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Вступ. 
Цукровий діабет є складним метаболічним захво-

рюванням, що супроводжується системними імуно-
логічними порушеннями та запальними процесами 
в різних органах і тканинах. Селезінка, як важливий 
периферичний імунний орган, відіграє ключову роль 
у підтримці імунного гомеостазу та є основним ре-

зервуаром імунокомпетентних клітин, включаючи 
макрофаги, лімфоцити та моноцити [1, 2].

При розвитку діабету спостерігаються значні 
структурно-функціональні зміни в клітинному складі 
селезінки. Гіперглікемічні умови та метаболічні пору-
шення призводять до активації запальних процесів в 
тканинах селезінки [3, 4]. Ці клітинні зміни характе-
ризуються дисбалансом між прозапальними субпо-
пуляціями та протизапальними клітинами, що при-
зводить до порушення імунної толерантності [5, 6, 7].

Мета дослідження.
Встановлення особливостей морфометричних 

показників лімфоцитів селезінки у пізньому періоді 
експериментального стрептозотоцинового цукрово-

Анотація. Досліджено морфометричні показники лімфоцитів селезінки на пізніх стадіях 
експериментального стрептозотоцинового цукрового діабету та під впливом медикаментозної 
корекції інсуліном і дапагліфлозином. Щурів самців розподілили на п’ять груп: інтактну, контрольну, 
стрептозотоцинового цукрового діабету, з корекцією його інсуліном і з корекцією інсуліном та 
дапагліфлозином. Зразки селезінки відбирали на 42-у і 56-у доби. Гістологічні зрізи фарбували гематоксиліном 
та еозином. Морфометричний аналіз проводили за допомогою програмного забезпечення ImageJ. Для 
класифікації популяцій лімфоцитів за їхніми морфометричними характеристиками використовували 
кластеризацію методом k-середніх. При цукровому діабеті істотно зменшувалася частка малих 
лімфоцитів і збільшувалася – середніх і великих лімфоцитів; морфометрично значно зменшувалася площа 
профілю клітини і ядра та відмічена деформація клітин. При корекції інсуліном частково відновлювався 
вміст лімфоцитів різного розміру, тоді як при комбінованому його застосуванні з дапагліфлозином 
отримані кращі результати. Застосування корекції інсуліном сприяло частковому відновленню ядерно-
цитоплазматичних співвідношень, більш виражене у поєднанні з дапагліфлозином, і морфометричні 
показники наближалися до рівня контрольної групи. Найбільші зміни спостерігалися у популяції великих 
лімфоцитів. Комбінована корекція інсуліном і дапагліфлозином забезпечила найбільш помітний відновний 
ефект. Отримані результати свідчать, що корекція метаболічних порушень може частково запобігати 
або сповільнювати морфо-функціональні зміни лімфоцитів селезінки у пізні стадії експериментального 
цукрового діабету.

Ключові слова: цукровий діабет, селезінка, лімфоцити, морфометрія, інсулін, дапагліфлозин, 
стрептозотоцин. 

Abstract. Morphometric parameters of splenic lymphocytes were investigated in the late stages of streptozoto-
cin-induced diabetes mellitus and under the influence of drug correction with insulin and dapagliflozin. Male rats 
were divided into five groups: intact, control, streptozotocin-induced diabetes mellitus, diabetes with insulin treat-
ment, and diabetes with insulin and dapagliflozin treatment. Spleen samples were collected on days 42 and 56 of 
the experiment. Histological sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E). Morphometric analysis was 
performed using the ImageJ software. K-means clustering was used to classify the lymphocyte populations based 
on their morphometric characteristics. In diabetes mellitus, the proportion of small lymphocytes decreased signifi-
cantly, whereas the proportion of medium- and large-sized lymphocytes increased. Morphometric analysis revealed 
a significant decrease in cell and nuclear profile areas, along with notable cell deformation. Insulin correction par-
tially restored the lymphocyte content of different sizes, whereas its combined application with dapagliflozin yielded 
better results. Insulin correction partially restored the nuclear-cytoplasmic ratio, which was more pronounced when 
combined with dapagliflozin, with morphometric parameters approaching those of the control group. The most 
significant changes were observed in the large lymphocyte population. Combined correction with insulin and dapa-
gliflozin had the most notable restorative effect. The obtained results indicate that the correction of metabolic disor-
ders can partially prevent or slow down morpho-functional changes in splenic lymphocytes during the late stages of 
experimental diabetes mellitus (DM).

