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ВСТУП 

 

Актуальність теми. У зв’язку з майже епідеміологічною ситуацією 

поширення онкологічних захворювань важливими стають дослідження 

механізмів проліферації та програмованої гибелі клітини, а також пошук 

речовин, що здатні індукувати апоптоз вибірково у злоякісних клітинах. 

Нині, на підґрунті існуючих знань про молекулярні механізми апоптозу та 

його основних чинників постійно проводиться пошук молекул як 

природного, так і синтетичного походження, що здатні активувати апоптоз у 

клітині. Так, розроблено велику кількість хімічних сполук, антитіл, тощо які 

досить ефективно здатні індукувати апоптоз ініціюючи ту чи іншу ланку 

сигнального каскаду виключно у злоякісних клітинах [1, 2]. Однак, зважаючи 

на певні клінічні вимоги, а саме: безпечність речовини для інших клітин та 

організму в цілому, високу специфічність дії речовини та низьку 

собівартість, актуальним є пошук природних полімерів з низькою 

токсичністю та про-апоптичним потенціалом. І серед таких, особливу увагу 

привертає група широко розповсюджених білків - лектинів.  

Лектини є активно досліджуваними білками – які широко 

застосовуються у клінічній діагностиці, використовуються як інструмент при 

проведенні досліджень у галузі біології клітини та цитогенетики [3, 4]. Але 

при цьому вивчення біологічної природи цієї групи білків та їхніх 

потенційних активностей в основному не виходили за межі досліджень 

вуглеводзв’язувальної дії, або ж цито- та загальнотоксичної дії лектинів. 

Проте вплив лектинів на апоптоз клітин ссавців досі лишався поза увагою 

дослідників. Лише протягом останніх років з’явилися поодинокі 

експериментальні роботи [5], що свідчать про здатність лектинів рослинного 

та тваринного походження індукувати апоптоз клітин ссавців як через 

рецептор-залежний так і мітохондріальний сигнальні шляхи. Такі 

дослідження знову привернули увагу вчених до, вже начебто добре 

вивчених, білків – лектинів. Оскільки, окрім потенційної проапоптичної дії 
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лектини здатні до вибіркового зв’язування з клітиною залежно від 

вуглеводної специфічності білка та стану клітини. І, що не менш важливо, 

лектини широко представлені у різноманітній рослинній та тваринній 

сировині, що робить їх легкодоступними та відносно недорогими 

речовинами.  

У представленій роботі увагу було зосереджено на дослідженні 

лектину квасолі звичайної Phaseolus vulgaris, або фітогемаглютиніну (ФГА). 

Цей лектин широко відомий перш за все як мітоген, вперше таку його 

властивість описано ще на початку 60-х років ХХ століття, також було 

показано і його еритроаглютинуючу та лейкоаглютинуючу дії [6]. Подальші 

дослідження цього лектину виявили багато цікавих фактів стосовно його 

молекулярної будови та вуглеводної специфічності. Фітогемаглютинін є 

гетеротетрамером, який складається з двох ізолектинів, які можуть 

перебуватиму п’яти різних комбінаціях [6]. Цікавим є те, що окрім 

мітогенної дії ізолектини цього білка мають досить цікаву вуглеводну 

специфічність. А саме лейкоцитарний ізолектин фітогемаглютиніну (ФГА-

Л), на відміну від еритроцитарного (ФГА-Е), може розпізнавати три – і 

тетраантенні β-1-6-N-ацетилглюкозамінні залишки N-гліканів, підвищення 

експресії яких на поверхні деяких злоякісних пухлин свідчить про 

метастазування та прогресію пухлини [7]. Така властивість разом із 

поодинокими даними про низьку токсичність лектину квасолі звичайної дала 

змогу висунути припущення, що цей лектин має більший спектр біологічної 

активності і може бути досить перспективним для потенційного 

використання в онкобіологіїї, а саме як специфічний поверхневий маркер, 

або як специфічний активатор апоптозу. Це припущення було підтверджене  

експериментально іншими авторами. Було показано здатність 

еритроцитарного ізолектину червоної квасолі індукувати апоптоз у культурі 

клітин раку легенів людини [8]. Варто зауважити, що вибірковість 

зв’язування деяких лектинів, зокрема ФГА, із певними типом метастазуючих 

клітин разом із здатністю індукувати апоптоз робить цей клас білків 
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надзвичайно цікавим об’єктом досліджень. Тож, у представленій роботі 

увагу було зосереджено на не вивчених, або недостатньо добре відомих 

питаннях, а саме: вплив ФГА та його ізолектинів на проліферацію та 

виживаність злоякісних та умовно нормальних клітин ссавців, можливі 

концентраційні залежності такої дії; проапоптичні властивості лектинів 

квасолі звичайної; можливе зв’язування лектинів із рецепторами «смерті» та 

«проліферації». 

Таким чином, дана робота присвячена вивченню біологічної активності 

лектинів, а саме: малодосліджених аспектів дії лектинів на процес 

програмованої гибелі клітини та потенційних механізмів реалізації 

проапоптичних властивостей лектинів ФГА. Результати дисертаційної 

роботи є важливими не лише для фундаментальних знань у галузі клітинної 

біології та лектинології, а й можуть мати певне практичне значення для 

розвитку та створення нових альтернативних підходів протипухлинної 

терапії. Робота є оригінальною тим, що виконувалась на перехресті інтересів 

класичної клітинної біології та лектинології, а саме: було виявлено нову не 

класичну властивість лектинів та уточнено і доповнено деякі механізми 

програмованої гибелі клітини. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Роботу 

виконано в рамках наукових проектів відділу генетики людини Інституту 

молекулярної біології та генетики НАН України «Особливості експресії гена 

репаративного ензиму О6-алкілгуанін-ДНК алкілтрансферази в умовно 

нормальних та пухлинних клітинах» (шифр теми 2.2.4.17, № держреєстрації 

0108U008526, 2009-2013 рр.) та “Регуляція експресії гена репаративного 

ензиму MGMT під впливом деяких біологічно активних речовин (гормонів, 

цитокінів, лектинів та ін.) у клітинах ссавців” (шифр теми 2.2.4.17, № 

держреєстрації 0115U000355, 2014-2018 рр.), а також проекту отриманого на 

конкурсних засадах відповідно до Постанови Президії НАН України № 50 

від 24.02.10 р: ”Вплив вуглеводзв’язувальних білків на сигнальні шляхи 
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апоптозу клітин в умовах in vitro” (№ держреєстрації 0109U006250, 2009-

2010рр.)  

Мета та завдання дослідження: Дослідити проапоптичні властивості 

сумарного препарату фітогемаглютиніну та його окремих ізолектинів у 

культурі клітин ссавців. З'ясувати можливі молекулярно-біологічні 

механізми, залучені до реалізації проапоптичної дії ФГА. 

Для досягнення цієї мети необхідно було вирішити такі завдання:  

1. Вивчити вплив ФГА та його ізолектинів на виживаність та 

проліферацію культур клітин пухлинного та непухлинного походження, 

з’ясувати залежність їхньої біологічної дії від концентрації білка. 

2. Дослідити зміни морфології ядра під дією досліджуваних препаратів 

ФГА у культурах соматичних клітин .  

3. Дослідити молекулярні шляхи індукції апоптозу сумарним 

препаратом ФГА та його окремими ізолектинами у культурах соматичних 

клітин пухлинного та непухлинного походження. 

4. Із застосуванням комп'ютерних методів аналізу дослідити 

можливість зв'язування молекул лектину ФГА та рецепторів апоптозу. 

Проаналізувати характер такої взаємодії.  

Об’єкт дослідження: індукований ізолектинами фітогемаглютиніну 

апоптоз у популяціях клітин ссавців in vitro, зміни рівня експресії про-та 

антиапоптичних білків клітин, специфічність та енергія зв’язування 

ізолектинів ФГА і рецепторів клітин, що залучені у апоптичні сигнальні 

каскади. 

Предмет дослідження: біологічна активність ізолектинів 

фітогемаглютиніну та сумарного препарату ФГА, проліферація та виживання 

клітин ссавців у культурі in vitro під дією досліджуваних лектинів, апоптоз 

індукований лектинами. 

Методи дослідження: молекулярно-біологічні: виділення та 

електрофоретичне розділення білків у поліакриламідному гелі у присутності 
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додецилсульфат натрію, Вестерн-блот аналіз вмісту білків із застосуванням 

специфічних антитіл; виділення мРНК, синтез кДНК та ПЛР у реальному 

часі. Методи клітинної біології: культивування клітин ссавців in vitro, 

мікрокультуральний тест для виявлення впливу лектинів на проліферацію та 

виживання клітин, аналіз морфології ядер клітин, забарвлених етидіум 

бромідом та акридиновим помаранчевим. Для біоінформатичного аналізу 

можливих взаємодій лектинів ФГА та рецепторів клітинної мембрани 

застосували метод молекулярного докінгу. Статистичні методи аналізу: t-

критерій Ст'юдента, χ-квадрат. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше показано 

дозозалежний вплив ізолектинів фітогемаглютиніну на проліферацію клітин 

ссавців та встановлено здатність лектинів індукувати гибель клітин як 

злоякісних, так і умовно нормальних ліній за умов експерименту. Вперше 

виявлено здатність ізолектинів фітогемаглютиніну індукувати програмовану 

гибель клітини – апоптоз через стимуляцію рецептор-залежних сигнальних 

шляхів. Виявлено певні відмінності проапоптичної дії сумарного препарату 

фітогемаглютиніну та його ізолектинів залежно від обраної тест-системи, а 

саме у культурі умовно нормальних та злоякісних клітин. Вперше 

розраховано, що лейкоаглютинін здатен утворювати стабільні білок-білкові 

комплекси як з «проапоптичними» рецепторами (рецептором смерті – FasR і 

рецептором фактору некрозу пухлини – TNF1R) так і «антиапоптичними» 

рецепторами (рецептором інсуліноподібного фактору росту – IGF1R та 

рецептором епідермального фактору росту – EGFR) клітини. 

Практичне значення одержаних результатів. Виявлені у роботі 

особливості індукції апоптозу ізолектинами фітогемаглютиніну в умовно 

нормальних та злоякісних клітинах дозволяють розглядати ці білки 

перспективними з точки зору подальших досліджень, спрямованих на пошук 

та розробку нових стратегій цільової терапії злоякісних утворень шляхом 

підвищення рівня апоптозу саме ракових клітин. Отже, лектини у 

перспективі можна використовувати не лише як мітогени та біозонди для 
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цитологічних чи імуногістохімічних робіт, але і як модулятори апоптозу та 

для розробки протипухлинних препаратів. 

Особистий внесок здобувача. Результати викладені у дисертації 

отримано особисто або за безпосередньої участі дисертанта у виконанні 

експериментів. Планування досліджень, обговорення, аналіз, інтерпретацію 

отриманих даних і публікацій до друку здійснювали разом із науковим 

керівником к.б.н. с.н.с. О.О. Півень. Здобувачем особисто проведено серію 

дослідів із дослідження впливу лектинів на проліферацію й апоптоз у 

популяціях клітин людини та китайського хом’ячка. Проведено докінг аналіз 

ефективності зв’язування лейкоаглютиніну та рецепторів клітинної 

мембрани, що залучені у регуляцію клітинного циклу. Виконано дослідження 

змін рівня експресії білків та генів медіаторів апоптозу під дією сумарного 

препарату ФГА та його окремих ізолектинів. 

