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Dynamics of c-kit immunopositive pancreatic beta cells influenced by  
exogenous factors or endogenous pathology

T. V. Ivanenko, Yu. M. Kolesnyk, A. V. Abramov

Mechanisms of beta-endocrinocyte differentiation involving c-kit may be associated with a number of processes, including signaling 
pathways and regulatory mechanisms. Such factors as activation of the c-kit signaling pathway, an increase or decrease in cell 
proliferation and survival, regulation of differentiation gene programs and stem cells are important in controlling self-preservation 
and regulating the cellular number and types, that are differentiated being impacted by intermittent hypoxic hypoxia, hypertension 
and diabetes mellitus.
The aim of the work is to determine the dynamics of c-kit proliferative factor in beta cells under an exogenous influence (intermittent 
hypoxic hypoxia) and endogenous pathology (arterial hypertension and diabetes mellitus).
Materials and methods. The study was conducted using 15 white Wistar rats and 5 spontaneously hypertensive rats (SHR), which 
were divided into 4 groups of 5 animals each. Group 1 – control (intact) rats, group 2 – animals with experimental diabetes mellitus, 
group 3 – rats with hereditary arterial hypertension (SHR), group 4 – animals exposed to the effect of intermittent hypoxic hypoxia. 
At the end of the experiment, the animals were euthanized, organs were harvested and processed, serial histological pancreatic 
sections 5 µm thick were deparaffinized and retrieved. Insulin and c-kit+ beta progenitor cells were detected by the immunofluore-
scence method using antibodies. Immunofluorescent reactions were studied using an AxioImager-M2 fluorescence microscope.
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Механізми диференціювання бета-ендокриноцитів за участі c-kit можуть бути пов’язані з низкою процесів, що включають 
сигнальні шляхи та регуляторні механізми. Такі фактори, як активація c-kit сигнального шляху, збільшення або зниження 
проліферації та виживання клітин, регуляція генетичних програм диференціації, регуляція стовбурових клітин є важливими 
в контролі за самозбереженням і регулюванням кількості та типів клітин, що диференціюються в процесі впливу на організм 
переривчастої гіпоксичної гіпоксії, артеріальної гіпертензії та цукрового діабету.
Мета роботи – визначення динаміки проліферативного фактора с-kit у бета-клітинах при екзогенному впливі (переривчаста 
гіпоксична гіпоксія) та ендогенно сформованій патології (артеріальна гіпертензія та цукровий діабет).
Матеріали і методи. Дослідження здійснили на 15 білих щурах лінії Вістар і 5 щурах лінії SHR, яких поділили на 4 групи (по 
5 особин у кожній). Перша група тварин – контрольна (інтактна); другу групу сформували особини з експериментальним 
цукровим діабетом; третю – щури лінії SHR зі спадковою артеріальною гіпертензією; тварини четвертої групи зазнали впливу 
переривчастої гіпоксичної гіпоксії. Після виведення тварин з експерименту, забору й обробки органів депарафінували та 
демаскували серійні гістологічні зрізи підшлункової залози завтовшки 5 мкм. Інсулін і маркер прогеніторних клітин с-kit у 
бета-клітинах виявляли імунофлуоресцентним методом за допомогою антитіл. Імунофлуоресцентну реакцію вивчали на 
флуоресцентному мікроскопі AxioImager-M2.
Результати. Кількісний показник бета-клітин у щурів із цукровим діабетом знизився майже вшестеро. Концентрація інсуліну у 
тварин цієї групи підвищилася порівняно з показником інтактних тварин, а маркер проліферативної активності знизився, при 
цьому відсотковий вміст с-kit-імунопозитивних бета-клітин не змінився. Перебіг спадкової артеріальної гіпертензії у щурів 
лінії SHR супроводжувався зменшенням у 8 разів кількості бета-клітин на 1 см2, підвищенням рівня інсуліну в бета-клітинах 
щодо показника й інтактної групи, і тварин з експериментальним цукровим діабетом. Концентрація с-kit у бета-клітинах 
вірогідно знижена тільки щодо групи інтактних тварин; кількість с-kit-імунопозитивних бета-клітин знизилася майже в 2,8 раза.
При впливі гіпоксичної гіпоксії на експериментальну групу тварин визначили достовірне збільшення кількості бета-клітин 
на одиницю вимірювання. Концентрація інсуліну в бета-клітинах щурів із гіпоксичною гіпоксією щодо інтактних тварин 
підвищена, але при цьому нижча, ніж у щурів із цукровим діабетом і гіпертензією. Маркер проліферативної активності 
с-kit знизився щодо показника інтактних тварин і щурів із цукровим діабетом. Кількість с-kit-імунопозитивних бета-клітин 
статистично не відрізнялась від показника інтактних тварин й особин з експериментальним цукровим діабетом, але вища 
за показник щурів лінії SHR.
Висновки. Розвиток експериментального цукрового діабету у щурів лінії Вістар і формування спадкової гіпертензії в щурів 
SHR спричиняють суттєве зменшення питомої щільності бета-клітин у підшлункової залозі на відміну від впливу багато-
денних гіпоксичних тренувань (вони стимулюють збільшення щільності ендокриноцитів, які синтезують інсулін). Експери-
ментальні стани: діабет, гіпертензія та адаптація до гіпоксії – супроводжуються підвищенням рівня інсуліну та зниженням 
концентрації с-kit у бета-клітинах. Проте тільки при розвитку спадкової артеріальної гіпертензії достовірно зменшується 
кількість с-kit-імунопозитивних бета-клітин у панкреатичних острівцях.
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Results. The quantitative indicator of beta cells was almost 6 times decreased in rats with diabetes mellitus. Concentrations 
of insulin in animals of this group were increased compared to intact animals and the marker of proliferative activity was 
decreased without changes in the percentage of c-kit-immunopositive beta cells. The course of hereditary arterial hyperten-
sion in SHR was accompanied by an 8-fold decrease in the number of beta cells per 1 cm2, an increase in insulin in beta 
cells as compared to the animals of both intact and experimental diabetes groups. Regarding the c-kit expression in beta 
cells, it was significantly reduced only in the group of intact animals and the number of c-kit-immunopositive beta cells was 
almost 2.8 times decreased.
In the experimental group of animals exposed to hypoxic hypoxia, the number of beta cells per measurement unit was significantly 
increased, the concentration of insulin in beta cells was increased as compared to the intact animals, but lower than that in rats 
with diabetes and hypertension. The marker of proliferative activity c-kit was decreased compared to both intact and diabetic 
animals. As for the number of c-kit-immunopositive beta cells, it did not differ statistically from that in intact and diabetic animals, 
but was higher than that in SHR.
Conclusions. The development of experimental diabetes in Wistar rats and hereditary hypertension in SHR results in a significant 
decrease in the specific density of beta cells in the pancreas in contrast to the effect of multiple-day hypoxic training, which stimu-
lates an increase in the density of insulin-synthesizing endocrinocytes. Experimental conditions, diabetes mellitus, hypertension 
and adaptation to hypoxia, are accompanied by an increase in insulin and a decrease in the c-kit expression in beta cells. How-
ever, the number of c-kit-immunopositive beta cells in the pancreatic islets significantly decreases only with the development of 
hereditary arterial hypertension.

