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ОСОБЛИВОСТІ ЕКСПРЕСІЇ БІЛКІВ BCL-2, P53 ТА ПРОЛІФЕРАТИВНОЇ
АКТИВНОСТІ В ПАНКРЕАТИЧНИХ ОСТРІВЦЯХ ПІД ВПЛИВОМ
ПЕРЕРИВЧАСТОЇ ГІПОКСІЇ ЗА УМОВ ЕКСПЕРИМЕНТУ

Резюме. В останній час зберігається цікавість до використання немедикаментозних методів профілактики і лікування
хвороб. До них відноситься, в тому числі, і переривчаста гіпоксія як природний стимул неспецифічної резистентності орган-
ізму людини. Одним із примітних, але мало вивчених ефектів дозованої гіпоксії, є її вплив на ендокринний апарат підшлунко-
вої залози. У статті проводиться аналіз експресії маркерів апоптоза і проліферативної активності бета-клітин у щурів після
багатоденних гіпоксичних тренувань. Отримані результати свідчать про стимулюючу дію переривчастої гіпоксії на деякі
молекулярні механізми бета-ендокриноцитів.
Ключові слова: переривчаста гіпоксія, апоптоз, проліферативна активність, бета-клітини підшлункової залози.

Вступ
В останній час зберігається цікавість до викорис-

тання немедикаментозних методів профілактики і ліку-
вання хвороб. До них можна віднести фітотерапію, ліку-
вальне голодування, детоксикацію, магнітно-лазероте-
рапію, галотерапию в соляних печерах, ряд інших ме-
тодів і підходів. У це коло вписується і переривчаста
гіпоксія (ПГ) як природний стимул неспецифічної рези-
стентності організму людини. На сьогоднішній день відо-
мо, що наслідком дозованого впливу гіпоксичного фак-
тора є не стільки розвиток типового патологічного про-
цесу, скільки прояв саногенних ефектів [Холден, При-
стли, 1935, Караш и др., 1988, Belaidi et al., 2009, Katayama
et al., 2009]. На практиці дозувати дію гіпоксії можливо
не тільки в умовах середньогір'я, але і шляхом моде-
лювання високогірних умов у барокамерах. За допо-
могою такого роду технічних пристроїв, представляєть-
ся можливим використання штучно створеної перерив-
частої гіпоксії.

Переривчаста гіпоксія - це немедикаментозний ме-
тод підвищення неспецифічної резистентності організ-
му до пошкоджень чинників зовнішнього та внутріш-
нього середовища, який забезпечує розвиток в
організмі дозованої за глибиною і часом гіпоксії. Досяг-
нення ефекту гіпоксичного впливу визначається сумар-
ною тривалістю сеансу, величиною і швидкістю знижен-
ня парціального тиску кисню у вдихуваному повітрі. Важ-
ливо, що при різкому падінні рО

2
, виникає гострий роз-

виток важких гіпоксичних станів, тоді як при повільно-
му падінні рО

2
 ефект переривчастої гіпоксії і компенса-

ція гіпоксичного стану поширюються не тільки на мо-

мент сеансу гіпоксичних тренувань (у нашому випадку
це 6 годин), але і в постгіпоксичний період, котрий у
нашому випадку є періодом повної відсутності гіпок-
сичних впливів.

Висока ефективність ПГ обумовлена оптимальним
поєднанням безпосередніх реакцій основних систем
організму на дозовану гіпоксію з довготривалою адап-
тацією. Гіпоксичний вплив при цьому не виходить за
рамки фізіологічного, а механізм реалізації підвищен-
ня енергозабезпечення організму має генетично обу-
мовлений характер. ПГ не вступає в протиріччя з інши-
ми способами профілактики і лікування, включаючи ме-
дикаментозні, хірургічні тощо. Більш того, має здатність
нейтралізувати побічні ефекти останніх. Вивчення под-
ібних ефектів показало, що в основі саногенної дії ПГ
лежить стимуляція функціонального стану органів і си-
стем, відповідальних за транспорт і утилізацію кисню в
організмі, тобто серцево-судинну та дихальну системи,
еритрон. Поряд із цим ПГ активує функціональний стан
нейроендокринної системи, формуючи необхідний гор-
мональний базис розвитку адаптаційних процесів в
організмі [Колесник, Абрамов, 1992, 1993, Колесник и
др., 2004].

