
551						      JOURNAL OF URAL MEDICAL ACADEMIC SCIENCE 2024, Vol. 21, No. 5

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

General Pathology

УДК 616-002.2+616.43 

К.В. Соколова, А.В. Белоусова, И.Ф. Гетте, И.Г. Данилова

5-АМИНО-2,3-ДИГИДРОФТАЛАЗИН-1,4-ДИОН НАТРИЯ 
УВЕЛИЧИВАЕТ КОЛИЧЕСТВО ОСТРОВКОВЫХ 

И ВНЕОСТРОВКОВЫХ ИНСУЛИН-ПРОДУЦИРУЮЩИХ КЛЕТОК 
В ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЕ КРЫС С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ 

САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 

ФГБУН Институт иммунологии и физиологии 
Уральского отделения Российской академии наук, г. Екатеринбург, Российская Федерация

Резюме. В работе представлены данные о количестве островковых и внеостровковых инсулин-про-
дуцирующих клеток и их функциональной активности в поджелудочной железе крыс с эксперимен-
тальным сахарным диабетом 2 типа (СД2) при модуляции функциональной активности макрофа-
гов 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-дионом натрия (АФГ). Цель исследования: оценить влияние 
5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-диона натрия на количество и функциональную активность пан-
креатических инсулин-продуцирующих клеток разной локализации у крыс с СД2. Материалы и 
методы. Количество инсулин+, CD163+ и F4/80+ клеток в островках, ацинусах и протоках подже-
лудочной железы крыс подсчитано с помощью иммуногистохимического окрашивания ткани желе-
зы с использованием специфических антител и световой микроскопии, функциональная активность 
инсулин+ клеток оценена по оптической плотности цитоплазмы в них. Результаты исследования. 
Введение АФГ, увеличивая инфильтрацию ткани поджелудочной железы CD163+ клетками, способ-
ствует росту количества и функциональной активности инсулин+ клеток в островках, ацинусах и 
протоках поджелудочной железы у крыс с экспериментальным СД2. 

Ключевые слова: поджелудочная железа, экспериментальный сахарный диабет, сахарный диабет 
2 типа, инсулин-продуцирующие клетки, внеостровковые инсулин-продуцирующие клетки, макро-
фаги, 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-дион натрия, воспаление 

Конфликт интересов отсутствует.
Контактная информация автора, ответственного за переписку:
Белоусова Анна Викторовна 
annavibelousova@gmail.com
Дата поступления: 15.07.2024 
Образец цитирования: Соколова К.В., Белоусова А.В., Гетте И.Ф., Данилова И.Г. 5-амино-2,3-

дигидрофталазин-1,4-дион натрия увеличивает количество островковых и внеостровковых инсулин-
продуцирующих клеток в поджелудочной железе крыс с экспериментальным сахарным диабетом. 
[Электронный ресурс] Вестник уральской медицинской академической науки. 2024, Том 21, № 5, с. 
551–564, DOI: 10.22138/2500-0918-2024-21-5-551-564

Введение
Функциональная пластичность макрофагов, заключающаяся в изменении их продукции под дей-

ствием специфических стимулов окружающей среды и тканевого микроокружения, позволяет им вы-
ступать в качестве регуляторов как процессов повреждения, так и процессов восстановления тканей. 
Резидентные макрофаги островков поджелудочной железы локализуются в непосредственной бли-
зости от бета-клеток и играют решающую роль в их дифференцировке и гомеостазе [1, 2]: поляри-
зация островковых микрофагов, адаптивно изменяясь в зависимости от микроокружения, оказывает 
влияние на функцию бета-клеток [3]. Помимо панкреатических островков, инсулин-продуцирующие 
клетки располагаются также в ацинусах и протоках поджелудочной железы [4]. Исследователи от-
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мечают связь внеостровковых инсулин-продуцирующих клеток с развитием диабета [5], их гипо-
гликемический потенциал [6, 7] и, шире, рассматривают ацинарные и протоковые клетки поджелу-
дочной железы как динамический резерв бета-клеток в условиях дефицита инсулина [8, 9]. Ранее 
нами было показано, что снижение количества F4/80+ макрофагов в ацинусах, а также уменьшение 
содержания TNF-α и увеличение концентрации TGF-β1 в ткани поджелудочной железы, наблюдае-
мое при внутримышечном введении натриевой соли 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-диона (АФГ) 
крысам с экспериментальным диабетом, сопровождается ростом количества внеостровковых инсу-
лин-продуцирующих клеток [4]. Вследствие отсутствия однозначной трактовки поляризации F4/80+ 
макрофагов в качестве очередного шага в сторону выяснения механизма действия АФГ на инсулин-
продуцирующие клетки поджелудочной железы в настоящей работе оценивалось влияние введения 
АФГ на количество CD163+ макрофагов в панкреатических островках, ацинарной и протоковой зо-
нах железы, а также количество инсулин+ клеток в них у крыс с экспериментальным диабетом. В 
качестве модели диабета была использована никотинамид-стрептозотоциновая модель, приводящая 
к развитию умеренной стойкой гипергликемии и развитию инсулинрезистентности [4]. Модуляция 
макрофагальной продукции, способствующая редукции воспаления в поджелудочной железе, может 
быть использована при разработке новых стратегий увеличения функциональной массы островко-
вых и внеостровковых инсулин-продуцирующих клеток при лечении сахарного диабета.