Частину експериментальної роботи та теoретичний аналіз результатів 

було виконано спільно зі співробітниками Інституту молекулярної біології та 

генетики НАН України відділів генетики людини Л.Л. Мацевич, Т.А. Рубан, 

І.С. Карповою та молекулярної онкогенетики В.О. Кітам і О.В. Максимчук, з 

якими автор має спільні публікації.  

Апробація результатів дисертації. Загальні положення роботи 

висвітлено на наукових семінарах Інституту молекулярної біології та 

генетики НАН України та на міжнародних і вітчизняних наукових 

конференціях та форумах а саме: польсько-українській Вейгелівській 

конференції „From microbiology to synthetic biology”(Вроцлав, Польща, 2011), 

курсі лекцій EMBO-FEBS "Actin-Based Motility: From Molecules to Model 

Organisms" (Стреса, Італія, 2012), Single Cell Physiology International EMBO 

workshop (Париж, Франція 2012), 3-му з'їзді Українського товариства 

клітинної біології з міжнародним представництвом (Україна, Ялта-Лівадія, 

2012), Hereditary and Familial Cancer In The Personal Genomics Era. A joint 

event: IV Annual IMPPC Conference 1st ICO-IDIBEL Hereditary Cancer Program 
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Meeting (Іспанія, Барселона, 2013), 4-му З'їзді Українського товариства 

клітинної біології з міжнародним представництвом (Україна, Ужгород, 2014), 

XIV читаннях ім. В.В. Подвисоцького (Україна, Одесса, 2015).  

Варто зауважити, що для участі у міжнародних конференціях 

дисертанткою отримано чотири зарубіжних молодіжних гранти EMBO та 

FEBS. 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 6 статей у фахових 

журналах та тези 10 доповідей у збірниках матеріалів конференцій. 

Структура та обсяг. Дисертація складається із вступу, огляду 

літератури, матеріалів та методів досліджень, експериментальної частини, 

яка має 3 розділи, аналізу i узагальнення результатів досліджень, висновків 

та списку використаних джерел, який налічує 149 найменувань, а також 

додатків. Дисертацію викладено на 124 сторінках стандартного машинопису. 

Ілюстрований та числовий матеріал дисертації подано у вигляді 3 таблиць та 

27 рисунків. У додатки винесено 3 рисунки і 1 таблицю. 



 

 
 

13 

РОЗДІЛ 1 
 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 
 

1.1. Загальна характеристика апоптозу  
 

Протягом останніх десятиріч дослідженням механізмів загибелі клітин 
присвячено велику кількість наукових праць. І це цілком логічно, оскільки 
розуміння біологічного та генетичного змісту загибелі клітини має не лише 
фундаментальне значення для розвитку біології клітини, а й цілком 
практичне застосування. Нині виділяють декілька типів смерті клітини, а 
саме: некроз, апоптоз і автофагія. Апоптоз – це АТФ-залежний генетично 
врегульований процес видалення клітин, що має власні механізмами. Ці 
механізми залучають плазматичну мембрану, ядро, мітохондрії, 
ендоплазматичний ретикулум, апарат Гольджі, лізосоми та цитоплазму. 
Варто зауважити, що при апоптозі не ушкоджуються сусідні клітини і не 
розвивається запальна реакція, так як це відбувається при некрозі. 
Спричинити апоптоз можуть як фізіологічні, так і низка патологічних 
факторів та зовнішніх чинників. Тож, у багатоклітинному організмі, завдяки 
активації механізмів апотозу, можуть гинути і нормальні, неушкоджені 
клітини (напр., під час ембріогенезу), і патологічно змінені, присутність яких 
створює певну небезпеку для організму.  

Останнім часом, накопичується все більше свідчень того, що 
порушення регуляції апоптозу можуть бути однією із причин виникнення та 
розвитку різних захворювань. Це можуть бути онкологічні, автоімунні, 
серцево-судинні, гастроентерологічні, алергійні, інфекційні захворювання, 
нейродегенеративні розлади, СНІД, цукровий діабет та ін.  

Тож, апоптоз – важливий біологічний процес запрограмованої гибелі 
клітини, що має принципове значення і при ембріогенезі, і при розвитку 
умовно нормальної клітини, і при розвитку патології. Вивчення механізмів 
запрограмованої гибелі клітин, та пошук біологічних молекул та/або 
хімічних сполук, що здатні специфічно модулювати активацію та перебіг 
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апоптозу у клітині мають величезне значення для практичного застосування 
у сучасній медицині [9]. 

Апоптоз або запрограмована смерть клітини – це енергетично-
залежний, поширений фізіологічний процес, що генетично 
контролюється еволюційно консервативними генами, продукти яких 
можуть як активувати, так і супресувати його [10]. В результаті апоптозу 
органели клітини не руйнуються, мембрана зберігає свою ригідність, 
відбувається конденсація хроматину, характерна міжнуклеосомна 
фрагментація ДНК і утворення типових апоптичних тілець, які 
фагоцитуються сусідніми здоровими клітинами або макрофагами. За 
даними A.G. Renehan та співавторів, доросла людина втрачає кожного дня 
приблизно 10 млрд. клітин [11]. За нормальних умов у організмі існують 
чотири основні потреби в апоптозі: для підтримки сталої кількості клітин; 
для визначення форми організму та його частин; для забезпечення 
правильного співвідношення кількості клітин різних типів; для видалення 
генетично дефектних (мутованих) клітин. 

У подальших дослідження було показано, що аномальна стійкість до 
апоптозу є однією з головних ознак злоякісної трансформації клітин. Крім 
цього було встановлено зв'язок між формуванням у пухлинних клітинах 
стійкості до апоптозу та втратою їхньої чутливості до медикаментів. 

Згідно сучасних уявлень, процес апоптозу можна розділити на три 
фази:1) фаза ініціації (або сигнальна фаза), під час якої відбувається 
активація поверхневих рецепторів смерті (рецепторний шлях ініціації 
апоптозу), та/або внутрішньоклітинних проапоптичних молекул 
(мітохондріальний шлях ініціації апоптозу); 2) фаза передачі сигналу (або 
підготовча фаза), відбувається активація ініціаторних каспаз та 
кіназ/фосфатаз; 3) фаза виконання (або фаза смерті), під час якої 
відбувається активація ефекторних каспаз. 

Залежно від механізмів ініціації апоптозу (Додаток А), 
розрізняють два основних апоптичних шляхи: зовнішній, або 
рецепторний, який запускається активацією мембранних рецепторів 
смерті, та внутрішній, або мітохондріальний, який включає в себе 
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появу та/або активацію проапоптичних молекул під дією 
внутрішньоклітинних стресових сигналів. Обидва шляхи ведуть до 
активації ефекторної каспази - каспази-3, що призводить до 
незворотних морфологічних та біохімічних змін у клітині [12]. 

У хребетних апоптоз реалізується переважно за рахунок активації 
мітохондріального шляху [10, 13]. Ключову роль при внутрішньому 
(мітохондріальному) шляху апоптозу відіграють білки сімейства Bcl-2 
(B-cell lymphocytic-leukemia proto-oncogene), куди входять 
антиапоптичні члени – Bcl-2, Bcl-xL та проапоптичні – Bax, Bak, Bim та 
Bid [14]. Під дією внутрішньоклітинних стресових стимулів 
проапоптичні білки цього сімейства вбудовуються у зовнішню 
мембрану мітохондрій та олігомеризуються. Внаслідок такої взаємодії 
відбувається підвищення проникності зовнішньої мембрани мітохондрії 
та вочевидь її руйнація [13]. Після чого відбувається вивільнення ти 
вихід у цитоплазму цілої низки апоптогенних молекул, включаючи 
цитохром с та фактор індукції апоптозу AIF (apoptosis inducing factor). 

Окрім зазначених молекул із мітохондрій також вивільняються 
Smac (second mitochondria-derived activator of caspase), DIABLO (direct IAP 
Binding protein with Low pI),  ENDOG (Endonuclease G) та HtrA2 (2Omi/high 
temperature requirement protein A) [15].                              

Цитохром с, знаходячись в цитоплазмі, взаємодіє з білком Apaf-1 
(apoptotic protease activation factor-1) і запускає його АТФ-залежну 
олігомеризацію [16]. Далі цей комплекс, приєднує прокаспазу-9, і у 
такий спосіб утворюється апоптосома – активаційний комплекс 
каспази-9. Активована каспаза-9 запускає протеолітичне дозрівання 
прокаспази-3, а каспаза-3, у свою чергу, запускає каскад реакцій, що 
неминуче ведуть до клітинної смерті [17]. На відміну від цитохрому с, 
AIF може підсилювати дію таких алкілувальних агентів як MNNG та 
транслокуватися в ядро і запускати зміни в ядрі, що також приводять 
до загибелі клітини [18]. З іншого боку, Smac/DIABLO та/або Omi/HtrA2 
зв’язуються із білками-інгібіторами каспаз – IAP (inhibitory apoptotic 
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proteins), що призводить до дисоціації останніх із каспазами 3 та /або 9 
та як наслідок – їхньої активації [15,19].  

Зовнішній (рецепторний) шлях апоптозу починається із активації 
плазматичних мембранних білків-рецепторів сімейства TNF (фактор 
некрозу пухлин - tumor necrosis factor), відомих іще як рецептори 
смерті. Нині найбільш вивченими рецепторами смерті є CD95 (також 
відомий як Fas (Fas Cell Surface Death Receptor) або APO-1) та TNFR1 
(відомий іще як p55 або CD120a). До додаткових також належать рецептори  
DR3 (англ. death receptor 3), DR4/ TNFRSF10A та DR5/TNFRSF10B [20, 21]. 
Усі рецептори смерті це трансмембранні білки, що характеризуються 
наявністю спільної послідовності із 80 амінокислот у цитоплазматичному 
домені. Саме ця послідовність називається доменом смерті (англ. death 
domain або скорочено DD) і є необхідною для трансдукції сигналу апотозу. 
Позаклітинні домени рецепторів смерті взаємодіють із тримерами до яких 
відносяться: CD95L, TNF, Apo3L, Apo2L та інш. У результаті такої взаємодії 
відбувається «зшивання» 3-х молекул рецептору (тримеризація), що 
призводить до його активації [20]. Після чого, активований рецептор може 
зв’язуватись із внутрішньоклітинними адапторами, або адаптором і 
взаємодіяти із ефекторами – і ще неактивними попередниками протеаз із 
родини каспаз - прокаспазами. У результаті таких молекулярно-біологічних 
подій формуються агрегати у яких і відбувається активація каспази-8 або 
каспази-10 (рис.1.2). Такі агрегати ще називають апоптосомами, 
апоптичними шаперонами або сигнальними комплексами, що 
індукують смерть.  