Key words: diabetes mellitus, spleen, lymphocytes, morphometry, insulin, dapagliflozin, streptozotocin.
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го діабету (СЦД) та в умовах корекції інсуліном і да-
пагліфлозином. 

Об’єкт і методи дослідження. 
Дослідження було проведено на 35 щурах-сам-

цях, яких розподілили на п’ять груп. Інтактна група 
складалася з тварин, які не зазнавали жодних втру-
чань. Тварини контрольної групи отримували вну-
трішньоочеревинну ін’єкцію 0,1 М цитратного бу-
ферного розчину, що слугував розчинником для 
стрептозотоцину. У трьох інших експериментальних 
групах модель цукрового діабету відтворювали шля-
хом одноразової інтраперитонеальної ін’єкції стреп-
тозотоцину (Sigma, США). Препарат вводили у дозі 60 
мг/кг маси тіла, попередньо розчинивши його в 0,1 
М цитратному буфері з показником рН 4,5.

Після моделювання діабету щурам однієї з екс-
периментальних груп проводили щоденну підшкірну 
монокорекцію інсуліном-гларгіном (Соліква, Sanofi-
Aventis, Німеччина) у дозі 0,5-1,0 ОД/кг. Тваринам 
другої групи виконували комбіновану корекцію, що 
включала таку ж дозу інсуліну разом із щоденним пе-
роральним введенням дапагліфлозину в дозі 0,1 мг/
кг. Усі маніпуляції з тваринами проводилися згідно з 
рекомендаціями Європейської комісії з біомедичних 
досліджень. Забір зразків селезінки для аналізу ви-
конували на 42-гу та 56-ту доби експерименту, для 
чого тварин піддавали евтаназії шляхом декапітації 
під тіопенталовим наркозом.

Забрані зразки селезінки фіксували в 10% розчи-
ні нейтрального формаліну. З фіксованого матеріалу 
готували гістологічні зрізи товщиною 5-8 мкм, які 
забарвлювали стандартним методом гематоксилі-
ном та еозином. Вивчення препаратів та морфоме-
тричний аналіз проводили за допомогою світлового 
мікроскопа при збільшенні х1000, використовуючи 
програмне забезпечення ImageJ (NIH, США). Усі отри-
мані кількісні дані були представлені як середнє зна-
чення ± стандартне відхилення.

Для класифікації клітинних популяцій лімфоцитів 
на основі їхніх морфометричних характеристик за-
стосовували метод кластерного аналізу K-середніх 
(K-means). Аналіз проводився у два етапи: спочатку 
виконувалася загальна кластеризація всієї вибірки 
для визначення співвідношення клітинних популя-
цій, після чого проводилася окрема кластеризація 
для кожного періоду. Алгоритм використовував на-
ступний набір параметрів: площа профілю ядра, 
площа профілю клітини, коефіцієнт форми ядра, 
коефіцієнт форми клітини, ядерно-цитоплазматич-
не співвідношення. В результаті клітини з найбільш 
схожими багатовимірними характеристиками були 
автоматично згруповані у три статистично значущі 
та диференційовані популяції (кластери): кластер 0, 
кластер 1  та кластер 2. Кластерний аналіз застосо-
вувався після розподілу клітин на малі, середні та 
великі за стандартною методикою для кожної з груп 
окремо.

