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На моделі аліментарного остеопорозу та за додаткової імунізації вакциною 
БЦЖ було досліджено функціональну активність імунокомпетентних клітин крові 
щурів. Результати проведених досліджень свідчать, що утримання щурів на D-гіпо
вітамінозній дієті призводить до імунологічних порушень, а саме: знижується по-
глинальна здатність і активність фагоцитуючих клітин крові разом зі зниженням ін-
тенсивності утворення активних метаболітів кисню. Також суттєво знизилася актив-
ність NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази лейкоцитів (удвічі). Додаткова імунізація вак-
циною БЦЖ щурів із попередньо розвинутим аліментарним остеопорозом призво-
дить до посилення імунної відповіді. Відбувається значне підвищення фагоцитарної 
активності моноцитів і гранулоцитів периферичної крові. Подібний ефект спостері-
гали і для NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази лейкоцитів, активність якої також зрос-
тає. Водночас відбувається підвищення інтенсивності утворення активних метабо-
літів кисню фагоцитами. Отримані результати свідчать про зростання активності 
фагоцитуючих клітин крові остеопоротичних щурів і активацію неспецифічної ланки 
імунної системи у разі введення БЦЖ.
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ВСТУП
Остеопороз – захворювання скелета, що характеризується порушенням мета-

болізму кісткової тканини, пошкодженням її мікроархітектоніки та дефіцитом кістко-
вої маси з подальшим підвищенням ризику переломів кісток [7]. Причинами розви-
тку остеопорозу можуть бути довготривале вживання глюкокортикоїдів і тиреоїдних 
гормонів, ревматоїдний артрит, гіпокінезія, стреси тощо [19, 1]. Численні досліджен-
ня підтверджують значний вплив вітаміну D3 на стан кісткової тканини [8, 10, 12, 26]. 
Нестача вітаміну D3 та/або порушення утворення його гормонально активних форм 
призводить до посилення процесу резорбції кістки та, в подальшому, остеопорозу 
[19, 25, 27, 28]. Аліментарний (вітамін D3-дефіцитний) остеопороз супроводжується 
значним порушенням метаболізму, що проявляється у вираженій гіпокальціємії, гіпо
фосфатемії та суттєвому порушенні активності окисно-відновних процесів [25, 4].  
У попередніх роботах було з’ясовано, що за аліментарного остеопорозу відбува
ється зростання вмісту активних метаболітів кисню в гепатоцитах і оксиду азоту  
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в лейкоцитах [25, 27], карбонільованих похідних протеїнів і ТБК-реагуючих продук-
тів. Одночасно зменшується ефективність системи антиоксидантного захисту [25, 
27]. Також важливим є те, що дефіцит вітаміну D3 призводить до імунологічних 
порушень, що характеризуються пригніченням В-клітинної ланки імунітету і зни-
женням фагоцитарної активності гранулоцитів, їхньої здатності продукувати бакте-
рицидні біооксиданти [19, 25, 2, 17]. 

На сьогоднішній день отримано переконливі дані щодо неспецифічної імунної 
дії вакцини БЦЖ та її ефективного використання для імунотерапії [5, 16]. БЦЖ здат-
на потенціювати Т-клітинну відповідь організму, а також призводити до епігенетич-
ного репрограмування моноцитів [9, 25]. Під дією БЦЖ стимулюється вивільнення 
цитокінів і хемокінів, таких як інтерферон γ (IFNγ), інтерлейкін 2 (IL2) і фактор некро-
зу пухлин α (TNFα), що секретуються активованими CD4+ T-клітинами [11]. Окрім 
цього, БЦЖ призводить до активації експресії індуцибельної синтази оксиду азоту 
(iNOS) і накопичення в організмі високих концентрацій оксиду азоту (NO) [20, 27, 28]. 
Зокрема, за введення вакцини БЦЖ відбувається посилення продукції NO в лейко-
цитах щурів, що супроводжується суттєвими змінами в мінеральному обміні у щурів 
за аліментарного остеопорозу [6, 15, 27, 28].