Популяція ендокриноцитів, як і будь-яка інша популяція 
клітин, може змінюватися під впливом різних чинників, 
як-от гормональні зміни, стрес, особливості харчування, 
хімічні речовини, генетичні зміни, вік. Крім того, різні 
захворювання (ізольовано або взаємодіючи) можуть 
впливати на популяцію ендокриноцитів.

Активність генів-регуляторів – один із ключових 
факторів, що визначають відповідь ендокринної системи 
на зміни середовища та внутрішні чинники. Генетичні 
механізми, на яких ґрунтуються ці впливи, варіюють від 
змін у хроматині до активації або пригнічення конкретних 
транскрипційних факторів.

Механізм диференціювання ендокриноцитів за уча-
сті c-kit (також відомий як CD117) може бути пов’язаний 
із низкою процесів, що включають сигнальні шляхи та 
регуляторні механізми. Так, активація c-kit сигнального 
шляху, тобто взаємодія c-kit зі своїм лігандом (stem cell 
factor, SCF), може задіяти низку сигнальних шляхів, 
як-от Ras/MAPK і PI3K/Akt, що регулюють експресію 
генів і стимулюють диференціювання ендокриноцитів 
[1]. Відомо, що активація c-kit сприяє проліферації 
та виживанню стовбурових клітин; це має важливе 
значення для формування та збільшення популяції 
ендокриноцитів [2]. 

