в реакцію ПЛР, без додавання мРНК матриці у 
синтезі кДНК, без додавання фермента в синтезі 
кДНК. Усі реакції ампліфікації виконували на індиві-
дуальних зразках у трьох повторах.

Одержані експериментальні дані обробляли на 
персональному комп’ютері за допомогою ліцензійно-
го статистичного пакета «Statistica for Windows 6.0» 
(StatSoftInc., №АХХR712D833214FAN5). Для усіх по-
казників розраховували значення середньої ариф-
метичної вибірки (М), її дисперсії і помилки середньої 
(m). При порівнянні даних використовували параме-
тричний t-критерій Стьюдента, після чого визначали 
можливість різниці вибірок (р) і довірчий інтервал се-
редньої. При перевірці статистичних гіпотез нульову 
гіпотезу відкидали при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 
У результаті проведеного дослідження вста-

новлено, що у нащадків щурів з ЕГД спостерігаєть-
ся значне зниження вмісту мРНК аутоімунного ре-
гулятора (у 8,1 раза (p<0,05) у 1-місячних та у 2,3 
раза (p<0,05) у 6-місячних тварин порівняно з 
контролем. Вміст мРНК транскрипційного регуля-
тора Deaf1 у 1-місячних нащадків достовірно не 
змінився, а у 6-місячних спостерігалося його змен-
шення у 9,2 раза (p<0,05). Що стосується вмісту 
мРНК транскрипційного фактора Foxp3, то у 1-мі-
сячних щурів цієї групи виявлено його зменшення 
у 50,0 разів (p<0,05), а у 6-місячних – у 2,5 раза 
(p<0,05) порівняно з контролем.

Наступним етапом стало визначення кількісно-
го рівня транскриптів генів-регуляторів рециркуля-
ції і хоумінгу лімфоцитів Madcam1, S1pr1, Cxcr4 і 
CCR7, а також характеру експресії мРНК NLRP3-
інфламасоми і розподілу NLRP3+-клітин в БЛВ у 

нащадків щурів з ЕГД. Ми з'ясували, що у нащадків 
щурів з ЕГД спостерігається значне збільшення 
вмісту мРНК гена Ccr7 – у 26,8 раза у 1-мiсячних та 
у 21,0 разів у 6-мiсячних. Що стосується вмісту 
мРНК рецептора Cxcr4, то в обох вікових групах 
він достовірно не змінився. Відносна нормалізова-
на кількість мРНК адресину MAdCAM-1 у 1-місяч-
них зросла у 2,4 раза, а у 6-місячних – у 2,3 раза. 
При дослідженні експресії гена S1pr1 були отрима-
ні такі результати: у першій віковій групі вміст мРНК 
S1PR1 збільшився у 3,6 раза, у 6-місячних тварин 
цей показник зріс у 5,0 разів.

Відомо, що брижові лімфатичні вузли (БЛВ) є 
головним місцем індукції периферичної імуноло-
гічної толерантності до різноманітних антигенів, у 
тому числі й панкреатичних [14]. Крім того, БЛВ є 
головним «перехідним» пунктом для пулу рецирку-
люючих лімфоцитів кишковоасоційованої лімфоїд-
ної тканини. Головними регуляторами «роумінгу» 
лімфоцитів у БЛВ є адресин MAdCAM-1, хемокіно-
ві рецептори CXCR4 і CCR7 [15]. У свою чергу, ви-
хід лімфоцитів із БЛВ регулюється сфінгозин-1-
фосфат (S1P) рецепторами (S1PR1-S1PR5) [16], 
серед яких лімфоцитами найбільш активно екс-
пресується 1 тип – S1PR1 [17]. Після активації 
імунних клітин у БЛВ експресія S1PR1 на їх мемб-
рані зростає, що дозволяє лімфоцитам відповідати 
на градієнт S1P і залишати лімфатичні вузли [18].

CCR7-опосередковані сигнали впливають на 
Т-клітинний гомеостаз у лімфатичних вузлах на 
різних рівнях, а також на активацію і поляризацію 
різних субпопуляцій Т-хелперів [19]. Так, CCR7 ві-
діграє важливу роль у функціонуванні 
Т-регуляторних клітин, виконуючи при цьому по-
двійну роль: для індукованих Тreg експресія CCR7 
необхідна для їх ефективного праймування в ЛВ 
[20]; у той час як «ефекторні» Tregs, вочевидь, ви-
користовують CCR7 для виходу з тканин і тому 
CCR7 обмежує їх надмірне накопичення у перифе-
рійних тканинах [21].