Дослідження механізму дії БЦЖ головним чином сфокусовано на визначенні 
функціонування мононуклеарних клітин, тоді як гранулоцити залишаються поза 
увагою [22]. Саме тому ми вирішили дослідити вплив вакцини БЦЖ на стан імунної 
системи, а саме – фагоцитарну активність клітин периферичної крові (гранулоцити 
(нейтрофіли), моноцити) та здатність нейтрофілів продукувати активні метаболіти 
кисню за умови аліментарного остеопорозу у щурів. За результатами таких дослі-
джень можна буде зробити більш детальний аналіз і висновки щодо "неспецифіч-
ної" імуномодуляторної дії БЦЖ за умови патологічних станів і можливість її вико-
ристання у клінічній практиці.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Дослідження проводили на білих щурах-самицях масою 80±5 г. У період акліма-

тизації (тиждень) і під час експерименту тварини перебували у віварії при темпера-
турі 18–22  °С, вологості 50–60  % та природному світловому режимі “день–ніч”  
у пластикових клітках на стандартному харчовому раціоні. Підбір тварин і формуван
ня груп проводили за методом “випадкових чисел”. Експериментальну модель алі-
ментарного остеопорозу викликали, утримуючи щурів на синтетичному раціоні без 
вітаміну D3 зі збалансованим вмістом кальцію (1,2 %) та фосфору (0,7 %) протягом 
45 діб. Було сформовано три групи по п’ять тварин у кожній: перша група – конт
рольні щури, яких утримували на збалансованій дієті; щурів другої та третьої групи 
протягом 45 діб утримували на D3-гіповітамінозному раціоні для розвитку остеопоро-
зу. Додатково тваринам третьої групи на 30-й день експерименту інтраперитонеаль-
но вводили 10 мг/кг мікобактерій вакцинного штаму БЦЖ-1. Встановленим фактом  
є те, що ін’єкція щурам вакцини БЦЖ суттєво посилює ендогенний синтез NO. Це 
посилення досить суттєве вже через 6 годин і максимальне на 10-й день після вве-
дення БЦЖ, далі воно поступово зменшується і до 20-го дня зникає [20, 28]. Саме 
тому тварин виводили з експерименту на 15-й день після введення вакцини БЦЖ.

Для аналізу використовували периферичну кров піддослідних тварин. Лейкоци
ти отримували в день експерименту після гемолізу еритроцитів. Гепаринізовану 
кров змішували з холодним лізуючим розчином (0,15 моль/л NH4Cl, 1 ммоль/л 
KHCO3, 0,1 ммоль/л EДTA, pH 7,2–7,4) у співвідношенні 1:20, ретельно струшували 
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й інкубували 10 хв при 37 °С. Після закінчення часу лізису зразки 5 хв центрифугу-
вали при 400 g. Відбирали супернатант і отриманий осад лейкоцитів двічі проми-
вали фізіологічним розчином 5 хв при центрифугуванні 400 g. Промиті лейкоцити 
ресуспендували до кінцевої концентрації 5×106 кл/мл. Чистоту отриманих лейкоци-
тів оцінювали за допомогою світлової мікроскопії. Також при використанні методу 
протокової цитофлуориметрії гранулоцити і моноцити розрізняли на підставі різної 
здатності цих клітин розсіювати світло, що залежить від їх гранулярності. Усі вимі-
рювання проводили у буферному розчині PBS (0,1 M, pH 7,2). 

Висновок про вплив вакцини БЦЖ на стан імунної системи за умов аліментар-
ного остеопорозу робили на підставі рівня фагоцитарної активності моноцитів  
і гранулоцитів периферичної крові, яку оцінювали на протоковому цитофлуориметрі 
COULTER EPICS XL (Beckman Coulter, США) з використанням тест-набору FITC-
мічених E.coli “PHAGOTEST” (Біолайн, Росія). Проводили визначення кількості іму-
нокомпетентних клітин, які фагоцитують флуоресцеїн-мічені бактерії E. coli, й оці-
нювали їхню поглинальну здатність (кількість поглинутих бактерій на клітину) за 
середнім геометричним значенням інтенсивності флуоресценції. Візуалізація фаго-
цитозу проводилась на конфокальному мікроскопі LSM 510 META.