Одним із примітних, але мало вивчених ефектів ПГ
є її вплив на ендокринний апарат підшлункової залози
[Колесник, Абрамов, 1992, 1993, Абрамов, 1997, Колес-
ник и др., 2010]. Раніше було показано, що ПГ призво-
дить до збільшення питомої чисельності інсулін-пози-
тивних клітин на 68% у співвідношенні з інтактними
щурами [Иваненко, 2011, Иваненко, Кузьо, 2011, Абра-
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мов и др., 2011]. Відомо, що зміна чисельності клітин-
ної популяції контролюється процесами клітинної про-
ліферації та клітинної загибелі.

Мета дослідження: вивчити експресію маркерів
апоптоза і проліферативної активності бета-клітин у
щурів після багатоденних гіпоксичних тренувань.

Матеріали та методи
Дослідження проведені на 30 щурах (самцях) лінії

Вістар масою 250-270 г., котрі були розподілені на 3
експериментальні групи по 10 особин в кожній: 1 гру-
пу становили інтактні щури; 2 групу щури з 15-денни-
ми гіпоксичними тренуваннями; та 3 група з 10-ден-
ним постгіпоксичним періодом. ПГ моделювали в ба-
рокамері де тварини знаходились по 6 годин щоден-
но, з 1 по 5 день на висоті 1000-5000 м над рівнем
моря, а з 6 дня на висоті 6000 м, що відповідає кон-
центрації кисню в повітрі 9,8% (рО

2
=74,2 мм Hg).

Для вивчення проліферативної активності ендок-
риноцитів всім тваринам щоденно на протязі 7 останніх
днів експерименту вводили 5-бромдезоксіуридин
(BrdU) в дозі 40 мг/кг внутрішньоочеревинно.

Для оцінки інтегративного показника проліфератив-
ної активності ендокриноцитів, ми пропонуємо розра-
хунковий індекс (BrdU індекс) проліферації за форму-
лою (1): BrdU-індекс = N/І х 100%, де N - кількість BrdU-
імунопозитивних клітин на cм2; І - кількість інсулін-іму-
нопозитивних клітин.

Для оцінки інтенсивності синтезу антиапоптотичних
білків в ендокриноцитах, ми запропонували індекс (Bcl-
2 індекс) антиапоптотичної активності за формулою
(2): Bcl2-індекс = В/І х 100%, де В - кількість Bcl2-
імунопозитивних клітин на cм2; І - кількість інсулін-іму-
нопозитивних клітин.

Для оцінки інтенсивності синтезу проапоптотичних
білків в ендокриноцитах, ми запропонували індекс (р53
індекс) проапоптотичної активності за формулою (3):
р53-індекс = Р/І х 100%, де Р - кількість р53-імунопо-
зитивних клітин на cм2; І - кількість інсулін-імунопози-
тивних клітин.

Для інтегральної оцінки про- і анти-апоптотичних
процесів в ендокриноцитах ми пропонуємо індекс апоп-
тоза за формулою (4): Індекс апоптоза = Р/В х 100%,
де Р - кількість р53-імунопозитивних клітин на cм2; В -
кількість Bcl2-імунопозитивних клітин на cм2.