Результати дослідження та їх обговорення. 
На 42-гу добу експерименту виникають суттєві 

зміни з боку вмісту різних за величиною лімфоцитів 
селезінки та їх морфометричних показників. Спосте-
рігається різке зниження частки малих лімфоцитів з 
74-78% у контролі до 38% при діабеті з одночасним 
зростанням популяції середніх (з 13-20% до 39%) та 
великих лімфоцитів (з 6-9% до 23%). Застосування 

інсуліну частково відновлює вміст різних за величи-
ною лімфоцитів, збільшуючи кількість малих клітин 
до 50%, а його поєднання з дапагліфлозином призво-
дить до кращого результату: частка малих лімфоци-
тів зростає до 64%, а середніх та великих знижується 
до 29% і 7% відповідно.

При морфометричному дослідженні у тварин з 
СЦД відбувається виражене зменшення площі профі-
лю клітин до 39,80 мкм² та ядер до 29,33 мкм² (проти 
57,32 мкм² та 47,00 мкм² в інтактній групі). Це супро-
воджується деформацією клітин та зменшенням 
ядерно-цитоплазматичного співвідношення (ЯЦС) 
з 4,30 в інтактних тварин до дуже низьких значень 
2,90 при СЦД. При корекції інсуліном ЯЦС частково 
відновлюється (3,28), а при комбінованій корекції 
відмічається більш виражений ефект: площа про-
філю клітин та ядер, коефіцієнти форми та ЯЦС ста-
тистично наближаються до параметрів контрольної 
групи (p<0,01).

У популяції середніх лімфоцитів при СЦД площа 
клітин найбільшого кластера С2 зменшується з 
154,79 мкм² у інтактних щурів до 110,88 мкм² при 
СЦД, а ЯЦС – з 3,63 до 2,64. Інсулінокорекція викли-
кає збільшення ЯЦС до 2,91, а комбінована корекція 
– його підвищення до 3,19. У кластері C0 комбінова-
на корекція призводить до зростання ЯЦС до 4,54.

Найбільш значні зміни на 42-гу добу є у популя-
ції великих лімфоцитів, де патологія призводить до 
значної редукції розмірів та порушення ЯЦС. Площа 
профілю клітин кластера C2 зменшується з 177,09 
мкм² до 126,86 мкм², площа ядра – з 134,26 мкм² до 
95,28 мкм², а ЯЦС – до 3,02 (проти 4,16 у контролі). 
Монокорекція інсуліном лише частково компенсує ці 
зміни (ЯЦС 3,33), тоді як її поєднання з дапагліфло-
зином дозволяє відновити площу клітини до 154,94 
мкм² та підвищити ЯЦС до 3,65, що наближає мор-
фометричний профіль клітин до значень у інтактних 
тварин.

У тварин з корекцією СЦД через 56-діб частка 
малих лімфоцитів зростає до 46%, що є дещо ниж-
чим показником, ніж на 42-гу добу (50%), але все 
ще значно вищим, ніж у групі СЦД. Частка середніх 
лімфоцитів зростає до 38%, проти 34% на 42-гу добу, 
а великих лімфоцитів – залишається попередньою 
(16%). При комбінованій корекції на 56-ту добу част-
ка середніх лімфоцитів зменшується до 25%, проти 
29% на 42-гу добу, а – великих лімфоцитів становить 
12%, проти 7% на 42-гу добу.

У групі малих лімфоцитів на 56-ту добу СЦД роз-
міри клітин дещо більші, ніж на 42-гу добу, однак 
площа профілю (45,54 мкм²) та ЯЦС (2,80) залиша-
ються суттєво нижчими ніж у інтактних тварин (58,23 
мкм² та 4,49 відповідно). При комбінованій корекції 
площа профілю клітини зростає до 54,93 мкм², а ЯЦС 
досягає 3,37, що є більшими за результати отрима-
ні при монокорекції інсуліном (площа 50,24 мкм², 
ЯЦС 3,09) та такими, які наближаються до показників 
контролю.