Каспаза-8 в свою чергу запускає каспазний каскад реакцій або 
може розщеплювати білок Bid з утворенням активної вкороченої форми 
tBid (truncated Bid), останній приймає участь у пермеабілізації 
мітохондрії, і, таким чином, пов’язує зовнішній та внутрішній шляхи 
апоптозу в деяких типах клітин [22].  

Узагальнюючи, варто зауважити, що апоптоз є складним та 
високорегульованим енергетично-залежним процесом, що характеризується 
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специфічними морфологічними та біохімічними змінами принципову роль у 
яких відграє активація каспаз. Нині ідентифіковано низку ключових білків, 
що здатні активувати, або навпаки пригнічувати апоптоз у клітині, однак 
повної картини молекулярних взаємодій у клітині поки що не існує. Проте 
важливість розуміння механізмів апоптозу є надзвичайно актуальним 
завданням сучасної науки, оскільки апоптоз є необхідним компонентом як 
підтримки балансу здорового організму так і розвитку патології. Навіть 
більше, широке залучення апоптозу клітини до розвитку багатьох 
захворювань робить весь цей механізм та його окремі ключові молекули 
потенційними мішенями при проведенні терапії нейродегенеративних, 
онкологічних, автоімунних та інших патологій людини. 

 
1.2 Пошук активаторів апоптозу для таргетної терапії 

онкологічних захворювань. 
 
Нормальний гомеостаз окремої клітини та цілого організму 

підтримується за рахунок балансу між поділом клітин та їхньою смертю. 
Порушення механізмів контролю апоптозу у клітині призводить до 
виникнення різних патофізіологічних процесів, онкологія та автоімунні 
захворювання – це класичний приклад наслідків таких порушень. При деяких 
нейродегенеративних захворюваннях (хвороба Альцгеймера, хвороба 
Паркінсона і Хантінгтона) зазвичай спостерігається порушення 
функціонування мітохондрій, ендоплазматичного ретикулуму та 
накопичення білків із порушеним фолдингом. При зазначених патологіях 
деякі нейрони гинуть через підвищений рівень апоптозу і, як наслідок, 
відбувається критичне порушення тканини головного мозку [23]. При 
ураженнях тканини внаслідок реперфузії (ішемія, інфаркт) відбувається 
підвищення міжклітинного кальцію та ROS, у свою чергу ці фактори 
спричиняють вивільнення AIF із подальшою транслокацією його у ядро. Такі 
події призводять до каспазонезалежного апоптозу у клітині [1]. Якщо при 
згаданих вище патологіях заблокувати перебіг апоптозу, то прогноз буде 
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більш сприятливим для пацієнта. Порушення тканини головного мозку чи 
ураження серця будуть менш драматичними.  

З іншого боку, пригнічення темпу апоптозу або зменшення чутливості 
клітини до сигналів смерті призводить до накопичення клітин із генетичними 
мутаціями та канцерогенезу. Існує ціла низка причин, що призводять до 
резистентності малігнізованих клітин до апоптозу, узагальнюючи існуючі 
нині концепції можемо виділити наступні [1]: 1) порушення балансу між 
проапоптичними та антиапоптичними білками у клітині; 2) пригнічення 
функціонування каспаз; 3) порушення прийняття та трансдукції сигналів 
смерті (Додаток Б).   

Активація апоптозу виключно у ракових клітинах виглядає досить 
привабливим підходом у терапії онкологічних захворювань. Нині, на 
підґрунті існуючих знань про молекулярні механізми апоптозу та його 
основних чинників постійно ведеться пошук молекул як природного, так і 
синтетичного походження, що здатні активувати апоптоз у клітині діючи на 
ті чи інші ланки сигналінгу.  

Залежно від того, яка ланка апоптозу обирається у якості мішені, 
створено і кілька підходів та стратегій до відновлення чутливості клітин до 
апоптичних стимулів (Додаток В). Вони включають активацію як 
каспазозалежного, так і мітохондріального шляхів апоптозу. Важливою 
групою мішеней для проведення протипухлинної терапії є проапоптичні 
рецептори – TRAIL (Fas або APO-1). Відомо що TRAIL, як було описано 
вище ініціює каспазозалежний механізм апоптозу, до того ж його активність 
не залежить від статусу р53 [24, 25]. 

Привабливість рецептору TRAIL у якості потенційної мішені для 
створення засад протипухлинної цільової терапії полягає у тому, що ліганд 
FasL має цитотоксичну активність щодо багатьох пухлинних клітин, однак 
використання його суттєво обмежене через гепатотоксичність останнього. 
Тож нині створено два антагоністи проапоптичних рецепторів (PARAs - pro-
apoptotic receptors antagonists), дія яких спрямована на DR4 або DR5 [24]. 
Рекомбінантний Аpo2L/TRAIL людини активує обидва рецептора, в той час 
як моноклональні антитіла діють як агоністи DR4 (mapatumumab) та DR5 
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(lexatumumab, Apomab, AMG655, Cs-1008, LBY-135) [26, 27]. Обидва підходи 
характеризуються високою ефективністю ініціації апоптозу у ракових 
клітинах і мають мінімальні побічні ефекти. Наразі тривають клінічні 
випробування і пептиду Apo2L/TRAIL і моноклональних антитіл, також 
розпочато клінічне випробування їхньої комбінованої дії із відомими 
хіміопрепаратами. 

 
 
 

 «Страж геному» або білок р53 досить добре вивчений регулятор 
апоптозу, відомо, що більше ніж у 50% відомих нам онкологічних 
захворювань виявляють порушення експресії/функції цього онкосупресору 
[28]. Саме тому цей ген і білок є важливою мішенню для розробки стратегій 
протипухлинної терапії. Всі існуючі на сьогоднішній день стратегії можна 
розділити на три категорії: 1) генна терапія, 2) імунотерапія і 3) застосування 
хімічних препаратів (Додаток В). Варто зауважити, що методи генної 
протипухлинної терапії, що спрямовані на ген р53 були запропоновані досить 
у 1996 році. Групою вчених було показано, що введення дикотипного гена 
р53 у складі ретровірусного вектору відновлює чутливість клітин карциноми 
легень людини до апоптичних чинників[29]. Наразі методи генної терапії, що 
ґрунтуються на застосуванні векторних систем проходять до клінічні 
випробування, однак існує і інший цікавий підхід – використання генетично 
модифікованих вірусів, що спричиняють елімінацію р53 дефіцитних клітин 
[1, 30]. 

Засади протипухлинної імунотерапії націленої на р53 ґрунтуються на 
застосуванні вакцин, різного походження. [1, 31]. Усі ці методи перебувають 
на стадії клінічного випробування.  

 Створено також і низку хімічних агентів, що здатні відновлювати 
онкосупресорну функцію р53, залучаючи різні механізми. Так, наприклад, 
Фікан 083 та похідні карбазолу здатні специфічно розпізнавати мутований 
р53, зв’язуватись із ним та відновлювати його функцію [32]. Інший клас 
хімічних агентів, наприклад CP-31398, інтеркалює у ДНК дестабілізуючи 
коровий домен комплексу ДНК-р53, що приводить до відновлення функції 
мутованого р53 [33]. Хімічні агенти нутлінс, MI-219 та теновінс також здатні 
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відновлювати функцію мутованого р53, однак опосередковано, через 
пригнічення взаємодії MSM2-p53 [34]. 

Як вже згадувалось вище, однією із причин виникнення резистентності 
пухлин до апоптичних стимулів є порушення балансу про- та анти-
апоптичних білків родини Bcl-2.  Нині існує кілька підходів для відновлення 
або маніпуляції балансом між цими білками для ініціації апоптозу у 
малігнізованих клітинах (Додаток В). А саме: 1) хімічні інгібітори експресії 
антиапоптичних генів родини Bcl-2 (Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk,Bik, 
Bax, Bak, Bok/Mtd); застосування імітаторів домену проапоптичних білків 
BH3); застосування антисенсових олігонуклеотидів та коротких 
інтерферуючих РНК (siРНК). До першої групи речовин відносяться бутират 
натрію, депсипептид, фенретінід та флавіпіродол [35]. Відомо, що злоякісні 
клітини, внаслідок виникнення генних мутацій або активації онкогенів 
експресують антиапоптичні білки родини Bcl-2 на вищому рівні, ніж умовно 
нормальні клітини [36]. Речовини, що імітують BH3 домен здатні вибірково 
та високо специфічно зв’язуватись із гідрофобною борозенкою 
антиапоптичних білків та ініціювати програмовану гибель клітини. 
Класичний приклад такої взаємодії це ABT-737, імітатор домену BH3, він 
здатен інгібувати антиапоптичні білки: Bcl-2, Bcl-xL та Bcl-W. Цитотоксична 
дія цього агенту була показана як із використанням ліній культур клітин 
лімфоми та дрібноклітинної карциноми легень, так і із первинними 
клітинами отриманими від пацієнтів, а також у дослідах із модельними 
тваринами [37]. Інші представники цієї групи агентів, такі як ATF4, ATF3 та 
NOXA, вибірково інгібують білок Mcl-1, що також призводить до ініціації 
мітохондріального шляху апоптозу [38].  

Альтернативою застосування хімічних інгібіторів антиапоптичних 
білків є протипухлинна терапія із використанням антисенсових 
олігонуклеотидів або siРНК. Так було показано, що введення у культуру 
клітин карциноми специфічних siРНК призводило до пригнічення 
проліферації клітин та відновлення їхньої чутливості до дії апоптичних 
стимулів, спостерігали також специфічне приглушення експресії генів 
родини Bcl-2 [39]. Іншою групою авторів було показано, що застосування 
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специфічних siРНК проти Bmi-1 підвищувало чутливість лінії клітин раку 
молочної залози MCF до дії доксорубіцину і підвищувало рівень апоптозу у 
клітинах пухлини як in vitro так і in vivo [40]. 

Розглядаючи стратегії маніпулювання балансом між проапоптичними 
та антиапоптичними білками варто зупинись і на підходах протипухлинної 
терапії, що націлені безпосередньо на мітохондрію. Завдяки дослідженням 
кількох останніх декад були встановленні структурні та функціональні 
відмінності між мітохондріями умовно нормальних та злоякісних клітин. Ці 
принципові відмінності і слугують у якості мішеней для проведення 
протипухлинної терапії. Запропоновано, навіть новий термін «Мітокан» - це 
акронім двох слів – мітохондрія та канцер і об’єднує він речовини, що здатні 
спричиняти дестабілізацію мітохондрій вибірково у злоякісних клітинах [41]. 
Низка таких речовин успішно проходить доклінічні та ранні клінічні 
випробування. Умовно їх можна поділити на два класи за принципом дії: 
OxPhos інгібітори та ROS регулятори. До перших відносяться делокалізуючі 
ліпофільні катіони (DLCs), завдяки своїй ліофільності та позитивному 
заряду, DLCs здатні накопичуватись у мітохондріях виключно злоякісних 
клітин і врешті решт ініціювати мітохондріальний шлях апоптозу [41]. ROS 
регулятори також проявили себе як ефективні протипухлинні агенти у 
експериментах in vivo та in vitro. Відомо, що у пухлині рівень ROS зазвичай 
вищий порівняно із умовно нормальними клітинам, і цей рівень сприяє 
розвитку і / або підтримці злоякісного фенотипу. Проте саме підвищений 
рівень ROS робить малігнізовану клітину більш уразливою до необоротного 
окисного пошкодження та призводить до її загибелі. Тому, фармакологічні 
засоби, які або збільшують виробництво ROS, або інгібують активність 
поглинає ROS ефективно підвищують рівень апоптозу у ракових клітинах 
[42]. Пригнічення або блокування функції білків - інгібіторів апоптозу (IAPs - 
іnhibitor of apoptosis proteins) також застосовується для проведення 
ефективної протипухлинної таргетної терапії. Найбільш перспективними у 
цьому сенсі є білки XIAP та Survivin. 