Підтверджено вплив c-kit на експресію різних генів, 
що контролюють диференціацію клітин; цей ефект 
зумовлює включення генетичних програм, які регу-
люють вибір ліній диференціації та функції кінцевих 
ендокринних клітин [3]. Показано важливу роль c-kit 
для саморегуляції стовбурових клітин, що можуть ди-
ференціюватися в ендокринні клітини [4]. Активність 
наведених факторів – важливий показник у контролі 
за самозбереженням, регулюванням кількості та типів 
клітин, які диференціюються.

Отже, визначення активності c-kit сприятиме розши-
ренню наукових знань щодо механізмів, які регулюють 
диференціацію ендокринних клітин шляхом контролю 
сигнальних шляхів, проліферації та генетичних програм, 
за умов впливу екзогенних чинників, наприклад при 
гіпоксичній гіпоксії та ендогенно сформованій патології 
(артеріальна гіпертензія, експериментальний цукровий 
діабет).

Мета роботи
Визначення динаміки проліферативного фактора с-kit 
у бета-клітинах при екзогенному впливі (переривчаста 
гіпоксична гіпоксія) та ендогенно сформованій патології 
(артеріальна гіпертензія та цукровий діабет).

Матеріали і методи дослідження
Дослідження здійснили на 15 білих щурах лінії Вістар і 5 
щурах лінії SHR, яких поділили на 4 групи (по 5 особин у 
кожній). Перша група – контрольна (інтактна). Тваринам 
другої групи для моделювання експериментального 
цукрового діабету одноразово внутрішньоочеревинно 
вводили стрептозотоцин (Sigma-Chemical, США) у дозі 
50 мг/кг, розчинений у 0,5 мл 0,2 М цитратного буфера 
рН = 4,5. У третю групу включили щурів лінії SHR зі спад-
ковою артеріальною гіпертензією. Тваринам четвертої 
групи протягом 15 днів проводили 6-годинні гіпоксичні 
тренування: в 1–5 день в умовах барокамери імітували 
підйом на висоту від одного до п’яти кілометрів над 
рівнем моря, а в останні 10 днів – шість кілометрів над 
рівнем моря. Для чистоти досліду та лабораторного 
підтвердження розвитку цукрового діабету у щурів другої 
групи через 2 тижні після введення стрептозотоцину в 
усіх експериментальних тварин визначали концентрацію 
глюкози в крові за допомогою глюкометра GlucoCard-II 
(Японія).

Систолічний артеріальний тиск вимірювали за допо-
могою системи неінвазивної реєстрації Blood Pressure 
Analisis Systems TM ВР2000 Series II (Visitech Systems, 
USA). Після виведення тварин з експерименту під тіо-
пенталовим наркозом (50 мг/кг) забирали підшлункову 
залозу. Зразки фіксували в розчині Буена (20 годин), 
після стандартної гістологічної обробки заливали в 
парапласт (MkCormick, США).

Серійні гістологічні зрізи підшлункової залози 
завтовшки 5 мкм депарафінували та демаскували в 
цитратному буферному розчині (pH = 9,0) у PT-модулі 
(Thermo Scientific, США). Інсулін і маркер прогеніторних 
клітин с-kit у бета-клітинах виявляли імунофлуоресцент-
ним методом за допомогою антитіл виробництва Santa 
Cruz Biotecnology (США). Суміш антитіл, кон’югованих із 
флуорохромами FITC (інсулін) або AlexaFluor-546 (с-kit), 
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інкубували у розведенні 1:200 (волога камера, Т = +4 °C, 
24 години). Відмиті у фосфатному буфері зрізи фіксу-
вали в суміш фосфатного буфера та гліцерину (9/1). 
Контроль специфічності зв’язування антитіл проводили 
так само, крім інкубації з первинними антитілами.