Активність NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази лейкоцитів щурів визначали в реак
ційній суміші, що містила NADPH-генеруючу глюкозо-6-фосфатдегідрогеназну сис-
тему, менадіон (2-метил-1,4-нафтохінон) і МТТ [3-(4,5-диметилтіазо-2-ил)-2,5-дифе
нілтетразолій бромід]. NAD(P)H-хінон-оксидоредуктаза каталізує NADPH-залежне 
відновлення менадіону в менадіол. Подальше утворення формазану в результаті 
неензиматичного відновлення MTT під дією менадіолу реєстрували в діапазоні дов
жин хвиль 550–640 нм [18].

Флуоресцентне визначення вмісту активних метаболітів кисню проводили  
з DCFН-DA (2′,7′-дихлордигідрофлуоресцеїн діацетатом). До 100 мкл суспензії ізо-
льованих фагоцитів периферичної крові щурів додавали 1 мкл розчину DCFH-DA 
(2,5 мМ) та інкубували 30 хв при 37 °С у темряві. Проби центифугували при 1500 об/
хв 10 хв і двічі промивали розчином PBS (pH 7,2). Остаточний осад фагоцитів ре-
суспендували у 0,5 мл PBS. Проби аналізували на протоковому цитофлуориметрі 
COULTER® EPICSTM XLTM. Флуоресценцію окисленої форми DCFH (2′,7′-дихлор
дигідрофлуоресцеїн) вимірювали при lзб = 488 і lем = 540 нм.

Усі маніпуляції з тваринами проводили згідно з Гельсінською декларацією про 
гуманне поводження з тваринами і “Загальними етичними принципами експеримен-
тів на тваринах” (Україна, 2001). Дослідження також було схвалене Комітетом з біо-
етики Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України від 21.08.2015, № 3.

Статистичну достовірність результатів оцінювали у програмі Microsoft Excel 2007 
з використанням t-критерію Стьюдента (вірогідними вважали відмінності за р <0,05).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
У попередніх роботах було встановлено, що утримання щурів на вітамін D3-де

фіцитній дієті призводить до зменшення вмісту 25ОНD3 у сироватці крові та пору-
шення метаболічних процесів у кістковій тканині й розвитку аліментарної форми 
остеопорозу [19, 27, 28]. Відомо, що недостатнє забезпечення організму вітамі-
ном D3 супроводжується послабленням імунної відповіді [3, 17, 19]. Отримані нами 
дані доводять зниження фагоцитарної активності моноцитів (17 %) і гранулоцитів 
(26  %) периферичної крові за умови недостатньої забезпеченості вітаміном D3  
порівняно з контрольною групою (рис. 1). Також ми спостерігали суттєве зниження 
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Рис. 1.	Вакцина БЦЖ підвищує фагоцитарну активність моноцитів і гранулоцитів периферичної крові 
щурів з аліментарним остеопорозом: дот-плоти поглинання FITC-мічених E. сoli фагоцитуючи-
ми клітинами периферичної крові (А) та їх кількісний аналіз (Б)
Примітки: 1 – моноцити; 2 – гранулоцити; SS – гранулярність клітин; FL1 LOG – інтенсивність 
флуоресценції FITC-мічених E. сoli, поглинутих фагоцитами; * – достовірна різниця порівняно  
з контролем (р<0,05); # – достовірна різниця порівняно з остеопорозом (р<0,05)

Fig. 1. 	BCG vaccine increases the phagocytic activity of monocytes and granulocytes of peripheral blood in 
rats with alimentary osteoporosis: dot-plots of FITC-labeled E. coli uptake by phagocytic cells of pe-
ripheral blood (A) and their quantitative analysis (Б)
Comments: 1 – monocytes; 2 – granulocytes; SS – cells granularity; FL1 LOG – fluorescence inten-
sity of FITC-labeled E. coli uptake by phagocytes; * – significant difference compared to control 
(p<0.05); # – significant difference compared to osteoporosis (p<0.05)
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Рис. 2.	Вакцина БЦЖ підвищує активність 
NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази лей-
коцитів за аліментарного остеопо
розу в щурів