Целью работы было оценить влияние 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-диона натрия на количе-
ство и функциональную активность панкреатических инсулин-продуцирующих клеток разной лока-
лизации у крыс с экспериментальным СД2.

Материалы и методы
Экспериментальные животные
Исследования были проведены на 40 крысах-самцах линии Вистар, возраст которых на момент 

начала эксперимента составлял 3-3,5 месяца. Все животные содержались в одинаковых условиях 
(доступ к корму «DeltaFeeds С-19» (БиоПро, Новосибирск, РФ) и питьевой воде ad libitum, есте-
ственный световой режим, температура воздуха +22 ± 2°С) в виварии Института иммунологии и 
физиологии Уральского отделения РАН (ИИФ УрО РАН). На работу с животными было получено 
разрешение Этического комитета ИИФ УрО РАН (протокол № 07/19 от 18.12.19). 

Протокол эксперимента
Животные были случайным образом поделены на 4 равные по количеству особей группы, одна из 

которых оставлена интактной. У остальных крыс было индуцировано развитие экспериментально-
го СД2 путём внутрибрюшинного введения стрептозотоцина (Sigma-Aldrich, США), разведённого в 
0,1 M цитратном буфере (pH 4,5), в дозе 65 мг/кг с предварительным внутрибрюшинным введением 
никотинамида (Sigma-Aldrich, США), разведённого в воде для инъекций, в дозе 110 мг/кг [10]. Треть 
животных с экспериментальным СД2 была выведена из эксперимента через 30 суток после введения 
диабетогена, треть – через 60 суток, оставшейся трети животных через 30 суток после начала экс-
перимента был проведён месячный курс внутримышечных инъекций 5-амино-2,3-дигидрофталазин-
1,4-диона натрия (АФГ) в дозе 2 мг/кг: первые 10 дней инъекции проводились ежедневно, следующие 
10 дней – через день, и последние 10 дней делалась 1 инъекция 1 раз в 2 дня. Данная схема введения 
была разработана на основании рекомендаций патента Абидова А.М. и Даниловой И.Г. 2013 года, 
полученного на использование АФГ в медицине [11], с модификациями. 

Вывод из эксперимента производился путём декапитации при ингаляционной анестезии изофлу-
раном с предварительным внутримышечным введением ксилазина (Alfasan, Woerden, Нидерланды) 
в дозе 0,1 мг/кг и золетила-100 в дозе 5 мг/кг (Virbac, Carros, Франция). Перед декапитацией у крыс 
была взята кровь из хвостовой вены. После умерщвления у крыс извлекали поджелудочную железу. 

Исследуемые показатели
Большую часть отобранной крови центрифугировали при 1000 g в течение 10 минут при темпера-

туре +4 °С, в оставшейся цельной крови методом афинной хроматографии определяли содержание 
гликированного гемоглобина (HbA1С). В плазме крови определяли концентрацию глюкозы (глюко-
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зооксидазным методом с использованием набора «Глюкоза-Ново» (Вектор-Бест, Новосибирск, РФ) и 
концентрацию инсулина (методом иммуноферментного анализа (ИФА) с использованием набора Rat/
Mouse Insulin ELISA (Millipore, Германия) и автоматического анализатора LAZURITE AUTOMATED 
ELISA SYSTEM (Dynex Technologies, США)). На основании данных о содержании глюкозы и инсу-
лина в крови по стандартной формуле рассчитывали значение индекса HOMA-IR, используемого для 
оценки инсулинорезистентности. 