Імунофлуоресцентну реакцію вивчали на флуорес-
центному мікроскопі AxioImager-M2 (Carl Zeiss, Німеччи-
на), що обладнаний камерою AxioCam-5HRm (Carl Zeiss, 
Німеччина); застосували високоемісійні світлофільтри 
38НЕ та 43НЕ (Carl Zeiss, Німеччина). Кількісний аналіз 
імунофлуоресцентної реакції здійснили за допомогою 
системи цифрового аналізу зображення AxioVision-4.8.2 
(Carl Zeiss, Німеччина) за методикою [5]. Концентрацію 
інсуліну та с-kit у бета-клітинах панкреатичних острівців 
вимірювали у відносних одиницях імунофлуоресценції 
(Оіф); за параметрами площі імунофлуоресценції 
визначали відсоток с-kit імунопозитивних бета-клітин. 
Досліджували не менше ніж 5 см2 сумарної площі зрізів 
підшлункової залози у кожної тварини.

Результати
Дослідження концентрації глюкози в крові експеримен-
тальних тварин показало суттєве підвищення цього по-
казника у щурів 2 групи (з цукровим діабетом) і зниження 
до еуглікемічного рівня у тварин 4 групи (з гіпоксичними 
тренуваннями) (рис. 1). 

У тварин 1 і 3 груп зафіксована нормоглікемія. 
Шляхом вимірювання артеріального тиску підтверджено 
спадкову артеріальну гіпертензію в щурів лінії SHR, в 
інших групах тварин зміни систолічного артеріального 
тиску не зареєстровані (рис. 2).

Під час імунофлуоресцентного дослідження тканин 
підшлункової залози виявили інсулін, що є маркером 
бета-клітин, а також проліферативний фактор с-kit 
(рис. 3, 4).

Проаналізували дані щодо кількості бета-клітин, 
концентрації інсуліну та с-kit у бета-клітинах, а також 
кількість с-kit-імунопозитивних бета-клітин (табл. 1). 
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Встановили, що кількісний показник бета-клітин у щу-
рів із цукровим діабетом знизився майже вшестеро. 
Концентрація інсуліну в особин цієї групи порівняно з 
показником інтактних тварин підвищилась, а маркер 
проліферативної активності знизився, при цьому 
не змінився відсотковий вміст с-kit-імунопозитивних 
бета-клітин. 

Перебіг спадкової артеріальної гіпертензії у щурів 
лінії SHR супроводжувався зменшенням у 8 разів 
кількості бета-клітин на 1 см2, підвищенням рівня інсу-
ліну в бета-клітинах щодо параметра й інтактної групи 
тварин, і групи щурів з експериментальним цукровим 
діабетом. Концентрація с-kit у бета-клітинах достовірно 
знижена тільки щодо групи інтактних тварин, а кількість 
с-kit-імунопозитивних бета-клітин знизилася майже в 
2,8 раза.

Гіпоксична гіпоксія як фактор екзогенного впливу на 
організм щурів спричинила певні зміни. Так, вірогідно 
збільшилася кількість бета-клітин на одиницю вимірю-
вання; концентрація інсуліну в бета-клітинах щурів із 
гіпоксичною гіпоксією підвищена щодо показника інтак-
тних тварин, але менша, ніж у групі цукрового діабету 
й гіпертензії. Маркер проліферативної активності с-kit 
знизився порівняно з відповідним показником інтактних 
тварин і щурів із цукровим діабетом. Кількість с-kit-іму-
нопозитивних бета-клітин статистично не відрізнялась 
від показників інтактних щурів та особин з експеримен-
тальним цукровим діабетом, але більша за відповідний 
параметр щурів лінії SHR (табл. 1).

Обговорення
Виявлене підвищення рівня глюкози, зафіксоване в 
щурів з експериментальним цукровим діабетом, може 
пояснювати факт збільшення концентрації інсуліну в 
бета-клітинах. Відомо, що гіперглікемія як основний 
показник розвитку цукрового діабету власне і є причиною 
збільшення синтезу інсуліну в бета-клітинах, тобто це 
реакція організму на спробу знизити рівень глюкози в 
крові шляхом збільшення вироблення інсуліну [6].

Проліферативна активність бета-клітин при експе-
риментальному цукровому діабеті знижується внаслідок 
їх загибелі, розвитку гіперглікемії та токсичних ефектів 
глюкози, змін у мікросередовищі підшлункової залози 
та дисфункції самих бета-клітин.