Fig. 2.	 BCG vaccine increases the activity of 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase of 
leukocytes in rats with alimentary os-
teoporosis
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(удвічі) активності NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази нейтрофілів (рис. 2). Загальна 
інтенсивність утворення активних метаболітів кисню фагоцитами була охарактери-
зована за даними протокової цитофлуориметрії з використанням чутливого до 
утворення вільнорадикальних форм кисню й азоту зонда DCFH-DA (рис. 3). Про-
демонстровано зниження (20 %) кількості утворення активних метаболітів кисню 
фагоцитами щурів із розвиненою формою аліментарного остеопорозу. Все це свід-
чить про те, що в умовах аліментарного остеопорозу знижується поглинальна 
здатність і активність фагоцитуючих клітин периферичної крові разом зі знижен-
ням інтенсивності вільнорадикальних окисних процесів. Отже, відбувається суттє-
ве пригнічення ефекторної ланки імунітету в реалізації антимікробного захисту. 
При цьому очевидно, що однією з головних причин виявлених порушень функціо-
нального стану клітин фагоцитарної системи за аліментарного остеопорозу є не-
достатність вітаміну D3 в організмі щурів.

Рис. 3.	Вакцина БЦЖ посилює утворення DCF-чутливих активних метаболітів кисню у фагоцитах за алі-
ментарного остеопорозу у щурів: цитофлуорограми (А), кількісний аналіз цитофлуорограм (Б)
Примітки: FL1 LOG – інтенсивність флуоресценції; * – достовірна різниця порівняно з контро
лем (р<0,05); # – достовірна різниця порівняно з остеопорозом (р<0,05)

Fig. 3.	 BCG vaccine increases DCF-sensitive reactive oxygen species formation in phagocytes of rats with 
alimentary osteoporosis: cytofluorograms (А), quantitative analysis of cytofluorograms (Б)
Comments: FL1 LOG – fluorescence intensity; * – significant difference compared to control (p<0.05); 
# – significant difference compared to osteoporosis (p<0.05)
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Зважаючи на отримані дані та результати попередніх робіт щодо суттєвої ак-
тивації фагоцитарної активності макрофагів щурів при застосуванні вакцини БЦЖ 
[16, 5, 23], головним завданням цього дослідження було визначити стан клітинної 
ланки імунітету за аліментарного остеопорозу та за додаткової імунізації вакциною 
БЦЖ. Характеристику проводили за визначенням фагоцитарної активності грану-
лоцитів (нейтрофілів), моноцитів і здатністю нейтрофілів продукувати активні ме-
таболіти кисню. Вже на 15-ту добу ми спостерігали значну БЦЖ-індуковану імунну 
відповідь. Підвищилася фагоцитарна активність моноцитів (43 %) і гранулоцитів 
(85  %) периферичної крові порівняно з аліментарним остеопорозом. Подібний 
ефект спостерігався під час дослідження NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази лейкоци-
тів, активність якої підвищувалась на 18 % (рис. 2). Крім того, спостерігали суттєві 
зміни інтенсивності утворення активних метаболітів кисню фагоцитами (збільшен-
ня в 2,3 разу) (рис. 3). Пояснити отримані результати можна підвищенням під дією 
вакцини БЦЖ місцевої імунної відповіді, що супроводжується посиленням експресії 
цитокінів поряд зі збільшенням кількості гранулоцитів і мононуклеарних клітин у 
тканинах [24]. Зокрема, продемонстровано індукцію цитокінової відповіді клітин Th1 
[13, 14]. Власне активація поліморфонуклеарних нейтрофілів може відбуватися під 
дією БЦЖ через взаємодію з Toll-подібними рецепторами (TLRs). Ці клітини також 
можуть проявляти неспецифічний цитотоксичний потенціал, підвищуючи здатність 
викликати апоптоз через вивільнення великої кількості лігандів, що індукують TNF-
залежний апоптоз (TRAIL) у різних клітинах організму [21].