	 Ткань поджелудочной железы после извлечения фиксировали в 10%-ном нейтральном забу-
ференном формалине в течение 48 часов, после чего промывали холодной проточной водопроводной 
водой в течение 6 часов и подвергали стандартной процедуре гистологической проводки и залив-
ке в парафин с использованием автоматизированного тканевого процессора Leica TP 1020 (Leica 
Microsystems, Германия) и станции для изготовления парафиновых блоков Leica EG 1160 (Leica 
Microsystems, Германия) соответственно. На срезах толщиной 3,5-4 мкм, изготовленных на ручном 
микротоме Leica SM 2000R (Leica Microsystems, Германия), иммуногистохимически выявляли инсу-
лин-позитивные (+), F4/80+ и CD163+ клетки с использованием соответствующих антител (Таблица 
1) согласно рекомендованным производителями антител протоколам непрямым пероксидазным ме-
тодом. 

Таблица 1
Перечень антител, использованных для проведения иммуногистохимического исследования ткани 

поджелудочной железы экспериментальных животных
Table 1

List of antibodies used for immunohistochemical studies of pancreatic tissue of experimental animals

Выявляемый антиген 
Detected antigen

Первичное антитело: 
клон, производитель, разведение 

Primary antibodies: 
reference, supplier, dilution 

Вторичное антитело: 
клон, производитель, разведение 

Secondary antibodies: 
reference, supplier, dilution

Инсулин 
Insulin

Anti-Insulin/Proinsulin, клон INS04+INS05, 
Invitrogen, США,1:200  

Anti-Insulin/Proinsulin, clone INS04+INS05, 
Invitrogen, USA,1:200

Biotin Goat anti-Mouse Ig (Multiple 
Absorption), BD Pharmingen, США, 1:500  

Biotin Goat anti-Mouse Ig (Multiple 
Absorption), BD Pharmingen, USA, 1:500

F4/80 
F4/80

Polyclonal anti-F4/80, PA5-21399, Thermo 
Fisher Scientific, США, 1:400  

Polyclonal anti-F4/80, PA5-21399, Thermo 
Fisher Scientific, USA, 1:400

Biotin Goat anti-Rabbit Ig G, Thermo Fisher, 
Scientific, США, 1:500  

Biotin Goat anti-Rabbit Ig G, Thermo Fisher, 
Scientific, USA, 1:500

CD 163  
CD 163

Anti-CD163 monoclonal antibody, Thermo 
Fisher Scientific, США, 1:70  

Anti-CD163 monoclonal antibody, Thermo 
Fisher Scientific, USA, 1:70

Biotin Goat anti-Mouse Ig G, Thermo Fisher 
Scientific, США 1:50  

Biotin Goat anti-Mouse Ig G, Thermo Fisher 
Scientific, USA 1:50

 
Далее срезы тканей инкубировали с вторичными биотинилированными антивидовыми антитела-

ми, для выявления биотинилированной метки проводили инкубацию со стрептавидином, коньюги-
рованным с пероксидазой хрена (Streptavidin HRP, Thermo Fisher Scientific, США, для выявления 
пероксидазной активности использовали диаминобензидин (BD DAB Substrate Kit, Thermo Fisher 
Scientific, США). Визуализация выявляемых маркеров проводилась с помощью светового микроско-
па Leica DM2500 (Leica Microsystems, Германия), видеокамеры Leica DFС420 (Leica Microsystems, 
Германия) и программного пакета для захвата и анализа изображений Leica Application Suite (Leica 
Microsystems, Германия). Подсчитывалось количество инсулин+, F4/80+ и CD163+ клеток в границах 
панкреатических островков, ацинусов и протоков железы, перерасчёт проводился на единицу пло-
щади (мм²) островков и паренхимы поджелудочной железы соответственно. Подсчитывалось коли-
чество и размеры панкреатических островков. Функциональная активность инсулин+ клеток (ИПК) 
оценивалась по оптической плотности (ОП) цитоплазмы инсулин+ клеток, выраженной в условных 
единицах (у.е.). ОП определялась с помощью анализатора изображений ВидеоТест Морфология 5.0 
(ООО «ВидеоТест», Санкт-Петербург, РФ). При проведении работ было использовано оборудование 
ЦКП ИИФ УрО РАН.
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Статистическая обработка материала
Данные представлены в виде среднего арифметического (М) ± стандартная ошибка среднего (m). 