Для пригнічення функції цих білків застосовують специфічні короткі 
інтерферуючі РНК (siRNA). Експериментально було показано, що 
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приглушення експресії XIAP у злоякісних клітинах різної етіології 
підвищувало їхню чутливість до – хіміо- та радіотерапії і опромінення [43, 
44]. Також було показано, що приглушення експресії XIAP або Survivin у 
клітинах гепатоми за допомогою siRNA підвищувало чутливість цих клітин 
до активації рецепторів смерті та дії хіміопрепаратів [45]. Ефективність 
пригнічення експресії Survivin за допомогою siRNA та антисенсових 
олігонуклеотидів було продемонстровано із застосуванням широкого ряду 
пухлин, автори спостерігали пригнічення росту та проліферації клітин а 
також ініціацію апоптозу [1]. Окрім того розроблено та запропоновано 
методи інгібування експресії Survivin із використанням хімічних інгібіторів 
та методів генної терапії [46].  

Відомо, що клітина має і власні механізми контролю активності білків 
групи IAPs, так Smac/DIABLO (Second mitochondria-derived activator of 
caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pI) - один із 
багатьох білків, що вивільняються із мітохондрії у відповідь на сигнали 
апоптозу. У цитозолі він інгібує білки XIAP, cIAP-1 та cIAP-2, які досить 
часто експресуються активніше саме у злоякісних клітинах [47]. Синтез і 
застосування пептидів, що імітують функцію Smac/DIABLO мають 
величезний потенціал у якості терапевтичних агентів. Нещодавно було 
показано, що синтетичний пептид Smac/DIABLO-N7 суттєво підвищує 
чутливість пухлин до дії хімічних препаратів (доксорубіцин та тамоксифен) 
та опромінення [48]. 

Як зазначалось вище, принципову роль у регуляції апоптозу відіграють 
каспази, і відновлення та/або активація їхньої функції у клітині є наступною 
важливою стратегією проведення протипухлинної терапії. Протягом останніх 
років було створено та розроблено низку синтетичних агентів, здатних 
активувати каспази (Додаток В). Серед таких – апоптин, що вибірково 
індукує апоптоз саме у малігнізованих клітинах активуючи каспазу -3 та -8, 
[49]. Інший клас речовин - активаторів каспаз, це синтетичні пептиди, що 
містять АГА (arginin-glycine-aspartate) мотив. Ці пептиди здатні індукувати 
авто-активацію прокаспази-3, що призводить до апоптозу ракових клітин 
[50]. Окрім синтетичних пептидів та хімічних препаратів здатних активувати 
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каспази створено і методи генної терапії. Введення гена конститутивно 
активної форми каспази-3 у клітини пухлини печінки лінії AH130 та у 
клітини гепатоми людини лінії HuH7 підвищувало інтенсивність апоптозу та 
підвищувало чутливість клітин до дії хімічних агентів [51, 52]. 
Протионкологічні ефекти спостерігали також як у моделях in vitro так і in 
vivo після введення у клітини карциноми рекомбінантного аденовірусного 
вектору, що експресував каспазу-3 [53]. 

Відносно новою стратегією проведення протипухлинної терапії є 
застосування мікро РНК (міРНК) – коротких некодуючих РНК, що здатні 
регулювати у клітині безліч генів, сигналінгів, та як наслідок, гомеостаз 
клітини. Останнім часом накопичено низку даних щодо участі міРНК у 
регуляції як мітохондріального так і рецепторного шляхів апоптозу [54]. У 
виникненні та прогресії пухлини міРНК можуть виступати і у якості 
супресорів і у якості онкогенів. Тож відновлення функції чи контенту міРНК 
у клітині може суттєво пригнічувати прогресію пухлини. Таргетна терапія 
проти міРНК може досить ефективно використовуватись як самостійно так і 
у поєднанні із відомими хімічними агентами. У останньому випадку 
очікується зниження резистентності пухлин до хіміотерапії. Основні підходи 
– це пригнічення онкологічних міРНК та активація міРНК – супресорів 
пухлинного росту. Участь міРНК у регуляції апоптозу та їхнє потенційне 
застосування детально розглянуто Pileczki та співавторами [54].  

Тож пошук синтетичних чи природніх молекул, здатних модулювати 
апоптоз, є надзвичайно актуальним завданням. І незважаючи на те, що вже 
створено низку синтетичних агентів та біополімерів для подолання 
резистентності пухлини до апоптичних стимулів, робота у цьому напрямку 
не зупиняється. Варто зауважити, що коли  говориться про потенційне 
клінічне застосування тієї чи іншої стратегії/речовини, треба враховувати не 
лише високспецифічну цитотоксичність, а й  безпечність  для інших клітин та 
організму пацієнта. Важливою компонентою є також і економічна складова – 
потенційна речовина, чи стратегія повинна бути не занадто дорогою і легко 
відтворюваною. Тому, останнім часом увагу дослідників привертають 
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біологічні сполуки, що здатні модулювати апоптоз. І серед таких, група 
широко розповсюджених білків - лектинів. 

 
1.3. Лектини - потенційні модулятори апоптозу 
 

На сьогоднішній день дослідниками виявлена велика кількість біологічних 
ресурсів, які можуть бути потенційними протипухлинними препаратами. 
Серед цих речовин можна виокремити групу білків - лектинів як тваринного 
так і рослинного походження. Лектини (від латинського legere − вибирати) це 
група  білків не імунної природи, що здатні зворотно і вибірково зв’язувати 
вуглеводи і вуглеводні детермінанти біополімерів без зміни їхньої 
ковалентної структури [55]. 

Існує декілька підходів до класифікації лектинів: за походженням 
(лектини рослин або фітолектини, грибів, мікроорганізмів, вірусів та тварин); 
зв’язані та незв’язані з мембранами клітин; лектини, специфічні для органу, 
тканини або клітини певного живого організму, тощо. 

За будовою молекули лектини підрозділяють на чисті білки, 
глікопротеїни, металопротеїни, а також за числом субодиниць, що входять до 
складу молекули  - мономери, димери, тетраметри та інші [6].  

Лектини, досить специфічні білки, і наразі повністю їхня роль у клітині 
не з’ясована. Нині відомо, що тваринні лектини найчастіше залучені до 
клітинних взаємодій, тоді як рослинні лектини беруть участь у захисті 
рослини від патогенів та потенційних хижаків [6].  

Беручи до уваги захисні властивості цих речовин було показано 
здатність рослинних лектинів індукувати апоптоз у злоякісних клітинах, що 
робить їх перспективними для лікування раку (Додаток Г). Останніми роками 
з’ясовано, що лектини можуть індукувати апоптоз різними шляхами 
ініціюючи каспази, впливаючи на експресію генів, що залучені до апоптозу. 
Так було встановлено, що лектин омели-I здатен регулювати певні мікро 
РНК, які у свою чергу інгібують рибосом-інактивувальні протеїни (RIPs) [56, 
57]. Варто зауважити, що не  всі білки в родині лектинів обов'язково 
викликають апоптоз. Багато лектинів виявляють себе як біомаркери, 
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вказуючи на раннє виявлення злоякісних пухлин [58], або можуть індукувати 
автофагію [59]. 

Є дані про те що лектин купини звичайної можуть індукувати обидва 
процеси в клітинах раку молочної залози як апоптоз, так і автофагію [60]. 

 
1.4. Лектини грибів та рослинного походження, що здатні 

індукувати апоптоз 
 
1.4.1. Лектин фітопатогенного гриба (Sclerotium rolfsii). Лектин 

фітопатогенного гриба Sclerotium rolfsii має два різні сайти зв’язування з 
вуглеводами: первинний і вторинний. GalNAc зв'язується на основному сайті, 
в той час як GlcNAc зв'язується тільки на вторинному сайті. Структура білка 
складається з двох бета-шарів, які складаються з чотирьох і шести бета-
ниток, з'єднаних двома альфа-спіралями [61]. Із використанням культур 
клітин було показано, що лектин Sclerotium rolfsii дозозалежно гальмував 
проліферацію і індукував апоптоз у клітинах раку молочної залози людини 
ліній MCF-7 та ZR-75. Незначну інгібувальну проліферацію дію лектин 
виявляв і в умовно нормальних клітинах молочної залози людини ліній MCF-
10A та HMEC. За допомогою мічення лектину фітопатогенного гриба 
біотином було виявлено здатність цього білка зв’язатись із злоякісними та 
умовнонормальними тканинами молочної залози, однак ефективність 
зв’язування у першому випадку була значно вищою [62]. 

 
1.4.2 Лектин купини запашної (Polygonatum odoratum). Лектин 

купини запашної (Polygonatum odoratum) був виділений з кореневищ 
рослини, він має тривимірну структуру та складається з мінорного та 
мажорного фрагментів.  

Саме мажорний компонент має проапоптичні властивості та є 
манозоспецифічним. Мінорний компонент взаємодіє з N-ацетил 
нейраміновою кислотою та сіалоглікопротеїнами [6]. Аналіз первинної 
структури лектину виявив певні амінокислотні послідовності, які є 
притаманними усім лектинам родини лілійних, включаючи лектин  
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підсніжника звичайного Galanthus nivalis,і саме ці послідовності пов’язують з 
протипухлинними властивостями згаданої групи білків [63].  

Було виявлено, що лектин купини запашної викликав апоптоз у 
культурі клітин легенів людини А549. У той же час, автори не спостерігали  
зменшення обсягу і фрагментацію ДНК у культурі умовно нормальних 
клітин легень HELF. Детальний аналіз молекулярних механізмів дії лектину 
купини виявив, що цей білок здатен індукувати як мітохондріальний так і 
каспазозалежний шлях апоптозу, а також і інший вид клітинної загибелі – 
автофагію [64]. В експерименті з культурою клітин А549 було показано, що 
після обробки лектином у концентрації 23 мкг/мл протягом 24 годин 
відбувається пригнічення поділу майже 50% клітин. Експериментально було 
з’ясовано що у культурі клітин раку легенів А549 обробка лектином купини 
звичайної спричиняла активацію мітохондріально-опосередкованого шляху 
апоптозу, відомого також як Akt-NF-κb шлях. Вибірковість індукції апоптозу 
у злоякісних клітинах лінії А549 та відсутність її у умовно нормальній лінії 
клітин HELF робить цей лектин перспективним з точки зору проведення 
таргетної терапії раку легень [65].  