Підтверджено, що розвиток цукрового діабету су-
проводжується деструкцією та загибеллю бета-клітин 
(рис.  4), особливо при тривалому підвищенні рівня 
глюкози в крові. Це призводить до зменшення загальної 
кількості бета-клітин у підшлунковій залозі (табл. 1), 
обмежуючи їхню проліферативну активність [7]. Під-
вищений рівень глюкози в крові, який є характерною 
ознакою цукрового діабету, може мати токсичний 
вплив на бета-клітини, спричиняти їх пошкодження або 
відмирання з наступним зниженням проліферативної 
активності [8]. Умови мікросередовища, як-от запалення 
та окиснювальний стрес, що визначають при цукровому 
діабеті, впливають на проліферацію бета-клітин, знижу-
ючи її активність [9]. Відмирання частини бета-клітин 

 

Рис. 3. Панкреатичний острівець підшлункової залози щура інтактної групи, імунофлуоресцентне дослідження: червоний спектр флуоресценції – бета-клітини в острівці; 
зелений спектр – експресія с-kit позитивних клітин. Зб. ×400.

Рис. 4. Панкреатичний острівець підшлункової залози щура з експериментальним цукровим діабетом, імунофлуоресцентне дослідження: червоний спектр флуоресценції 
– бета-клітини в острівці; зелений спектр – експресія с-kit позитивних клітин. Зб. ×400.

Таблиця 1. Кількісний показник і концентрація інсуліну та с-kit у бета-клітинах, M ± m

Показник, одиниці вимірювання0 1 група,  
інтактна

2 група,  
експериментальний  
цукровий діабет

3 група,  
спадкова артеріальна 
гіпертензія

4 група,  
гіпоксична гіпоксія

Кількість бета-клітин на 1 cм2 залози 6738 ± 174 1166 ± 121,3,4 833 ± 81,2,4 8765 ± 4851,2,3

Інсулін, Оіф 1,104 ± 0,006 1,397 ± 0,0141,3,4 1,441 ± 0,011 1,2,4 1,309 ± 0,0081,2,3

с-kit, Оіф 1,069 ± 0,002 1,057 ± 0,0041,4 1,050 ± 0,0031 1,045 ± 0,0011,2

Кількість с-kit-імунопозитивних бета-клітин, % 0,847 ± 0,172 0,851 ± 0,303 0,296 ± 0,0921,4 0,566 ± 0,0813

Достовірність відмінностей p < 0,05 щодо контролю (1), діабету (2), артеріальної гіпертензії (3), гіпоксичної гіпоксії (4).
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і перенавантаження тих, що залишилися, спричиняє 
дисфункцію, зумовлює зниження їхньої проліферативної 
активності [10].

Розвиток і перебіг артеріальної гіпертензії познача-
ються на зафіксованому зниженні кількості бета-клітин 
і підвищенні рівня інсуліну в організмі, що спричинені 
гормональними коливаннями та змінами в кровопоста-
чанні. Окремі гормональні зміни, що відбуваються при 
артеріальній гіпертензії (наприклад, підвищення рівня 
катехоламінів), можуть впливати на функцію підшлун-
кової залози і збільшувати синтез інсуліну. Адреналін 
і норадреналін стимулюють продукування інсуліну в 
бета-клітинах підшлункової залози, що є результатом 
активації бета-адренорецепторів на поверхні цих клітин. 
Катехоламіни впливають і на чутливість тканин до дії 
інсуліну; зокрема, вони можуть збільшувати чутливість 
м’язових клітин до інсуліну, зумовлюючи в такий спо-
сіб збільшення використання глюкози для утворення 
енергії, а це може стимулювати підвищений синтез 
інсуліну [11,12].

Зниження концентрації с-kit та кількості с-kit-іму-
нопозитивних бета-клітин у щурів лінії SHR, що заре-
єстрували в нашому дослідженні, можливе внаслідок 
виникнення оксидативного стресу та вже описаних 
змін мікроциркуляції; це негативно позначається на 
клітинних структурах та їхніх функціях, зокрема про-
ліферації [13]. Порушення мікроциркуляції, що часто 
визначають при артеріальній гіпертензії, призводять 
до зменшення постачання крові та поживних речовин 
до підшлункової залози, обмежуючи проліферативну 
активність бета-клітин [14]. Це підтверджено кількіс-
ними показниками бета-клітин, що визначені під час 
нашого дослідження.