Статистический анализ данных выполнен с использованием программного обеспечения Origin Pro 
9.0 (OriginLab Corporation, США). Для оценки значимости отличий между выборками использовали 
непараметрический U-критерий Манн-Уитни для множественных парных сравнений. Критический 
уровень значимости p при проверке статистических гипотез расценивали как p˂0,05. 

Результаты
Показатели углеводного обмена экспериментальных животных после введения диабетогена стреп-

тозотоцина свидетельствовали о развитии стойкой умеренной гипергликемии и снижении тканевой 
чувствительности к инсулину (Таблица 2), что соответствует модели СД2. 

Таблица 2
Показатели крови экспериментальных животных, M±m 

Table 2
Blood parameters of experimental animals, M±m

Исследуемый 
параметр  
Parameter

Экспериментальная группа  
Experimental group

Интактная 
группа  
Intact

Сахарный диабет 2 типа:  
Type 2 diabetes:

30 суток  
30 days

60 суток  
60 days

60 суток + АФГ  
60 days + APH

Содержание глюкозы, ммоль/л 
 Glucose level, mmol/L 5,59 ± 0,14 11,12 ± 0,7 1; 2 13,42 ± 0,64 ¹ 8,94 ± 0,69 1; 2

HbA1c, %  
HbA1c, % 4,69 ± 0,18 6,54 ± 0,48 ¹ 6,95 ± 0,45 ¹ 6,39 ± 0,35 ¹

Инсулин, мЕд/мл  
Insulin, µIU/mL 22,08 ± 1,92 16,94 ± 0,72 15,19 ± 0,38 ¹ 19,56 ± 0,28 ²

Индекс HOMA-IR  
HOMA-IR index 5,84 ± 0,64 10,78 ± 1,19 ¹ 8,39 ± 0,27 ¹ 7,08 ± 2,6

Примечание: ¹ – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; ² – р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 60 
суток.
Note: ¹ – р ˂ 0,05 in comparison with intact group; ² – р ˂ 0,05 in comparison with T2D 60 days.

Введение АФГ сопровождалось снижением уровня гликемии и нормализацией содержания инсу-
лина в крови крыс с экспериментальным СД2, однако не приводило к нормализации содержания у 
них HbA1С. Стрептозотоцин избирательно поражает бета-клетки, что ведёт к быстрому развитию 
гипергликемии. Так, согласно [12], уже на третьи сутки после введения диабетогена в ходе модели-
рования никотинамид-стрептозотоцинового диабета содержание глюкозы в крови крыс составляет 
14,92±1,23 ммоль/л и остаётся выше нормы вплоть до 4-ой недели исследования. Стабильно вы-
сокий уровень глюкозы в крови приводит к гликированию белков, что выражается в высоком про-
центном содержании HbA1С в крови как на 30-е, так и на 60-е сутки развития экспериментального 
СД2. Уровень HbA1С отражает среднее содержание глюкозы в крови за период жизни эритроцитов, 
который, согласно литературным источникам, у крыс составляет от 60 до 100 суток [13, 14]. Кроме 
того, несмотря на снижение уровня гликемии у диабетических крыс после курса АФГ, он оставался 
достоверно выше показателя интактных животных. Таким образом, закономерно предположить, что 
отмеченного к 30-м суткам лечения АФГ снижения уровня глюкозы в крови оказалось недостаточно 
для изменения уровня HbA1c.

Иммуногистохимическое исследование ткани поджелудочной железы крыс с использованием анти-
тел к проинсулину и инсулину (Рисунок 1) показало, что снижение количества бета-клеток в остров-
ках поджелудочной железы наблюдалось в обеих группах крыс с экспериментальным диабетом 
(продолжительностью 30 и 60 суток). Что касается внеостровковых ИПК, то через 30 суток после 
введения диабетогена их количество не изменилось ни в составе ацинусов, ни в эпителии протоков. 
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Снижение количества внеостровковых ИПК обеих локализаций (ацинарной и перидуктальной) на-
блюдалось лишь в динамике развития экспериментального диабета на 60-е сутки с момента введения 
диабетогена. Оптическая плотность (ОП) цитоплазмы инсулин+ клеток, характеризующая функцио-
нальную активность клеток, при развитии экспериментального СД2 снижалась у островковых, но не 
изменялась у внеостровковых ИПК. После введения АФГ у крыс отмечалось увеличение количества 
внеостровковых и островковых ИПК на единицу площади железы и островков, соответственно, при 
этом ОП цитоплазмы ИПК также выросла (Рисунок 2, Таблица 3).	