У іншій роботі із використанням культури клітин саркоми миші L929 
було встановлено, що лектин у концентрації 25 мкг/мл індукував апоптоз 
активуючи каспазозалежний шлях [66]. Окрім того, лектин купини індукував 
як апоптоз так і автофагію у культурі клітин раку молочної залози MCF-7 
залучаючи рецептор епідермального фактору росту та Ras-Raf-MEK-ERK 
опосередкований сигнальний шлях [60]. Лектин купини звичайної мав високу 
антипроліферативну дію по відношенню до культури клітин фібросаркоми 
миші L929 та індукував каспазозалежний шлях та мітохондріальний шляхи 
апоптозу клітин [65].  

1.4.3. Лектин омели білої (Viscum Album). Екстракти лектинів з омели 
звичайної є досить добре вивченими і відомими саме завдяки своїй 
проапоптичній дії у пухлинах різного виду та походження. Однак, варто 
зауважити, що його дія має виражені концентраційні залежності, що робить 
його застосування досить суперечливим. Велика кількість досліджень вказує 
на проапоптичні ефекти лектину омели для певних доз, у той час як інші 
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концентрації мають антиапоптичні наслідки. Так, при обробці  Т-лімфоцитів 
лектином омели у концентрації 1-8 ng/mL та мононуклеарних клітин 
периферійної крові 2-8 нг/мл спостерігали інгібування проліферації, тоді як 
вищі концентрації (4-16 pg/mL, 4-32 pg/mL) навпаки індукували 
проліферацію для мононуклеарних клітин периферійної крові і Т- лімфоцитів 
відповідно. Обробка клітин лектином у концентрації 10 ng/mL у присутності 
антитіл CD3/CD28 підвищувала відсоток апоптичних клітин до 26% через 48 
годин після інкубації [66]. Незважаючи на це, лектин використовується для 
створення та розробки антипухлиних препаратів і один із них -  ISCADOR. 
Так на тваринній моделі було показано, що обробка ліній клітин 
гліобластоми миші (LNT-229 та LN-308) препаратом ISCADOR у 
концентрації 100 мкг/мл призводила до зменшення експресії генів що 
залучені до прогресування гліобластоми, а саме: інтегрину α5 (ITGA5), 
сурвівіну (BIRC5), рецептору фактору росту гепатоцитів (MET/HGFR), в 
тому числі і  трансформуючого фактору росту - β (TGF-β1) [67]. 

Цей препарат широко використовується у Європі для лікування 
пацієнтів, які хворі на рак [68]. Описано поодинокі випадки успішного 
використання препарату у післяопераційний період при терапії метастатичної 
меланоми [69].  

Усього розрізняють три лектини омели, які позначають як I, II, і III, що 
мають певні відмінності і потребують подальшого вивчення [6]. Для лектину 
корейської омели (Viscum album var. Coloratum) було показано апоптичну 
активність щодо клітин раку молочної залози людини. Цікаво, що 
проапоптична дія цього лектину була ефективнішою у поєднанні із 
препаратом доксорубіцином. При поєднанні препарату лектину омели та 
доксорубіцину спостерігали сильний синергетичний ефект в інгібуванні 
клітинного росту у клітинах раку молочної залози двох ліній : MCF-7 
(естроген-рецептор-позитивні) та MDA-MB231 (естроген-рецептор-
негативні). Крім того, при об'єднанні препаратів експресія проапоптичних 
білків, включаючи Bax, Bik, і Puma була підвищена в обох клітинних лініях, 
тоді як рівень експресії Bcl-2 в клітинах MCF-7 - знижувався.  Як відомо, 
доксорубіцин має обмежене клінічне використання оскільки для нього 
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показані побічні ефекти, він може викликати мієлосупресії та є 
кардіотоксичним [70]. Тож, поєднання лектину та доксорубіцину дає змогу 
проводити терапію з застосуванням менших концентрацій останнього, 
нівелюючи таким чином побічні ефекти. 

Лектин корейської омели викликав апоптоз в SK-Hep-1 (р53-
позитивних) і Hep 3B (p53-негативних) клітинах гепатокарциноми людини 
через активацію p53- і p21-незалежних шляхів, зменшуючи рівень Bcl-2 та 
підвищуючи рівень Вах білків, активуючи каспазу-3 в обох клітинних лініях 
[71]. 

Описано інші клітинні лінії, які є чутливими до проапоптичної дії 
лектину омели. При цьому варто зауважити, що індукція апоптозу у кожній 
окремій клітинній лінії відбувається різними шляхами. Так, клітини гострого 
лімфобластного лейкозу та клітини гліобластоми зазнають NK- 
опосередкованого лізису, клітини гепатоми та карциноми – через p53- і p21-
незалежний мітохондріальний шлях, мононуклеарні клітини периферійної 
крові шляхом активації проапоптичних білків, моноцити пухлинної лінії 
клітин за допомогою активації експресії індивідуальних інтерлейкінів, а 
епідермальні клітини карциноми шляхом індукції дефосфорильованого Akt 
[72, 73]. 

Тож підсумовуючи ці експериментальні дані можна сказати , що 
лектин омели здатен спричиняти апоптоз впливаючи на різні ланки 
сигнально-регуляторних шляхів клітини.  

Перспективність лектину омели у якості протипухлинного препарату 
було доведено і у дослідах in vivo. Так із застосуванням модельних мишей 
було показано, що рекомбінантний лектин омели підвищував виживаність 
тварин з важким комбінованим імунодефіцитом (SCID) після трансплантації  
клітин раку яєчників людини [74]. 

1.4.4. Конканавалін А. Конканавалін А− лектин канавалії мечевидної 
(Canavalia ensiforme) родини бобових. Цей лектин є відомим мітогеном щодо 
Т-лімфоцитів [6]. Однак, незважаючи на встановлену мітогенну дію цього 
білка, було показано, що він здатен індукувати каспазозалежний апоптоз у 
клітинах меланоми людини А375 [75]. Автори спостерігали вихід цитохрому 
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с, збільшення кількості розщеплених каспази-9 і каспази-3 післядії цього 
лектину. Окрім того у клітинах А375 реєстрували порушення 
трансмембранного потенціалу мітохондрій. Ці результати свідчать на 
користь того, що конканавалін А активує мітохондріальний шлях апоптозу 
[75]. 

Іншою групою вчених із застосуванням культури клітин гліобластоми 
та у HeLa клітинах було з’ясовано, що конканавалін А здатен індукувати і 
автофагію клітин через активацію мітохондріального шляху [76, 77]. 
Отримані результати узгоджуються з даними, які були отримані з 
використанням тварин. Так, з використанням мишачої моделі in vivo, було 
показано пригнічення проліферації у клітинах меланоми В16 і фібробластів 
3Т3 лектином конкаваліну [78]. Однак варто зауважити, що введення 
конканаваліну А мишам ліній BALB/c, SCID та SCID/NOD у дозах 20, 30 та 
40 мг/кг індукувало гострий гепатит. В той же час у печінці тварин лінії 
SCID/NOD відзначали автофагію [79].   

Саме тому клінічне застосування Con A є досить складним питанням 
через його високу цитотоксичність, яка досить часто асоційована з розвитком 
гепатиту, що є небезпечним для хворих на рак [79, 80]. 

1.4.5. Лектин сої культурної (Glycine hispida). Лектини сої – це 
класичний лектин, що міститься в сім'ядолях і в зародковій осі насіння 
рослини [81]. Це метало протеїн, що містить іони кальцію та марганцю [6]. 
Лектин сої є слабо токсичним для людини та тварин. Невеликі дози білка, 
при згодовуванні щурам, мали вплив на баланс азоту в організмі, а при 
великих дозах - спостерігалась гіпертрофія підшлункової залози [82]. Лектин 
сої проявляв низьку цитотоксичність відносно клітинних ліній гепатоми 
людини, хоріокарциноми, меланоми миші та остеосаркоми щурів [83]. Про 
цитотоксичну дію щодо різноманітних лейкемічних клітин свідчать 
дослідження інших авторів [84]. Окрім того, було показано, що дія цього 
білка не обмежується індукцією апоптозу, так лектин сої викликав і 
автофагію та пошкодження ДНК, підвищуючи генерацію активних форм 
кисню у клітинах HeLa. Цікаво, що у цих же експериментах, N-ацетилцистеїн 
послаблював дію лектину [85].  
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1.4.6. Лектин клематісу (Clematis montana). Лектин клематісу є 
манозозв’язуючим лектином, за своєю структурою - це гомодимер, з масою 
11,968.9 Da. Лектин гемаглютинує еритроцити кролика та індукує апоптоз у 
пухлинних клітинах [86]. Нещодавно було з’ясовано, що цей лектин має 
противірусну активність та значну інгібуючу дію на ріст клітин у культурах 
ліній L929, HeLa, MCF7 і HepG2 [87].  

1.4.7. Лектин квасолі звичайної, фітогемаглютинін (Phaseolus 
vulgaris). Лектин квасолі звичайної є одним із найбільш досліджених 
лектинів рослинного походження. Мітогенна активність лектину квасолі 
звичайної, була виявлена на початку 60-х років ХХ століття і спонукала 
активне вивчення біологічної активності цих білків [6]. В подальших 
дослідженнях було виявлено, що лектин квасолі звичайної складається з 
ізолектинів, які можна розділити іонообмінною хроматографією [88]. Кожен 
з ізолектинів є глікопротеїном з молекулярною масою 115 кДа, і складаються 
з чотирьох субодиниць (рис 1.1), що утримуються разом за рахунок не 
ковалентних сил [6]. Еритроаглютинін (ФГА-Е) вміщує чотири ідентичні 
субодиниці, лейкоаглютинін [89] вміщує інші чотири ідентичні субодиниці, 
суміш субодиниць, або не розділений фітогемаглютинін (ФГА) називають 
сумарним. ФГА-Л − гомогенний глікопротеїн, що складається з однакових 
субодиниць, з молекулярною масою 31кДа, вся молекула має масу 126кДа. 
Ізолектин позбавлений сірковмісних амінокислот, але вміщує високий 
процент аспарагінової кислоти, лейцину, серину, треоніну та валіну. Для 
прояву його біологічної активності потрібні іони кальцію та марганцю. 

ФГА-Л характеризується значною хімічною стійкістю[90], та 
високою термостійкістю при нейтральних та кислих значеннях рН. Лектини 
ФГА були виділені з багатьох видів квасолі звичайної, отримані препарати 
мали молекулярну масу 120-130 кДа та 7 - 9 % вуглеводів у своєму складі, 
також характеризувались подібним амінокислотним складом. Однак, було 
з’ясовано, що отримані лектини відрізнялись за еритроаглютинуючою, 
лейкоаглютинуючою та мітогенною активностями [6]. 
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Рис.1.1. Схематична репрезентація тетрамерної структури 5 ізолектинів 

Ph. vulgaris [6] 
 
Подальші дослідження показали важливу роль аспарагінової та 

глютамінової амінокислот та тирозинових залишків для реалізації мітогенної 
активності фітогемаглютиніну. В той час як залишки лізину не впливали на 
цю активність [91]. Також показано, що ФГА-Л, на відміну від ФГА-Е, може 
розпізнавати три- і тетраантенні β-1-6-N-ацетилглюкозамінні залишки N-
гліканів, підвищення експресії яких свідчить про метастазування та 
прогресію пухлин молочної залози та товстої кишки [7]. ФГА-Е має сильну 
афінність до еритроцитів та аглютинує еритроцити курки, собаки, людини, 
миші, щура, кролика та гуски [6].  

