Антон Лебідь
(Херсон, Україна)
ВПЛИВ СТИМУЛЬОВАНОЇ МЕТФОРМІНОМ ENOS НА ПРОЛІФЕРАЦІЮ ЛІМФОЦИТІВ МИШІ
Вступ. Протягом останніх двох десятиліть нітроген оксиду (NO) був визнаний одним з найбільш універсальних трансмітерів в імунній системі [15]. Він бере участь в патогенезі та боротьбі з інфекційними захворюваннями, пухлинному захисті, аутоімунними процесами і хронічними дегенеративними захворюваннями [16,17,18,19]. Через його різноманітність реакцій з молекулами і його широкого спектру та той факт, що його активність NO сильно залежить від його концентрації, викликає зацікавленість вчених [20,21,22].
Сьогодні немає простої, єдиної картини функції NO в імунній системі, захисні і токсичні ефекти NO часто спостерігаються паралельно. Його унікальна між- і внутрішньоклітинна сигналізація надзвичайно ускладнює прогнозування ефектів інгібіторів NOS і донорів NO, які все ще перешкоджають терапевтичним застосуванням [23,24,25].
Крім вазодилатуючих, нейротрансмітерних і стресстимулюючих властивостей, безсумнівно участь NO в реакціях оксидантного стресу, глутамат-кальцієвого каскаду і запалення [1, 2, 3]. Властивості оксиду азоту як ефектора в тих чи інших реакціях імунонейроендокриної системи залежать від кількості та місця продукції даного сполуки[26]. Таким чином, нітроген оксид, в залежності від конкретних умов, проявляє деструктивні, і захисні функції [4, 5, 6, 7, 8].
Відомо, що синтез оксиду азоту здійснюється за участі фермента NO-синтази. В даний час ідентифіковано три основні форми цього фермента, кожна з яких кодується власним геном [7]. Дві ізоформи є конститутивними, третя - індуцибільна. До конститутивної форми NO-синтази відносяться ендотеліальна (eNOS, тип III), яка вперше була виявлена ​​в ендотелії кровоносних судин,  і нейрональна (nNOS, тип I). Конститутивні ізоформи NO-синтази експресуються в ендотеліоцитах, нейронах та інших клітинах. Третя ізоформа NO-синтази - індуцибільна (iNOS, тип II) - була ідентифікована в цитоплазмі імунних, гладком'язових, епітеліальних клітин і гіпатоцитах. На відміну від eNOS і nNOS, вона не експресується постійно (конститутивно). Індуцибільна кальценезалежна NO-синтаза синтезується протягом 6-8 годин у відповідь на дію тригерів імунонейроендокриної системи - цитокінів, ендо- або екзотоксинів [7, 9, 10]. Початкові дослідження показали, що лінія людських Т-клітин і первинні Т-лімфоцити експресують мРНК eNOS. Крім того, γδ T-лімфоцити (різновид внутрішньоепітеліальних T- клітин, які беруть участь в першій лінії захисту від патогенів) здатні генерувати NO ендогенно з eNOS [14].

Із відкритих питань дії eNOS на проліферацію клітин, залишається не зясованою його роль у селекції лімфоцитів в експериментах in vivo, а саме вплив на пролімфобласти у червоному кістковому мозку.
Таким чином, метою даного дослідження було дослідити роль ендотеліальної синтази нітрогену оксиду на проліферацію лімфоцитів у крові білих мишах лінії BALB та їх кореляцію з попередниками у червоному кістковому мозку.

Методика
В якості тригера синтезу eNOS використовували метформін (Мф) у вигляді таблеток Мефарміл 500 мг (Київмедпрепарат). Мф активує АМФ-активовану протеїнкіназу, що призводить до збільшення фосфорилювання ендотеліальної синтази нітроген оксиду, що призводить до підвищення продукції NO [12,13]. Препарат вводили перорально у розчині глюкози за допомогою харчового зонду. 
Дослідження проводилось на білих мишах лінії BALB, вагою 20 – 25 г. Експериментальні тварини знаходилися у звичайних умовах віварію на стандартному повноцінному харчуванні. Хворих тварин в дослід не брали. У роботі дотримувалися загальних етичних принципів на тваринах відповідно з Першим національним конгресом України з біоетики (Київ, 2001) та «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та інших наукових цілей» (Страсбург, 1986).
Усі тварини були поділені на чотири групи: контрольну групу, та три експериментальні з концентраціями метфарміну: 0,7; 1,1; 2,0 мг на особину.

Дослідження тривало 20 днів, препарат вводили в один і той же час. Тварин виводили з експерименту шляхом усипляння (діетиловий етер). Червоний кістковий мозок брали з стегнової кістки методом пункції, кров забирали з черевної порожнини. Препарати фарбовували барвником Романовського–Гімзи. Підрахунок клітин проводився за допомогою стандартних методів[27].
Проводили статистичний і графічний аналіз результатів із використанням програми Statistica 6.0. Кореляцію між даними проводили за допомогою кореляції Пірсона. Критичний рівень достовірності був при Р ≤ 0,05.
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Встановлено, що при дослідженні препаратів кісткового мозку було встановлено, що кількість лімфоцитів та пролімфобластів і лімфобластів достовірно змінювалась.

Кількість лімфоцитів у крові мишей змінювалась залежно від дози Мф. На рисунку 1 показано, що доза першої групи знизила кількість лімфоцитів у крові на 26,3±% від контролю стандартне відхилення (6,05)  Уведення Мф другій групі спричинило підвищила кількість лімфоцитів на 10,4 % від контролю. У особин третьої групи зафіксовано підвищення кількості лімфоцитів на 14,5 % від контролю, що підтверджує дозозалежний ефект Мф, який у свою чергу обумовлює індукцію eNOS та подальший її вплив на проліферацію лімфоцитів у лабораторних мишей.
При досліджені на червоному кістковому мозку також було виявлено зміну кількості  бластних клітин, і лише при концентрації 1,1 мг Мф спостерігалося зниження проліферації на 45 % для пролімфобластів стандартне відхилення 17,49 і на 17,3 % і 8,05 для лімфобластів у порівнянні з контролем. 

В групах 1 та 3 було виявлено зворотній ефект високих та малих доз. Так у групі 1 встановлено зниження на 38,8 % кількості пролімфобластів у порівнянні з контролем, а кількість лімфобластів збільшується на 44,8 %. І навпаки - в групі 3 кількість лімфобластів спостерігалась на 6,9 % нижче від контролю, а пролімфобластів більше на 50%. Це підтверджує роль eNOS у проліферації попередників лімфоцитів та дозозалежного ефекту трансмітера на клітину [14].
Разом з тим, спостерігалася значна пряма кореляція (r=0.84) між показниками вмісту пролімфобластів, лімфобластів у червоному кістковому мозку та лімфоцитами у крові, що підтверджує роль eNOS на проліферацію бластів, та можливість використання трансмітера у терапевтичних цілях.

Висновки
1. У мишей виявлено вплив на кількість лімфоцитів під дієб різних концентрацій Мф (eNOS). А саме зниження при концентраціїї 0,7 мг та підвищення лімфоцитів від доз 1,1 та 2,0 мг Мф в порівняні з контролем.

2. Встановлено роль eNOS на селекцію пролімфобластів і лімфобластів залежно від дози, зниження кількості бластів у групі 2, і зниження пролімфобластів в групі 1 і лімфобластів групи 3, та збільшення лімфобластів в групі 1 та пролімфобластів групи 3.

3. Виявлено варіативність дії eNOS, а саме дозозалежність. А також простежується кореляція бластів та лімфоцитів під дією різних концентрацій Мф.
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