Щурів виводили з експерименту декапітацією під
наркозом. Підшлункову залозу фіксували в розчині
Буена і після стандартної гістологічної обробки заклю-
чали в парапласт (MkCormick, США). На мікротомі
Microm H235 (Німеччина) готували 5 мікронні зрізи з
різних частин підшлункової залози, котрі після депа-
рафінізації і регідратації оброблювали антитілами до
інсуліну (Peninsula Lab. Inc., Великобританія), білку Bcl-
2 (Santa Cruz, США), білку р53(Santa Cruz, США), анти-
тілами до BrdU (Sigma, США). В якості вторинних ан-
титіл використовували IgG коньюгований з FITC (Sigma,

США). Аналіз імунофлюоресцентної реакції проводи-
ли на системі цифрового аналізу зображення VIDAS-
386 (Contron Elektronik, Німеччина) за допомогою флю-
оресцентного мікроскопа Axioskop з високоімерсійним
світлофільтром 38НЕ та відеокамери Axiocam HRm
(Zeiss, Німеччина). Дані отримані в експерименті об-
робляли пакетом прикладних та статистичних програм
VIDAS-2,5 (Contron Elektronik, Німеччина) та Excell-2003
(США). Для оцінки достовірності відмінностей в групах
використовували t-критерій Стьюдента (Pst).

Результати. Обговорення
Нами було встановлено, що кількість BrdU-імуно-

позитивних ендокриноцитів по закінченні ПГ збільшу-
валася на 64% (Pst<0,05), що практично відповідає
приросту питомої чисельності бета-клітин (табл. 1).
Після 10 днів постгіпоксичного періоду чисельність
BrdU-імунопозитивних ендокриноцитів в панкреатич-
них острівцях зменшувалася і ставала достовірно нижче
на 10% (Pst<0,05), ніж у контрольних щурів.

Як видно з розрахункових показників (табл. 2), ПГ
не змінювала індекс проліферативної активності, тоді
як через 10 днів після закінчення дії ПГ даний показ-
ник достовірно знижувався, порівняно з показником
контрольних щурів. Отже, збільшення питомої кількості
бета-ендокриноцитів у підшлунковій залозі щурів не
можна пояснити стимуляцією їх проліферативної ак-

Kількість клітин / см2

зрізу залози
Здорові

(контроль)

Переривчаста гіпоксія

По
закінченні

Через 10
днів

Інсулін-імунопозитивні 5209±389 8765±484* 6583±400*#

BrdU- імунопозитивні 988±5 1627±6* 904±1*#

Bcl2- імунопозитивні 626±5 707±5* 528±3*#

p53- імунопозитивні 1257±8 885±3* 470±2*#

Таблиця 1. Питома кількість імунопозитивних клітин у
панкреатичних острівцях (M±m).

Примітки: (*) - достовірні (Pst<0,05) відмінності по відно-
шенню до показників у контрольних щурів; (#) - достовірні
(Pst<0,05) відмінності по відношенню до показників після
закінчення ПГ.

Таблиця 2. Індекси активності молекулярних маркерів у
панкреатичних острівцях (M±m).

Примітки:  (*) - достовірні (Pst<0,05) відмінності по відно-
шенню до показників у контрольних щурів; (#) - достовірні
(Pst<0,05) відмінності по відношенню до показників після
закінчення ПГ.

Індекс
Здорові

(контроль)

Переривчаста гіпоксія

По закінченні Через 10 днів

проліферативної
активності

18,97±0,10 18,57±0,07 13,73±0,03*#

антиапоптотичної
активності

12,02±0,09 8,06±0,05* 8,03±0,04*

проапоптотичної
активності

24,12±0,15 10,09±0,03* 7,14±0,03*#

Апоптоза 2,000±0,012 1,253±0,006* 0,890±0,005*#
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тивності в результаті багатоденної дії переривчастої
гіпоксії.

Іншим процесом, який може впливати на чи-
сельність ендокриноцитів, є інтенсивність клітинного
апоптоза. Одними з добре вивчених молекулярних
маркерів апоптоза є антиапоптотичний білок Bcl-2 та
проапоптотичний білок р53.