Мітогенна активність ФГА робить його важливим реагентом для 
клінічної діагностики та проведення цитологічних досліджень. Зокрема ФГА 
використовують при проведенні хромосомного аналізу, дослідженнях 
функції лімфоцитів при різноманітних захворюваннях та продукування ними 
різних біологічно активних речовин - лімфокінів, інтерферонів, тощо[92].  

Для організму ссавців ФГА не є токсичним, проте вживання в їжу 
сирих насінин несприятливо впливає на ріст організму. Так, при введенні у 
раціон щурів сирого насіння квасолі спостерігалась затримка росту, 
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зниження засвоєння азоту та порушення всмоктування у кишечнику [93]. У 
іншій роботі [94] було показано, що ФГА сильно пригнічує секрецію кислоти 
базальними клітинами шлунку. В експериментах на щурах це пригнічення 
становило72 % порівняно з контролем. ФГА подавляв стимулюючий вплив 
пентагастрину та гістаміну на виділення кислоти пропорційно введеній дозі 
лектину, але в той же час не впливав на секрецію шлунком пепсину [94]. 
Також вважають, що лектин пошкоджує глікокалікс ентероцитів та викликає 
їхнє ушкодження [93]. Включення в їжу молодим щурам нестиглого насіння 
квасолі протягом десяти днів призводило до зменшення жирових відкладень 
та маси скелетних м’язів і це дозволило зробити припущення, що мішенню 
ФГА є саме ліпідний катаболізм. У таких тварин також знижувався рівень 
інсуліну в плазмі крові, проте рівень глюкози залишався стабільним. Автори 
вважають що ФГА можна рекомендувати в невеликих дозах для зменшення 
гіперглікемії та жирових відкладень [95]. 

Токсичність лектинів квасолі вивчалась також із застосуванням інших 
модельних організмів. Було показано, що лектин квасолі є токсичним для 
деяких жуків, що поїдають насіння злаків та бобових [6]. В той же час він не 
виявляв значного токсичного впливу на личинки томатної молі Lacanobia 
oleracea, яких годували штучно препаратом, що містив 2% (m/v) ФГА-Е та 
ФГА-L від загального білка [96]. Нещодавно було показано деякий 
негативний вплив вказаних лектинів на організм людини, який проявлявся у 
здатності ФГА індукувати харчові алергії [97].  

Одночасно з цим було виявлено певні лікувальні властивості розчинів 
ФГА при застосуванні їх для прискорення загоєння ран різної етиології [98]. 
Зокрема позитивний ефект дії лектинів показано при загоєнні виразок після 
променевого ураження [99], що обумовлено стимуляцією Т-лімфоцитів та 
посиленою продукцією лімфокінів. 

Нещодавно показано[8] здатність еритроцитарного ізолектину червоної 
квасолі ФГА-Е індукувати апоптоз мітохондріальним шляхом у культурі 
клітин раку легенів людини. Проте залишається невідомим, чи лише 
еритроцитарна ізоформа ФГА здатна індукувати апоптоз, а також які шляхи 
індукції апоптичних процесів залучені до реалізації такої дії лектинів ФГА. 
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Узагальнюючи огляд літератури, можна зауважити, що вивчення 
механізмів апоптозу, пошук потенційних мішеней для пригнічення або 
відновлення чутливості клітин до апоптичних стимулів має і фундаментальне 
і практичне застосування. Надзвичайно важливим напрямком сучасної науки 
є пошук та створення речовин і агентів які здатні вибірково та специфічно 
впливати на ключові ланки апоптозу. Лектини, із їхньою здатністю вибірково 
зв’язувати певні вуглеводи на поверхні клітини та активувати як 
мітохондріальний, так і рецептор-залежний шляхи апоптозу є досить 
перспективною групою білків для розробки засад протипухлинної терапії. 
Однак, здатність лектинів індукувати апоптоз у клітинах ще не достатньо 
добре з’ясована, а саме не існує повної картини молекулярно-біологічних та 
генетичних взаємодій у клітині, що передують ініціації апоптозу у разі дії 
білків цієї групи. 

Тож метою дисертаційної роботи було дослідити проапоптичні 
властивості сумарного препарату фітогемаглютиніну та його окремих 
ізолектинів у культурі клітин ссавців.  
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Експериментальна частина дослідження проведена із використанням 

культур клітин ссавців в умовах in vitro. А саме, спонтанно трансформованих 

фібробластів китайського хом’ячка Blld-ii-FAF28Cl237-8Glu-tsIII, лінії клітин 

карциними гортані людини Hep-2, а також отриманої у відділі лінії клітин 

людини непухлинного походження 4BL [100]. Дві перші лінії є добре 

дослідженими та стандартними біологічними системами для вивчення 

мутагенезу, апоптозу та інших біологічних процесів. Культура клітин 4BL не 

пухлинного походження, була отримана з крові здорового донора людини. 

Тож використання клітин різного походження та ступеню диференціювання 

дає змогу як найглибше дослідити дію лектинів на проліферацію та апоптоз.  

 

2.1. Культивування клітин  

 

У роботі використовували мінімальне культуральне середовище Ігла у 

модифікації (MEM, Sigma, США) із додаванням проінкубованої при 560С 

ембріональної сироватки великої рогатої худоби (ЕС, Sigma, США) у 3 та 5 

% концентраціях. При клонуванні клітин на повноцінному середовищі та 

вирощуванні їх у селективних умовах вміст сироватки підвищували до 10 %.  

Клітини пересівали через кожні 2 – 4 доби із використанням 0,26 % 

розчину трипсину з версеном (Біотестлабораторія, Київ). Клітини 

культивували із додаванням антибіотиків: пеніциліну та стрептоміцину (по 

100 од./мл).  

Клітини вирощували у чашках Петрі діаметром 10 см. Посівна доза 

становила 200-300 тис. клітин на чашку. Оптимальний об’єм середовища – 8-

10 мл.  
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Чашки Петрі із клітинами перебували у СО2 інкубаторі, де завдяки 

надходженню вуглекислого газу (концентрація СО2 у газовій суміші 

становить 5 %) підтримується рівень рН на рівні 7,2 – 7,4. Культивували 

клітини при температурі +36,0 – +36,50С. 

 

2.2. Опис біологічних, хімічних агентів та обладнання, що 

використовувались у роботі  

 

2.2.1. Біологічні агенти. При проведенні досліджень використовували 

лектини рослинного походження, а саме комерційні препарати лектинів 

квасолі звичайної Phaseolus vulgaris – фітогемаглютинін ФГА: сумарний 

препарат, ФГА-Л: лейкоаглютинін, ФГА-Е: еритроаглютинін –

“ЛЕКТИНОТЕСТ”, (Львів, Україна).  

За своєю структурою сумарний препарат фітогемаглютиніну (ФГА) 

містить суміш різних ізолектинів. Ізолектини, ФГА-Е - еритроцитарна форма 

та ФГА-Л -лейкоцитарна форма, за своєю структурою є тетрамерами, що 

складаються з E-  та L- субодиниць, молекулярна маса яких 36 та 34кДА 

відповідно [101]. Сумарний препарат ФГА має вуглеводну специфічність до 

олігосахаридів, окремі ізолектини, наприклад, лейкоаглютинін - до 

вуглеводів, що містять манозу, на відміну від еритроаглютиніну, що має 

вуглеводну специфічність до двоантенних глікопротеїнів, які містять 

залишки галактози [6]. 

Також показано, що лейкоаглютинін ФГА-Л, на відміну від 

еритроаглютиніну, здатен розпізнавати три – і тетраантенні β-1-6-N-

ацетилглюкозамінні залишки N-гліканів, підвищення експресії яких на 

поверхні деяких злоякісних пухлин свідчить про метастазування та 

прогресію пухлини [7].  

Протягом останніх років було виявлено що фітогемаглютинін має не 

лише мітогенну дію, а й цитотоксичні та проапоптичні властивості [102, 103, 

104].  
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2.2.2. Хімічні агенти. 1) N - метил - N – нітро - N – нітрозогуанідин 

(MННГ або нітрозогуанідин) простий метилювальний агент, синтезований в 

Інституті молекулярної біології та генетики НАН України, та люб’язно 

наданий для досліджень к.б.н., с.н.с А.Г. Терентьєвим, використовувався як 

позитивний контроль апоптозу у вивченні впливу лектинів на зміни вмісту 

активованих каспаз та білка Вах у концентрації 0,5 мкг/мл. 

2) мітоміцин С (ММС) (Sigma, США) – антибіотик протипухлинної дії, 

використовується у якості цитостатика, викликає зшивки ДНК та білка. У 

представлених дослідженнях ММС використовувався як позитивний 

контроль при вивченні впливу лектинів на проліферацію та апоптоз культур 

клітин ссавців. Для обробки клітин цей хімічний агент використовували у 

концентрації 10 - 0,1 мкг/мл залежно від типу культури клітин. 

2.2.3 Обладнання. При виконанні цієї роботи використано 

прилади і обладнання таких марок та виробників термостат ТС-80 

(Україна), центрифуги К-23, К-24, К-70 “Janetcky” (НДР) та Spinko L-5, 

J-2-21 “Beckman” (Австрія), Eppendorf 5804, Eppendorf 5417R, 

спектрофотометри Specord та Specoll-11 “Carl Zeis” (НДР), “Titerteck” 

(Велика Британія), термостат з водяною сорочкою, СО2 інкубатор IGO-

150 ”Cell Life”, Jouan (Франція), мікроскоп МЛ-2 (Росія), рН-метр ЕВ-74 

(Білорусія), ваги ВТ-500 та ВЛТК-500 (Україна), автоматичні піпетки та 

дозатори ”Labsystems” (Фінляндія), ”Gilson” (Франція), камера для 

горизонтального електрофорезу multiSUB Choice “Cleaver Scientific Ltd” 

(США), прилад для напівсухого перенесення CSL Semi Dry Mini System 

“Cleaver Scientific Ltd” (США), джерело струму Stuart Scientific SI50, 

ампліфікатор iCycler single-color real-time PCR detection system (IQ5, BioRad, 

США), Molecular Imager Chemi Doc XRS+ Image Lab (Bio-Rad, США), 

качалка Stuart (Латвія), денситометр Anthos 2001 (США), морозильники 

“Мінськ 118” (Білорусія), холодильники “Мінськ 121” (Білорусія), 

“Норд” (Україна). 
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2.3 Дослідження впливу сумарного препарату ФГА та його 

ізолектинів на проліферацію культур клітин в умовах in vitro 

 

При вивченні впливу білків на проліферацію клітин ссавців в умовах in 

vitro, використовували одну з модифікацій методу мікрокультур [105]. Усі 

дослідження проводились із використанням клітин китайського хом’ячка 

Blld-ii-FAF28Cl237, клітин раку карциноми людини Hep-2 та  клітин 

непухлинного походження людини 4BL. Клітини висівали у 96 лунковий 

планшет ( по 3-5 тисяч клітин на кожну лунку) та інкубували у мінімальному 

середовищі Ігла (МЕМ) з додаванням 5 % ембріональної сироватки великої 

рогатої худоби (або новонароджених телят). Через 24 години клітини 

обробляли досліджуваними розчинами лектинів у діапазоні концентрацій від 

0,01 до 1000 мкг/мл, що відповідає молярним концентраціям білків які 

наведено у табл. 2.1. Далі у роботі усі концентрації досліджуваних білків 

наведено саме у мкг/мл, оскільки через складну молекулярну будову 

сумарного лектину ФГА розрахувати його молярність неможливо.  