ВИСНОВКИ
За умов аліментарного остеопорозу знижується фагоцитарна активність клітин 

периферичної крові й інтенсивність вільнорадикальних окисних процесів у них, що 
може призводити до суттєвого пригнічення ефекторної ланки імунітету в реалізації 
антимікробного захисту. Вакцина БЦЖ викликає активацію поліморфонуклеарних 
нейтрофілів і моноцитів та посилення імунної відповіді. Подальші дослідження бу-
дуть спрямовані на з'ясування механізмів імуномодуляторної дії БЦЖ за умов алі-
ментарного остеопорозу.
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BCG VACCINE MODULATES IMMUNE SYSTEM OF RATS WITH 
ALIMENTARY OSTEOPOROSIS

O. V. Zaitseva, D. O. Labudzynskyi, I. O. Shymanskyy, 
S. G. Shandrenko, M. M. Veliky

Palladin Institute of Biochemistry, NAS of Ukraine, 9, Leontovych St., Kyiv 01601, Ukraine

The study was carried out to investigate the effect of BCG vaccination on the functio
nal activity of immune blood cells in rats with alimentary osteoporosis. The findings indi-
cate that chronic vitamin D deficiency led to osteoporosis and caused immunological dis-
turbances. In particular, phagocytic activity of granulocytes and monocytes and their abi
lity to produce reactive oxygen species were found to be significantly decreased. It was 
also demonstrated a marked (2-fold) lowering of NAD(P)H-quinone oxidoreductase acti
vity in leukocytes. Additional BCG vaccination of rats with developed alimentary osteopo-
rosis resulted in excessive stimulation of non-specific immune response. Phagocytic acti
vity of monocytes and granulocytes increased to values exceeding those in control rats. 
BCG induced elevation of NAD(P)H-quinone oxidoreductase activity in phagocytes that 
was accompanied by intensification of reactive oxygen species formation. These data 
suggest that administration of BCG increases the activity of phagocytic cells in the blood 
of osteoporotic rats, thus, leading to activation of non-specific immune defense.

Keywords: BCG vaccine, alimentary osteoporosis, cell immunity. 

ВАКЦИНА БЦЖ МОДУЛИРУЕТ СОСТОЯНИЕ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ КРЫС 
С АЛИМЕНТАРНЫМ ОСТЕОПОРОЗОМ

О. В. Зайцева, Д. О. Лабудзинский, И. А. Шиманский, 
С. Г. Шандренко, Н. Н. Великий

Институт биохимии им. О.В. Палладина НАН Украины 
ул. Леонтовича, 9, Киев 01601, Украина

Исследована функциональная активность фагоцитирующих клеток крови крыс 
на модели алиментарного остеопороза и при дополнительной иммунизации вакци-
ной БЦЖ. Результаты проведенных исследований показали, что содержание крыс 
на D-гиповитаминозной диете приводит к развитию иммунологических нарушений, 
а именно: снижается способность захватывать бактерии и активность фагоцитиру-
ющих клеток крови наряду со снижением интенсивности образования активных 
форм кислорода. Также существенно снизилась активность NAD(P)H-хинон-оксид-
редуктазы лейкоцитов (вдвое). Показано, что дополнительная иммунизация вакци-
ной БЦЖ крыс с развитым остеопорозом приводит к значительному усилению им-
мунного ответа. Происходит существенное повышение фагоцитарной активности 
моноцитов и гранулоцитов периферической крови. Подобный эффект наблюдает-
ся и для NAD(P)H-хинон-оксидредуктазы лейкоцитов, активность которой также 
возрастает. Вместе с тем происходит повышение интенсивности образования ак-
тивных форм кислорода фагоцитами. Полученные результаты дают нам возмож-
ность говорить о повышении активности фагоцитирующих клеток крови и, соответ-
ственно, активации иммунной системы.

Ключевые слова:	 вакцина БЦЖ, алиментарный остеопороз, клеточный им-
мунитет.
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