Ідентифікація маркерів апоптоза імуногістохімічним
методом в панкреатичних острівцях показала, що чи-
сельність Bcl2 позитивних ендокриноцитів при закін-
ченні ПГ достовірно збільшилася на 12% (Pst<0,05) у
порівнянні з показником контрольних щурів (див. табл.
1). Проте, після закінчення 10 днів постгіпоксичного
періоду, чисельність Bcl2 позитивних ендокриноцитів
достовірно знижувалася як в порівнянні з інтактними
тваринам так і в групі щурів через 10 днів після закін-
чення періоду дії ПГ.

Отримані результати показали, що ПГ призводить
до істотного зниження індексу антиапоптотичної актив-
ності на 23% (Pst<0,05), порівняно з показником конт-
рольних щурів (див. табл. 2). А в постгіпоксичний пе-
ріод величина індексу антиапоптотичної активності
достовірно не змінювалася.

Разом із тим, ПГ призводить до зменшення чисель-
ності р53 імунопозитивних ендокриноцитів на 40%
(Pst<0,05), порівняно з показником контрольних щурів
(див. табл. 1). А в постгіпоксичний період кількість р53
імунопозитивних ендокриноцитів знижувалася прак-
тично вдвічі.

Отримані результати показали, що ПГ призводить
до істотного зниження індексу проапоптотичної актив-
ності майже у 2,5 рази у порівнянні з показником кон-
трольних щурів (див. табл. 2). Даний показник про-
довжував знижуватися і в постгіпоксичний період, зни-
жуючись в 3,5 рази у порівнянні з інтактними щурами.

Таким чином, отримане в нашому попередньому
дослідженні підвищення на 68% (Pst<0,05) питомої
чисельності бета-ендокриноцитів під впливом ПГ, во-
чевидь можна пояснити значним гальмуванням про-

цесів апоптоза в панкреатичних острівцях, що прояв-
ляється зменшенням синтезу проапоптотичного білка
р53. Отже, можна припустити те, що ПГ оберігає бета-
клітини від природної загибелі.

Підвищення індексу апоптоза вказує на переважан-
ня проапоптотичних процесів у клітинах, тоді як його
зниження - на пригнічення апоптоза. Отримані нами
результати показали, що ПГ призводить до значного
на 37% (Pst<0,05), зниження індексу апоптоза, а через
10 днів після закінчення ПГ даний показник був на 55%
(Pst<0,05) менше, ніж у контрольних тварин (див. табл.
2).

Таким чином, ми можемо констатувати, що дія пе-
реривчастої гіпоксії знижує проапоптотичний потенці-
ал бета-клітин, забезпечуючи їх більшу стійкість до дії
проапоптотичних факторів, тим самим забезпечуючи
збільшення питомої чисельності бета-ендокриноцитів.

Висновки та перспективи подальш их
розроб ок

1. Отримані в цій статті результати свідчать про сти-
мулюючу дію переривчастої гіпоксії на деякі молеку-
лярні механізми бета-ендокриноцитів. Збільшення
чисельності бета-ендокриноцитів пов'язане не стільки
зі стимуляцією їх проліферації, скільки викликане при-
гніченням механізмів апоптоза, що було встановлено
при розрахунку запропонованого індексу апоптоза,
важливого показника балансу експресії про- і анти-
апоптотичних білків в ендокринних клітинах.

2. Ще одним важливим результатом проведених
досліджень ми вважаємо вперше виявлений факт
пролонгованої дії інсулін-стимулюючого ефекту ПГ
після закінчення гіпоксичних тренувань, що, головним
чином, проявлялося низьким індексом апоптоза.