Таблиця 2.1. 

 

Перерахунок концентрації лектинів 

 

Концентрація, мкг/мл Лекти
н 

Молекуля
рна маса, 

кДа 
 0.01 0.1 1 10 100 1000 

ФГА-Л 32 3.13* 
10-7 

3.13* 
10-6 

3.13* 
10-5 

3.13* 
10-4 

3.13* 
10-3 

3.13* 
10-2 

ФГА-Е 34 2.94* 
10-7 

2.94* 
10-6 

2.94* 
10-5 

2.94* 
10-4 

2.94* 
10-3 

2.94* 
10-2 

ФГА невідома ко
нц

ен
тр

ац
ія

, 
m

М
 

- - - - - - 
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Перед та після обробки клітини відмивали розчином PBS (рН 7,2-7,4, 

50 мМ натрію фосфат та 150 мМ натрію хлорид) двічі. Обробка клітин 

білками тривала 4 години, у контрольному варіанті клітини перебували у 

середовищі МЕМ без додавання сироватки. У варіанті з  мітоміцином С 

клітини перебували під впливом агента 1 год, у середовищі без сироватки. 

Мітоміцин С (ММС) використовували у концентрації 10 мкг/мл.  

Після обробки клітини інкубували у середовищі МЕМ з додаванням 

10% ембріональної сироватки великої рогатої худоби у стандартних умовах 

протягом 24 годин. Після чого клітини фіксували холодним розчином 50 % 

три-хлороцтової кислоти (ТХО) при температурі 40С протягом 1 години. 

Фіксатор швидко відмивали дистильованою водою чотири рази та 

висушували планшет на повітрі. Зафіксований таким чином планшет 

фарбували 1 % розчином  бромфенолового синього (50 мкл/лунку) протягом 

20 хвилин при кімнатній температурі. Від фарбника клітини відмивали 1 % 

оцтовою кислотою 5 раз, та знову висушували планшет на повітрі. Потім у 

кожну лунку додавали по 100 мкл 10 мМ  розчину трису (рН 7,2-7,4) та 

погойдували на орбітальному шейкері протягом 10 хвилин. Після чого 

вимірювали оптичну густину при довжині хвилі 620 нм, за зміною оптичної 

густини оцінювали темп проліферації клітин у дослідних та контрольних 

варіантах. 

 Дані вимірювань за допомогою програми "EXСEL" обраховували 

середнє значення для кожної з досліджуваних концентрацій та будували 

графік, що відображав вплив досліджуваних лектинів на проліферацію 

культури порівняно з контролем та дією мітоміцину С. Для статистичної 

обробки отриманих у цій серії дослідів результатів застосовували t-критерій 

Ст'юдента. 
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2.4 Кількісне визначення життєздатності клітин та обрахування 

апоптичного індексу 

 

Здатність сумарного препарату ФГА та його ізолектинів індукувати 

апоптоз у культурі клітин ссавців вивчали із застосуванням методу 

прижиттєвого забарвлення клітин, описаного раніше [106]. Метод базується 

на здатності певних барвників проникати крізь біомембрану та диференційно 

забарвлювати внутрішньоклітинні компартменти. В роботі було застосовано 

акридиновий помаранчовий, який відноситься до групи вітальних барвників 

та застосовується для забарвлення живих клітин без порушення функцій 

останніх (забарвлює як ядра живих клітин, так і тих, що знаходяться у 

апоптозі). Також було використано етидіум бромід, який є флюоресцентним 

барвником, і здатний забарвлювати вміст ядра, зокрема нуклеїнові кислоти, у 

яскраво червоно-помаранчевий колір [107]. Застосування етидіум броміду 

дозволяє диференціювати живі та мертві клітини завдяки ефекту 

пермеабілізаціїї їхньої мембрани, т. б. зміни її проникності до цього барвника 

залежно від статусу клітини. Поєднання вище описаних барвників дозволило 

нам диференціювати у культурі клітин живі, мертві та клітини у апоптозі, 

ядра  яких забарвлювались відповідно у зелений, яскраво червоний та жовтий 

колір.  

У цій серії експериментів клітини висівали на предметні скельця і 

культивували у стандартних умовах протягом 12 годин. Після чого 

обробляли розчинами лектинів у концентрації 100 мкг/мл та 1 мкг/мл. Перед 

та після обробки лектинами, клітини відмивали розчином PBS двічі. Обробка 

клітин білками тривала чотири години. Препарати аналізували під 

мікроскопом (ЛОМО, МЛ-2, Росія) зі збільшенням 90х, з комбінацією 

фільтрів, що підходять для збудження флуоресценції.  

При проведенні аналізу враховували три типи клітин: живі клітини - з 

нормальним ядром, що мали яскраво-зелений хроматин з організованою 

структурою, клітини в стадії апоптозу - яскраво-зелений з жовтими 
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включеннями або жовтий хроматин, який сильно конденсований, чи 

фрагментований, мертві клітини  - яскраво-червоний хроматин (рис 2.1.) 

 

 

 

 
 
 

 

Рис. 2.1. Індукція апоптозу в культурі клітин раку гортані Нер-2: а - 

живі клітини (яскраво-зелений хроматин з організованою структурою); б - 

клітини у апоптозі (яскраво-зелений або жовтий хроматин, який сильно 

конденсований або фрагментований); в - мертві клітини (яскраво-

помаранчевий хроматин). Клітини обробляли лейкоаглютиніном у 

концентрації 1 мкг/мл (збільшення 90х) 

 

 

 

Апоптичний індекс (AI) обраховували у процентах за формулою: 

 
 

Для оцінки різниці показників використовували χ2.  

 

 

           а                                   б                                 в 
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2.5. Докінг аналіз можливої взаємодії ФГА-Л та рецепторів 

клітинної мембрани та характеристика енергетики такого зв’язування 

 

Для біоінформатичного аналізу можливих взаємодій лектинів ФГА та 

рецепторів клітинної мембрани [108] залучених до контролю проліферації та 

апотпозу застосували докінг аналіз. Експериментально визначені просторові 

структури лейкоаглютиніну та рецепторів отримали з бази даних Protein Data 

Bank (http://www.rcsb.org). 

Одержані структури оптимізували у водному оточенні методом 

молекулярної динаміки (комп’ютерного моделювання руху атомів і 

молекул)із застосуванням програми NAMD [109]. Розрахунок молекулярної 

динаміки здійснювали за стандартних умов у NVE-ансамблі при температурі 

37 °С з використанням силових полів Charmm35 протягом 10 нс [110]. 

Теоретичні розрахунки взаємодії лейкоаглютиніну з рецепторами 

виконували за допомогою програми ArgusLab4.01 [111]. Всі інші параметри 

не відрізнялися від описаних вище. З метою аналізу даних, одержаних під час 

обрахунку симуляції молекулярної динаміки, використовували два методи 

обрахунку середньоквадратичного відхилення: власне сам RMSD (Root Mean 

Square Deviation) – середньоквадратична зміна положення Сα атомів відносно 

початкового стану та RMSD-швидкість (RMSD-velocity) – 

середньоквадратична зміна положення Сα атомів кожної наступної ітерації 

відносно попередньої. У цьому випадку математичний термін «ітерація» 

(результат багаторазового повторення якоїсь математичної операції) 

характеризує один акт зміни положення атомів в ході обрахунку 

молекулярної динаміки та в перерахунку на одиницю часу дорівнює 0,002 нс. 

Оцінку загальної взаємодії лектину та рецепторів проводили за 

допомогою програми ArgusLab.  

Загальну енергію обчислювали, як суму енергії зв’язків, кутів між 

зв’язками, дигедральних кутів, неправильних торсійних кутів та ван-дер-

ваальсових взаємодій, використовуючи силове поле UFF (яке дозволяє 
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оцінювати комплекси з хімічними лігандами невідомої топології). Позитивне 

значення величин можна пояснити тим, що не враховувався внесок 

електростатичних взаємодій, які мають від’ємне значення та значно 

переважають всі інші складові загальної енергії. Для оцінки якості 

просторової геометрії структур проводили аналіз кутів φ/ψ згідно з картою 

Рамачандрана [112].  

Валідацію (процес, спрямований на підтвердження об’єктивними 

доказами того, що кінцевий продукт відповідає встановленим вимогам) 

тривимірних структур проводили, використовуючи веб-сервер 

http://www.psvs‑1_3.nesg.org за допомогою програм ProCheck, Verify3D, 

ProsaII та MolProbity.  

Якість просторової геометрії структур для кожної програми валідації 

представлено у двох варіантах: Raw score та Z-score. Загалом Raw score 

показує середню якість геометрії амінокислотних залишків молекули 

протеїну, в той час як Z‑score – розподіл цих значень відносно 

середньоарифметичного. Чим більше значення Raw score та Z-score, тим 

краща якість.  

Пошук стереохімічно неможливих контактів (≤0,22 нм), тобто 

помилкових зв’язків між амінокислотними залишками, та обчислення 

середньоквадратичного відхилення від ідеальної геометрії для 

амінокислотних залишків було проведено за допомогою програми PDB 

Validation (http://deposit.rcsb.org/validate/). 

 

2.6. Дослідження впливу лектинів на зміни рівня експресії білків - 

медіаторів апоптозу 

 

Дослідження впливу лектинів на зміни вмісту ефекторної каспази-3  

(розщепленої форми), ефекторної каспази-8 а також проапоптичного білка 

Bах проводили із застосуванням Вестерн-блот аналізу [113]. Серію дослідів 
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проводили з використанням ракової лінії культури людини Hep2 та лінії 

клітин непухлинного походження 4BL.  

Клітини культивувались у стандартних умовах, при досягненні 70-80 % 

моношару клітини двічі відмивали розчином PBS (рН 7,2-7,4, 50 мМ натрію 

фосфат, 150 мМ натрію хлорид) від залишків сироватки та обробляли 

лектинами у концентраціях 1 мкг/мл. Обробку досліджуваними агентaми 

проводили у безсироватковому середовищі протягом 4 годин. У негативному 

контролі клітини перебували 4 години у стандартному культуральному 

середовищі без додавання сироватки.  

Як позитивний контроль апоптозу використовували МННГ у 

концентрації 5мкг/мл. Після чого клітини двічі відмивались від залишків 

досліджуваних речовин та знімались для подальшого аналізу. 