 

Рисунок 1. Иммуногистохимическое окрашивание ткани поджелудочной железы крыс с использова-
нием антител к: А – проинсулину и инсулину; В – F4/80; C – CD163. Цитоплазма иммунопозитивных 
клеток имеет коричневое окрашивание, ядра докрашены гематоксилином и эозином. Инсулин+, 
F4/80+ и CD 163+ клетки показаны стрелками. х400
Figure 1. Immunohistochemical analysis of rat pancreatic tissue, using antibodies to А – proinsulin and 
insulin; В – F4/80; C – CD163. Chromogenic IHC analysis showing brown staining in the cytoplasm, nuclei 
were counterstained with hematoxylin. Arrows show insulin+, F4/80+ and CD163+ cells. х400

Таблица 3
Количество и размер панкреатических островков и количество инсулин+ клеток (ИПК) разных лока-

лизаций в поджелудочной железе крыс, M±m
Table 3

The number and area of pancreatic islets and the number of insulin+ cells (IPCs) of different localizations 
in the pancreas of rats, M±m

Исследуемый параметр  
Parameter

Экспериментальная группа  
Experimental group

Интактная 
группа  
Intact

Сахарный диабет 2 типа:  
Type 2 diabetes:

30 суток  
30 days

60 суток  
60 days

60 суток + АФГ  
60 days + APH

ПО, N/мм² ткани железы  
Pancreatic islets, N/mm² of pancreatic tissue 2,76±0,32 1,8±0,3 1,62±0,2 2,48±0,45

Площадь ПО, мкм²  
Area of pancreatic islet, mkm² 8040,2±1410,07 9482,81±1112,81 9587,05±911,88 7743,69±1223,66

β-клетки, N/мм² островка  
β-cells, N/mm² of islet 5966,84±250,86 4349,45±860,82¹ 4149,39±1247, 

53 ¹ 6483,90±1427,56 ²

Внеостровковые ИПК, N/мм² ткани ПЖ  
Extra-islet IPCs, N/mm² of pancreatic tissue 3,32±0,37 3,14±0,21 ² 1,78±0,23 ¹ 8,62 ±1,56 1; 2

из них:  among them:
В ацинусах  

In acini 2,5±0,26 2,59±0,31 ² 1,79±0,37 8,19±1,54 1; 2 

В протоках   
In ducts 0,7±0,03 0,57±0,12 ² 0,31±0,09 ¹ 1,72±0,21 1; 2

Примечание: ¹– р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; ²– р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 60 
суток. ПО – панкреатические островки; ПЖ – поджелудочная железа. 
Note: ¹– р ˂ 0,05 in comparison with intact group; ²– р ˂ 0,05 in comparison with T2D 60 days. 
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Рисунок 2. Количество инсулин+ (ИПК), F4/80+, CD163+ клеток: A – в составе островков; В – составе 
ацинусов; C – в составе протоков поджелудочной железы. D – оптическая плотность (ОП) цитоплаз-
мы ИПК, условные единицы (усл.ед.). Интактные – показатели крыс без диабета; СД30 – показатели 
крыс с экспериментальным сахарным диабетом 2 типа (СД2) продолжительностью 30 суток; СД60 
– показатели крыс с экспериментальным СД2 продолжительностью 60 суток; СД+АФГ – показатели 
крыс с экспериментальным СД2 продолжительностью 60 суток, получавших курс внутримышечных 
инъекций АФГ. ¹– р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; ²– р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 60 
суток; ⁴– в сравнении с группой СД2 60 суток + АФГ.
Figure 2. Number of insulin+ (IPCs), F4/80+, CD163+ cells: A – in the islets; B – in acini; C – in ducts. D – 
optical density (OD) of the cytoplasm of IPCs, arbitrary units (a.u.). Intact – rats without diabetes; T2D30 – 
experimental DM2 duration 30 days; T2D60 – experimental DM2 duration 60 days; T2D+APH – experimental 
DM2 duration 60 days + a course of intramuscular injections of APH. ¹– р ˂ 0,05 in comparison with intact 
group; ²– р ˂ 0,05 in comparison with T2D 60 days; ⁴– р ˂ 0,05 in comparison with T2D+APH. 