Вплив гіпоксичної гіпоксії на організм здорових щурів 
супроводжувався підвищенням кількості бета-клітин і 
концентрації інсуліну в них щодо показників групи інтак-
тних щурів. Втім, визначили нижчу концентрацію, ніж у 
групах тварин із діабетом і гіпертензією.

Наведемо деякі можливі причини встановленого 
підвищення концентрації інсуліну в бета-клітинах при 
гіпоксичній гіпоксії. Так, гіпоксичні впливи можуть 
спричиняти активацію симпатичної нервової системи, 
що призводить до вироблення катехоламінів, а, як ві-
домо, ці гормони можуть стимулювати синтез інсуліну 
в бета-клітинах. Доведено, що дозовані гіпоксичні 
тренування спричиняють коливання рівнів глюкози у 
крові, а отже опосередковано впливають і на процес 
вироблення інсуліну. Зміни рівнів глюкагону, кортизолу 
та інших гормонів, концентрація яких змінюється під 
час гіпоксичних тренувань, можуть позначатися на 
синтезі інсуліну в бета-клітинах. Згідно з результатами 
досліджень, гіпоксія впливає на внутрішньоклітинні 
сигнальні шляхи, що регулюють утворення інсуліну. 
Наприклад, дія факторів, індукованих гіпоксією, позна-
чається на активності генів, пов’язаних з утворенням 
інсуліну [15].

Застосована модель переривчастої гіпоксичної гі-
поксії, за результатами дослідження, вплинула також на 
проліферативну активність бета-клітин у підшлунковій 
залозі. Вважаємо, що визначене зниження проліфера-
тивної активності бета-клітин може бути спричинене 
кількома факторами. Так, організм може адаптуватися 

до гіпоксії шляхом активації різних механізмів, що перед-
бачають зміни експресії генів та активацію специфічних 
сигнальних шляхів [16,17]. Ці зміни можуть познача-
тися на клітинному циклі та проліферації бета-клітин. 
Створені навантаження при гіпоксії є стресорними для 
організму, і тому відбувається активація протизапальних 
імунних відповідей. Такі реакції можуть впливати на 
функціонування підшлункової залози та проліферацію 
бета-клітин. Гіпоксичні навантаження відбиваються 
на обміні глюкози в організмі та зумовлюють зміни 
рівнів гормонів, зокрема інсуліну. Це позначається на 
перебігу метаболічних процесів у підшлунковій залозі 
та її здатності до проліферації бета-клітин. Збільшення 
кількості бета-клітин, виявлене під час дослідження, 
можна пояснити утворенням нових форм панкреатичних 
острівців із протокових клітин екзокринного компонента 
підшлункової залози [18].

Отже, визначення активності проліферативного 
фактора с-kit у бета-клітинах при цукровому діабеті, ар-
теріальній гіпертензії, переривчастій гіпоксичній гіпоксії 
виявило суттєві зміни порівняно з показниками інтактних 
тварин. Результати дослідження покращать розуміння 
молекулярних механізмів, що спричиняють наведені па-
тології, та сприятимуть виявленню потенційних мішеней 
для терапевтичних втручань.

Висновки
1. Розвиток експериментального цукрового діабету 

у щурів лінії Вістар і формування спадкової гіпертензії 
в щурів SHR спричиняють суттєве зменшення питомої 
щільності бета-клітин у підшлункової залозі на відміну 
від впливу багатоденних гіпоксичних тренувань (вони 
стимулюють збільшення щільності ендокриноцитів, які 
синтезують інсулін).

2. Експериментальні стани: діабет, гіпертензія та 
адаптація до гіпоксії – супроводжуються підвищенням 
рівня інсуліну та зниженням концентрації с-kit у бета-клі-
тинах. Проте тільки при розвитку спадкової артеріальної 
гіпертензії достовірно зменшується кількість с-kit-імуно-
позитивних бета-клітин у панкреатичних острівцях.
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