У популяції середніх лімфоцитів на 56-ту добу у 
тварин з СЦД зберігається зменшення площі профі-
лю клітини (109,17 мкм² проти 143,30 мкм² у контр-
олі) та знижене ЯЦС (3,22 проти 3,76).

Великі лімфоцити на 56-ту добу при СЦД зазна-
ють подальших змін: площа профілю клітин знижу-
ється до 124,90 мкм², а ЯЦС – 3,69, проти 163,94 мкм² 
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та 4,31 у інтактних щурів. Застосування комбінованої 
корекції забезпечує найбільш помітний відновлю-
вальний ефект серед усіх груп: площа профілю клі-
тини збільшується до 150,20 мкм², майже досягаючи 
показників контролю, а ЯЦС зростає до 4,44.

Результати проведеного дослідження розкрива-
ють значні морфометричні зміни в клітинах селезін-
ки щурів за умов експериментального цукрового діа-
бету, що в цілому узгоджується з твердженням про 
порушення структури ядер лімфоцитів селезінки [8, 
9, 10, 11, 12].

Представлені експериментальні результати де-
монструють наступну тенденцію: у щурів з СЦД через 
42 доби спостерігається чітке зменшення площі ядер 
у всіх трьох кластерах клітин. Так, у Кластері 0 площа 
ядер у щурів з СЦД зменшилася до (38,14±1,86) мкм² 
порівняно з такими у контролі ((50,42±2,31) мкм²), а 
в Кластері 2 – до (62,52±12,51) мкм² порівняно з та-
кими ж у контролі ((87,10±14,20) мкм²). Ця тенденція 
до зменшення площі ядра зберігається і на 56 добу 
експерименту, досягаючи (66,05±11,29) мкм² у Клас-
тері 2. Така розбіжність може свідчити про те, що на 
певних етапах СЦД в певних популяціях клітин пере-
важають не процеси набряку, а, навпаки, явища кон-
денсації хроматину та зморщування ядра як реакція 
на стрес.

Водночас експериментальні дані повністю під-
тверджують висновки про наявність значних ушко-
джень ядер. В ряді робіт зазначається про збільшен-
ня кількості клітин з явищами маргінації хроматину 
та ядерної фрагментації, що є характерними озна-
ками ушкодження клітин [8, 9, 10, 11, 12]. Таке зни-
ження коефіцієнта форми є кількісним вираженням 
деформації та структурних ушкоджень ядра, спричи-

нених, імовірно, тими ж механізмами окисного стре-
су та ДНК-фрагментації, про які згадують Ibrahim та 
співавтори [13].

Зміни торкаються різних популяцій клітин, що в 
нашому дослідженні продемонстровано зсувами 
морфометричних показників у всіх трьох кластерах, 
які представляють клітини різного розміру та, ймо-
вірно, різного функціонального стану.

Крім того, результати корекції в експерименті 
ілюструють згадані в інших дослідженнях механіз-
ми компенсації та адаптації [14, 15]. Застосування 
комбінованої корекції інсуліном з дапагліфлозином 
призводить до помітного наближення як площі ядра, 
так і коефіцієнта його форми до показників контр-
ольної групи. Це свідчить про можливість часткового 
відновлення морфофункціонального стану клітин се-
лезінки, що є важливим з огляду на патофізіологічне 
значення виявлених змін для імунної відповіді.

Висновки. 
Проведене дослідження продемонструвало, що 

експериментальний цукровий діабет призводить 
до істотних змін морфометричних показників ядер 
лімфоцитів Т-клітинної зони селезінки. Ці зміни, що 
свідчать про структурні ушкодження ядра, які поси-
люються з часом.

При комбінованій корекції інсуліном та дапагліф-
лозином у пізні терміни (42 та 56 доби СЦД) відмі-
чена більш виражена нормалізація площі профілю 
ядра, у порівнянні з монокорекцією інсуліном. Це 
може свідчити про те, що адекватна корекція мета-
болічних порушень здатна частково запобігти або 
призупинити морфофункціональні зміни лімфоцитів 
селезінки.
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