Тканевые макрофаги поджелудочной железы выявлялись по поверхностной экспрессии маркера 
F4/80, противовоспалительная поляризация макрофагов оценивалась на основании наличия у них 
поверхностного маркера CD163 (Рисунок 1). При развитии экспериментального диабета общее коли-
чество макрофагов (F4/80+ клетки) в островках достоверно не отличалось от значений животных без 
диабета, однако к 60-м суткам СД резко снижалась доля островков, в которых присутствуют CD163+ 
клетки, т.е. противовоспалительные макрофаги. Поскольку общее количество макрофагов в остров-
ках не изменялось, закономерно предположить, что снижение количества М2 макрофагов произошло 
за счёт увеличения количества М1 макрофагов, что свидетельствует о повреждении эндокринной ча-
сти железы. Введение АФГ не изменяло общее количество макрофагов (F4/80+ клеток) в островках, 
однако увеличивало долю островков, в которых обнаруживаются М2 макрофаги (CD163+ клетки). 

У крыс с экспериментальным СД2 инфильтрация F4/80+ макрофагами возрастала в ацинусах и 
снижалась в протоках железы. Введение АФГ приводило к снижению инфильтрации F4/80+ клет-
ками ацинусов до значений интактных животных. Инфильтрация ацинусов CD163+ клетками при 
развитии экспериментального СД2 достоверно не изменялась, инфильтрация протоков снижалась; 
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введение АФГ приводило к увеличению количества CD163+ клеток и в ацинусах, и в протоках (Та-
блица 4). 

Таким образом, введение АФГ сопровождалось увеличением числа М2 макрофагов в островках, 
ацинусах и протоках поджелудочной железы; при этом в ацинусах также снижалось общее количе-
ство макрофагов.

Таблица 4
Количество макрофагов в поджелудочной железе экспериментальных животных, M±m

Table 4
Number of macrophages in the pancreas of experimental animals, M±m

Исследуемый параметр  
Parameter

Экспериментальная группа  
Experimental group

Интактная 
группа  
Intact

Сахарный диабет 2 типа:  
Type 2 diabetes:

30 суток  
30 days

60 суток  
60 days

60 суток + АФГ  
60 days + APH

F4/80+ клетки в ПЖ, N/мм² ткани  
F4/80+ cells in the pancreas, N/mm² tissue

В островках  In islets 134,85±28,22 122,96±31,13 157,69±22,11 157,39±12,64
Общее количество вне островков  Total 

amount outside islets
87,45±6,49 116,52±12,97 113,07±11,97 42,42±5,33 1; 2

из них:  among them:
В ацинусах / In acini 26,45±6,28 90,3±26,41¹ 97,97±18,72¹ 16,39±3,41² 
В протоках / In ducts 61±6,3 26,22±7,67¹ 22,66±8,72¹ 26,03±2,08¹

CD163+ клетки  
CD163+ cells

Доля островков, в которых обнаружива-
ются CD163+ клетки, % от общего коли-

чества островков  
Proportion of islets in which CD163+ cells 
are found, % of the total number of islets

32,5±9,46 30±12,65² 3±2,06¹ 17,27±5,67 ²

CD163+ клетки в ПЖ, N/мм² ткани  
CD163+ cells in the pancreas, N/mm² tissue

Общее количество вне островков  
Total amount outside islets

66,05±25,72 78,61±22,06 43,03±23,92 119,98±25,43 ²

из них:  
among them:

В ацинусах  
In acini

53,68±21,11 76,69±20,99 41,78±23,01 96,5±16,2 ²

В протоках  
In ducts

14,85±4,23 6,8±2,39 ² 3,75±2,46¹ 22,58±10,6 ²

Примечание: ¹– р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; ²– р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 60 
суток. ПЖ – поджелудочная железа.
Note:¹– р ˂ 0,05 in comparison with intact group; ²– р ˂ 0,05 in comparison with T2D 60 days. 