Виявлене нами збільшення рівня мРНК ще од-
ного з регуляторів "хоумінгу" лімфоцитів - MAdCAM-1 
в БЛВ, яке ми виявили, підтвердили й інші дослі-
дження, в яких показано, що РНК транскрипти 
MAdCAM-1 добре експресуються в ендотелії як лім-
фоїдної, так і нелімфоїдних тканин, зокрема у тонкій 
і товстій кишках, мезентеріальних і панкреатичних 
лімфовузлах, селезінці [22]. Даних про експресію 
MAdCAM-1 у БЛВ у нащадків з ЕГД немає. Відомо 
лише, що адгезія лімфоцитів, що регулюється сис-
темою α4β7 інтегрин/MAdCAM-1, вкрай важлива 
для міграції B-клітин у панкреатичні лімфатичні вуз-
ли (ПЛВ) у діабетичних мишей без ожиріння (NOD). 
Так, B-лімфоцити з ПЛВ 3–4-тижневих NOD-мишей 
характеризуються високим рівнем експресії інтегри-
ну α4, LFA-1 і проміжним рівнем інтегрину β7. В до-
слідженні in vivo було показано, що B-клітини мігру-
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вали з кровотоку в ПЛВ більш ефективно, ніж в 
периферичні ЛВ. Крім того, антитіла до MAdCAM-1 
і інтегрину α4β7 пригнічували міграцію більш ніж 90 
% В-лімфоцитів в ПЛВ [23].

Розвиток ЕГД супроводжувався транскрипцій-
ною індукцією гена Nlrp3 у БЛВ у нащадків, рівень 
мРНК якого зріс у 5,0 разів (р<0,05) у 1-місячних і в 
3,0 рази (р<0,05) у 6-місячних тварин. У нащадків 
щурів з ЕГД також зростає щільність популяції 
NLRP3+-лімфоцитів у БЛВ, більш виразно на ран-
ніх термінах спостереження.

Аналіз розподілу рецепторів уродженого імуні-
тету показав, що пренатальна гіперглікемія призво-
дить до зростання кількості TLR2+-, TLR4+-, NOD2+- і 
RIGI+-лімфоцитів у БЛВ в нащадків, більш виразно 
на 1 місяць життя, змінює щільність ПРР на імунних 

клітинах. В умовах формування оральної толерант-
ності до інсуліну в 1-місячних нащадків у кірковому 
плато БЛВ зменшується чисельність TLR2+- і TLR4+-
лімфоцитів, у мозкових тяжах – TLR2+- і RIG-I+-
клітин. Динаміка щодо зменшення кількості клітин, 
імунопозитивних до ПРР у кірковому плато БЛВ 
зберігається до 6-місячного віку, супроводжується 
переважним зменшенням щільності мембранних і 
концентрації цитоплазматичних РВІ в обох вікових 
групах, насамперед у лімфобластів.

Ми показали, що пренатальна гіперглікемія 
призводить до зростання кількості T-bet+- і RORγt+-
лімфоцитів у БЛВ в нащадків, більш виразно на 1 
місяць життя, а також призводить до зменшення 
кількості Foxp3+-лімфоцитів та змінює щільність 
ПРР на імунних клітинах (рис.). 

Рис. Сумарна щільність (на 1мм2) імунопозитивних лімфоцитів у кірковому плато (А, C) та мозкових тяжах (В, D) брижових лімфатичних 
вузлах у нащадків щурів лінії Wistar. 

Примітка. *– p<0,05.

ВИСНОВКИ
Ми виявили цілий комплекс ключових патофізі-

ологічних і функціональних змін у клітинах брижо-

вих лімфатичних вузлів (БЛВ) у нащадків щурів з 
експериментальним гестаційним діабетом: зміни 
експресії регуляторів рециркуляції і хоумінгу лім-
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фоцитів; порушення формування периферичної 
імунологічної толерантності; активація патернроз-
пізнавальних рецепторів уродженої імунної систе-
ми на лімфоцитах БЛВ; зміни розподілу ефектор-

них Т-клітин у БЛВ. Отже, пренатальна гіперглікемія 
призводить до посилення прозапальної сигналіза-
ції та активації компонентів уродженої імунної сис-
теми більш виразно на 1 місяць життя. 
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