Перспективи подальших розробок будуть полягати
у вивченні особливостей експресії білків Bcl-2, p53 та
проліферативної активності в панкреатичних острів-
цях за умов поєднання переривчастої гіпоксії з експе-
риментальним цукровим діабетом у щурів лінії Вістар.
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Колесник Ю. М.,  Абрамов А.В. ,  Иваненко Т .В. ,  Жулинск ий В .А.
ОСОБЕН НОСТ И ЭК СПРЕ ССИИ  БЕЛКОВ BCL- 2 ,  P53 И ПР ОЛИФЕРАТ ИВНОЙ АК ТИВН ОСТИ  В
ПАН КРЕА ТИЧЕ СКИХ  ОСТ РОВК АХ П ОД В ЛИЯН ИЕМ ПРЕР ЫВИСТОЙ ГИПОКСИИ  В УСЛОВ ИЯХ
ЭК СП ЕР ИМЕН ТА
Резюме.  В последнее время сохраняется интерес к использованию немедикаментозных методов профилактики и лече-
ния болезней. К ним относится, в том числе, и прерывистая гипоксия как природный стимул неспецифической резистен-
тности организма человека. Одним из примечательных, но мало изученных эффектов дозированной гипоксии является ее
влияние на эндокринный аппарат поджелудочной железы. В статье проводится анализ экспрессии маркеров апоптоза и
пролиферативной активности бета-клеток у крыс после многодневных гипоксических тренировок. Полученные результа-
ты свидетельствуют о стимулирующем действии прерывистой гипоксии на некоторые молекулярные механизмы бета-
эндокриноцитов.
Ключевые слова:  прерывистая гипоксия, апоптоз, пролиферативная активность, бета-клетки поджелудочной железы.

Kolesnyk Y .M.,  Abramov  A.V . ,  I vanenko T.V . ,  Z hulinskyi V. O.
THE FEATURES OF EXPRESSION OF BCL-2  AND P53 PROTEINS AND PROLIFERATIVE ACTIVITY IN
PANCREATIC ISLETS UNDER THE INFLUENCE OF INTERMITTENT HYPOXIA IN EXPERIMENTAL CONDITIONS
Summary. The interest of usage of non-pharmacological methods for preventing and treating diseases is retained recently. They are
including particularly an intermittent hypoxia as a natural incentive of nonspecific resistance of an organism. One of the notable but
little-studied effects of dosage hypoxia is its effect on the endocrine pancreas apparatus. This article analyzes the expression of
markers of apoptosis and proliferative activity of beta-cells in rats after multiday hypoxic training. Obtained results show the stimulating
effect of intermittent hypoxia on some molecular mechanisms of beta-endocrinocytes.
Key words:  intermittent hypoxia, apoptosis, proliferative activity, beta cells.
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МОРФОЛОГІЧНІ ЗМІНИ СІТКІВКИ ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ
ЦУКРОВОМУ ДІАБЕТІ ЗА УМОВ ВПЛИВУ МІЛІМЕТРОВОГО
ЕЛЕКТРОМАГНІТНОГО ВИПРОМІНЮВАННЯ

Резюме. У щурів лінії Вістар введенням стрептозотоцину (СТЗ) (50,0 мг/кг, в/очер) викликали цукровий діабет (вміст
глюкози в крові перевищував 300 ммоль/л). Через 10 місяців з моменту моделювання діабету при гістологічному дослід-
женні сітківки ока у щурів з СТЗ-діабетом число тіней перицитів збільшилось у 3,3 рази, а число ацелюлярних капілярів - в 4,2
рази перевищувало відповідні показники в контролі. Застосування електромагнітного опромінення міліметрового діапазону
(7,1 мм) на зону ока зменшувало досліджувані показники порівняно з такими у нелікованих тварин відповідно в 2,19 та в 1,81
рази.
Ключові слова: стрептозотоцин, цукровий діабет, ретинопатія, міліметрове електромагнітне випромінювання.

Вступ
Розвиток гіперглікемії супроводжується виникнен-

ням ретинопатії -діабетичної ретинопатії (ДР), в патоге-
незі якої важливим є механізми активації перекисного

окиснення ліпідів, ремоделювання судинної системи
сітківки, а також дегенеративні зміни з боку нейрональ-
них елементів сітківки [Цисельский, 2006; Kowluru et