Обсуждение
Исследования демонстрируют важную роль активации макрофагов, инфильтрирующих ткань под-

желудочной железы как в патогенезе таких метаболических нарушений, как сахарный диабет 1 [15] 
и 2 [16, 17] типа, так и в восстановительно-регенераторных процессах [1, 18]. Лежащее в основе 
патогенеза СД2 хроническое воспаление, ассоциированное с метаболическими нарушениями, опре-
делённым образом активирует иммуноциты, в частности, макрофаги, продукция которых приводит к 
снижению количества и дисфункции островковых бета-клеток [17, 19]. 
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В вопросе фенотипирования тканевых макрофагов поджелудочной железы нет ясности. Маркер 
F4/80 обычно рассматривают как типичный маркер тканевых макрофагов [20] и макрофагов, ин-
фильтрирующих островки грызунов [19], но, по более ранним сведениям, F4/80 является маркером 
макрофагов, инфильтрирующих эндокринные органы в целом [21]. Хотя поверхностная экспрессия 
антигена F4/80 и является на сегодняшний момент общепринятым способом идентификации ткане-
вых макрофагов, нельзя сбрасывать со счетов данные, указывающие на неодинаковую экспрессию 
F4/80 разными линиями тканевых макрофагов [20]. Также приводятся доказательства роли моле-
кулы F4/80 в качестве индуктора генерации эфферентных CD8+ Т-регуляторных клеток [22], что 
позволяет трактовать F4/80+ макрофаги как классически активированные про-воспалительные ма-
крофаги. CD163 является трансмембранным рецептором-мусорщиком (scavenger receptor), широко 
используемым в качестве маркера М2 макрофагов [23], реализующих противовоспалительные функ-
ции [23, 24]. Отдельно следует подчеркнуть, что в настоящее время исследователи не придержива-
ются строгого разграничения макрофагов на М1 и М2 с однозначной трактовкой роли последних 
как про- и противовоспалительных [25]. Также имеются данные, позволяющие предположить, что 
воспалительные факторы и повышенная инфильтрация иммуноцитами на определённом этапе могут 
выполнять и восстановительные функции [17]. 

При развитии экспериментального СД2 мы наблюдали следующую картину: общее количество ма-
крофагов (F4/80) в островках не изменялось, общее количество макрофагов в экзокринной части 
железы также не менялось, однако происходило их перераспределение: инфильтрация ацинусов воз-
росла, инфильтрация протоков снизилась. Для объяснения причин изменений количества макрофа-
гов в ацинусах и протоках следует учитывать ряд моментов.

В первую очередь, наличие тесной структурно-функциональной связи между эндокринным и эк-
зокринным отделами поджелудочной железы, формирующими ацино-островковую ось, в которой 
гормоны островков регулируют работу ацинарных клеток посредством внутрипанкреатической пор-
тальной циркуляции. Изменение функции любого из компонентов этой оси влечёт за собой изме-
нения в работе остальных её составляющих [26, 27]. Соответственно, повреждения островков при 
диабете не могут не повлиять на состояние и функцию ацинусов и протоков железы. 

Структурно-функциональная связь протоков железы с островками может опосредоваться локали-
зованными в протоках стволовыми клетками и клетками-предшественниками. Исследователи пред-
полагают их участие в регенерации островков, но окончательно роль протокового компартмента 
стволовых клеток при диабете пока не установлена [28]. Показано, что у людей с СД2 в протоках 
железы повышается количество пролиферирующих клеток [28]. 

По мере развития диабета экзокринная часть поджелудочной железы также претерпевает измене-
ния [29]. Известно, что экзокринная недостаточность поджелудочной железы встречается примерно 
у половины больных сахарным диабетом, при этом данных, позволяющих понять патофизиологию 
развития данного состояния, явно недостаточно [30]. Также при диабете в экзокринной части под-
желудочной железы может иметь место ацинарно-протоковая метаплазия (acinar-to-ductal metaplasia, 
АDМ), провоцируемая воспалением или другими факторами, при которой ацинарные клетки могут 
трансдифференцироваться в протоковые, и наоборот [31, 32]. При панкреатите данный процесс до 
определённого момента является обратимым и служит для снижения экзокринной функции железы, 
но при наличии онкогенных провоцирующих факторов может приводить к предраковым изменени-
ям. Ранее полагали, что ADM инициируется провоспалительными макрофагами [33], однако к насто-
ящему моменту получены данные, демонстрирующие однобокость подобных воззрений [34]. 

Таким образом, в зависимости от условий, протоки поджелудочной железы могут дать начало как 
бета-клеткам, так и ацинарным клеткам. На мышах было показано, что образование бета-клеток из 
клеток протоков при повреждении поджелудочной железы требует снижения уровня воспаления, ко-
торого можно добиться устранением макрофагов [32]. Резюмируя сказанное, мы полагаем, что сни-
жение количества макрофагов в протоках крыс с экспериментальным диабетом является адаптацией, 
нацеленной на стимуляцию неогенеза бета-клеток в условиях повреждения островков.

В настоящее время о поляризации макрофагов как о новой парадигме лечения сахарного диабета 
говорят разные исследователи [35, 36], однако реального перехода от теоретических знаний о влия-
нии макрофагов на восстановление структуры и функции поджелудочной железы к практическому 
использованию препаратов, изменяющих макрофагальную продукцию в желательном для терапев-
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тических задач направлении, в терапии СД2 пока не произошло. Мы рассмотрели вещество 5-амино-
2,3-дигидрофталазин-1,4-дион натрия (АФГ), присутствующее в общедоступной базе данных хими-
ческих соединений PubChem под идентификационным номером (PubChemCID) 9794222 и имеющее 
международный химический идентификатор (InChI Key) JKEBMURXLKGPLR-UHFFFAOYSA-N, с 
точки зрения его влияния на количество и функциональную активность инсулин-продуцирующих 
клеток поджелудочной железы разной локализации посредством изменения активации макрофагов. 
Механизм воздействия АФГ точно не установлен, возможно, он реализуется в силу специфического 
реагирования АФГ с активными формами кислорода, образующимся в фагосомах [37, 38]. Ранее 
было продемонстрировано, что курс из 20 внутримышечных инъекций АФГ приводит к достоверно-
му снижению гипергликемии, росту концентрации инсулина в крови и увеличению количества бета-
клеток в островках крыс с экспериментальным аллоксановым диабетом [39], а также увеличению 
количества и функциональной активности внеостровковых ИПК в стрептозотоцин-никотинамидной 
модели, соответствующей СД2 [4]. В настоящей работе мы сделали акцент на изменении поляри-
зации макрофагов, оцениваемой на основании поверхностной экспрессии маркеров, при введении 
АФГ крысам с экспериментальным стрептозотоцин-никотинамидным диабетом, соответствующим 
СД2. Мы показали, что введение АФГ приводит к увеличению количества CD163+ клеток в остров-
ках, ацинусах и протоках поджелудочной железы, что можно трактовать как свидетельство сдвига 
продукции макрофагов, инфильтрирующих железу, в сторону М2. Таким образом, увеличение коли-
чества инсулин+ клеток в поджелудочной железе может быть следствием снижений воспалительного 
фона в железе. 

Заключение
Таким образом, мы показали, что внутримышечное введение 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-

диона натрия увеличивает количество инсулин-продуцирующих клеток и их функциональную ак-
тивность в островках, ацинусах и протоках поджелудочной железы крыс с моделью СД2, что может 
быть следствием увеличения числа М2 макрофагов в ткани железы.
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K.V. Sokolova, A.V. Belousova, I.F. Gette, I.G. Danilova

MODULATION OF MACROPHAGE PRODUCTION BY SODIUM 
5-AMINO-2,3-DIHYDROPHTHALAZINE-1,4-DIONE INCREASES 

THE NUMBER OF ISLET AND EXTRA-ISLET INSULIN-PRODUCING 
CELLS IN THE PANCREAS OF RATS WITH EXPERIMENTAL DIABETES

Institute of Immunology and Physiology of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Yekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Quantity data of islet and extra-islet insulin-producing cells and their functional activity in 
the pancreas of rats with experimental type 2 diabetes mellitus (T2DM) upon modulation of the functional 
activity of macrophages by 5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-dione sodium (APH) are presented. Aim 
of the study: to evaluate the effect of 5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-dione sodium on the number and 
functional activity of pancreatic insulin-producing cells of different locations in rats with T2DM. Materials 
and methods. The number of insulin+, CD163+ and F4/80+ cells in the islets, acini and pancreatic ducts 
of rats was calculated using immunohistochemical staining of pancreatic tissue using specific antibodies 
and light microscopy; the functional activity of insulin+ cells was assessed by the optical density of the 
cytoplasm in them. Results. Administration of APH, increasing the infiltration of pancreatic tissue with 
CD163+ cells, promotes an increase in the number and functional activity of insulin+ cells in the islets, acini 
and pancreatic ducts in rats with experimental T2DM.

Keywords: pancreas, experimental diabetes mellitus, type 2 diabetes mellitus, insulin-producing cells, 
extra-islet insulin-producing cells, macrophages, 5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-dione sodium, 
inflammation
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