Клітинні екстракти виділяли згідно стандартної методики [114]. 

Клітини знімали механічно, за допомогою шпателю, та переносили у 

епендорф. Після цього проводили ультрацентрифугування клітин при 500 

об/хв протягом 10 хвилин.  

Після закінчення осадження клітин надосадову рідину зливали а осад 

промивали розчином PBS. Потім знову центрифугували при 500 об/хв 

протягом 10 хв. Осад гомогенізували у RIPA буфері (20 мМ трис-НСl, рН 

7,5; 150 мМ NaСl; 1 мМ ЕДТА; 1 % NP-40; 1 % дезоксихолат натрію; 

0,1 % додецилсульфат натрію) із додаванням 0,1 % розчину суміші 

інгібіторів протеаз (Sigma, США). Гомогенат центрифугували (10000 g, 

20 хв), надосад використовували як сумарний лізат. 

2.6.1. Визначення концентрації білка за методом Бредфорда. 

Визначення концентрації сумарного білка у клітинних екстрактах 

проводили згідно з методикою, описаною раніше [115], з деякими 

модифікаціями. Реактив для визначення концентрації готували таким 

чином: 100 мг барвника кумасі G-250 розчиняли в 50 мл 96 % етанолу, 

додавали 100 мл 85  розчину фосфорної кислоти (вага/об’єм) та об’єм 
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отриманого розчину доводили до 1 л (кінцева концентрація кумассі G-

250 складала 0,01 %, етанолу – 4,7 %, ортофосфатної кислоти – 8,5 %).  

Вимірювання кількості білка проводили спектрофотометричним 

методом при довжині хвилі 595 нм. Калібрувальну криву будували, 

використовуючи як стандарт розчин альбуміну сироватки бика (БСА). 

Брали 0,1 мл розчину білка, додавали 1 мл реактиву та ретельно 

перемішували. Через 2 хв. визначали поглинання суміші при довжині 

хвилі 595 нм проти 1 мл розчину Бредфорда і 0,1 мл буфера, у якому 

був розчинений білок. Будували графік залежності поглинання А595 від 

концентрації стандарту. Концентрацію білка визначали по 

калібрувальній кривій. Спектрофотометричні вимірювання при 

визначенні концентрацій проводили на спектрофотометрі Specoll 11. 

2.6.2. Електрофоретичне розділення білків у ПААГ. 

Електрофорез отриманих білкових препаратів проводили у 12 % ПААГ 

в денатуруючих умовах за Леммлі [116]. 

До досліджуваних зразків додавали 1/4 об’єму буфера для зразків 

(500 мМ трис-НС1, рН 6,8; 2 % додецилсульфату натрію; 5 % 2-

меркаптоетанолу; 0,1 % бромфенолового синього). Зразки прогрівали (5 

хв, 950С) і наносили на гель.  

Після електрофорезу гелі фарбували 0,2% Coomassie brilliant R-

250 в суміші 45% етанол та 10% оцтова кислота упродовж ночі при 

кімнатній температурі, або 30–60 хв при температурі 90 0С. Надлишок 

фарби відмивали буфером, що містив 10 % оцтової кислоти та 5% 

етанолу при перемішуванні до появи чітких білкових зон. 

2.6.3. Вестерн-блот аналіз (імуноблотинг). Після розділення білки 

з геля переносили на нітроцелюлозну мембрану Hybond-ECL (Amersham, 

Німеччина) використовуючи метод напівсухого переносу на приладі CSL 

Semi Dry Mini System “Cleaver Scientific Ltd” (США). Попередньо 

мембрану змочували метанолом протягом 15с, промивали дистильованою 

водою та заливали буфером для переносу, що містив 200 мМ гліцину, 25 
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мМ трис-HCl, рН 7,4 і 20 % метанолу. Після чого готували так званий 

«сендвіч» зі зволоженого у буфері для переносу фільтрувального паперу, 

мембрани та гелю з використанням буфера. Режим переносу становив 135 

mA протягом 40 хв – 1 год. 

 Вестерн блот аналіз із застосуванням специфічних антитіл до 

досліджуваних білків проводили згідно інструкції фірми виробника.  

Для попередження неспецифічного зв’язування нітроцелюлозні 

мембрани обробляли 4 % розчином сухого молока, приготованого в 

однократному буфері PBST(50 мМ натрію фосфат, 150 мМ натрію 

хлорид, 10% Tween 20), потім інкубували з первинними антитілами 

протягом ночі при кімнатній температурі. Розчин антитіл готували у 4 

% сухого молока. Після цього мембрани відмивали 4 рази по 10 хвилин 

у однократному буфері PBST та обробляли вторинними антитілами у 

розведенні згідно рекомендацій виробника протягом години. Після 

чотирьохразової відмивки, мембрани вимочували впродовж 1–2 хв в 

ECL реагенті (1,25 мМ люмінол, 0,45 мМ кумарова кислота, 0,015 % 

Н2О2 в 100 мМ трис–НСІ, рН 8,5). Після чого проводили візуалізацію та 

обрахунок результатів Вестерн блот аналізу за допомогою спеціального 

обладнання Molecular Imager Chemi Doc XRS+ Image Lab (Bio-Rad, США). 

Кількість досліджуваних білків представлено у відносних одиницях, які 

вираховували як відношення вмісту досліджуваних білків до вмісту 

контрольного білка на тій самій доріжці гелю. 

Були використані антитіла: аnti-Cleaved caspase-3 (p11 (h 176)-R: sc-

22171, Santa Cruz Biotechnology), аnti-BAX (HPA027878, Sigma), Cleaved 

caspase-8 p18 (H134): Sc- 7890 (Santa Cruz Biotechnology,  США), anti-

glyceraldehyde phosphate dehydrogenise (GAPDH) antibodies (G8795, Sigma, 

USA). 
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2.7. Аналіз змін рівня експресії про- та анти-апоптичних генів 

у культурах клітин ссавців під дією сумарного препарату ФГА та 

його ізолектинів 

 

Для аналізу змін рівня експресії генів Bax і Bcl-2 застосовували схему 

обробки культур клітин Hep-2 та 4BL, що наведена у п. 2.6. розділу 

«Матеріали та Методи». Із оброблених клітин виділяли сумарну РНК за 

допомогою UltraClean® Tissue&CellsRNAIsolationKit (MOBIO) згідно 

рекомендацій виробника. Отриману РНК обробляли ДНКазою І та 

використовували для синтезу комплементарної ДНК (кДНК). Концентрацію 

тотальної РНК вимірювали спектрофотометрично за показником поглинання 

при довжині хвилі  λ=260 нм. Паралельно оцінювали оцінювали наявність 

білкових домішок у зразках за показником поглинання при довжині хвилі 

λ=280 нм. Вимірювання та обрахунок проводили за допомогою прилада Нано 

Дроп 2000 ( Thermo Scientific, США). 

 Для позбавлення від можливих домішок геномної ДНК у зразках 

тотальної РНК проводили їхню  обробку ДНКазою I ( вільною від РНКаз) 

згідно інструкції фірми виробника ( Fermentas, Литва).  

Синтез кДНК проводили на матриці сумарної РНК. Використовували 

М-МuLV ревертазу (20 од/мкл) та Oligo9(dT)18 праймер (0,5 мкг/мл). Реакцію 

синтезу проводили згідно з протоколами до набору реагентів First Strand 

cDNA Synthesis Kit (ThermoScientific). Реакційна суміш (20 мкл) містила 10 

мкг сумарної клітинної РНК Oligo9(dT)18 праймер – 0,025 мкг/мл, 

десятикратний реакційний буфер, інгібітор РНКази – 1 од/мкл та М-МuLV 

ревертазу – 2 од/мкл. Отриману кДНК використовували як матрицю для 

полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі.  

Рівень експресії генів – медіаторів апоптозу вивчали із використанням 

ПЛР у реальному часі. Використовували суміші Maxima SYBR 

Green/Fluorescein qPCR MasterMix (ThermoScientific) на приладі iCycler 

single-color real-time PCR detection system (IQ5, BioRad). Експресію генів 
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представляли як ΔCT нормалізовану відносно референтного гена β-актину. CT 

кожного цільового гена вираховували з середнього значення ΔCT контролю. 

Різницю в кількості розраховували використовуючи формулу 2-ΔCT.         

Реакцію ПЛР в реальному часі проводили із використанням пар 

праймерів, що наведено у таблиці 2.2. Після проведення реакції ПЛР у 

реальному часі  зразки на наявність неспецифічних ПЛР продуктів 

перевіряли за допомогою методу електрофорезу у 2 % агарозному гелі. 

 

Таблиця 2.2. 

 

Праймери, що використовувалися в роботі 

 

Ген 

 

Праймери Послідовність 

Розмір 

фрагменту, 

пн 

Прямий 5'-GGGGATTTCTGACTTGAGG-3'  Bax 

Зворотній 5'-TTGGGCTGATTTGATTTCTG-3' 

134 

Прямий 5'-CGACTTCGCCGAGATGTCCA 

GCCAG-3' 

Bcl-2 

Зворотній 5'-ACTTGTGGCCCAGATA 

GGCACCCAG-3' 

389 

Прямий 5'-GACTTCGAGCAAGAGATGGC-3’ β-актин 

Зворотній 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG -3' 

233 

 

 

2.8. Статистичний аналіз 

 

Для статистичної обробки результатів дослідження також 

використовували пакет програм “STATISTICA 7.0” (“StatSoft,Ic.” 2004, 

США). Для оцінки різниці окремих показників, а також для виявлення 



 

 
 

48 

різниці між очікуваними та експериментально встановленими ефектами дії 

досліджуваних чинників використовували t-критерій Ст’юдента. Значення р 

≤ 0,05 розглядали як критерій значущості різниці. 

Різниця в розподілі частот апоптичних клітин в контрольних та 

експериментальних групах аналізувалася за допомогою методу χ2. 
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РОЗДІЛ 3 

 

ДОСЛІДЖЕНННЯ ВПЛИВУ СУМАРНОГО ПРЕПАРАТУ 

ЛЕКТИНУ ФГА ТА ЙОГО ОКРЕМИХ ІЗОЛЕКТИНІВ НА 

ПРОЛІФЕРАЦІЮ ТА АПОПТОЗ КЛІТИН ССАВЦІВ 

 

Відомо, що вуглевод-білкові взаємодії лежать в основі багатьох 

біологічних процесів, і саме тому лектини, які здатні вибірково зворотно 

зв’язувати вуглеводи та вуглеводні детермінанти на поверхні клітини, 

широко використовують для вирішення цілої низки фармакологічних, 

біотехнологічних, гістологічних та інших медико-біологічних завдань. 

Широке практичне застосування лектинів спонукає і розвиток 

фундаментальних досліджень у цій галузі. А накопичені останнім часом дані, 

про здатність лектинів різних груп впливати і на процеси апоптозу та 

індукувати, як рецептор-залежний, так і мітохондріальний шляхи клітинної 

загибелі (детально у Розділі 1), спонукають нас по-новому поглянути на вже, 

здавалось би, відомі і досліджені білки цієї групи. 

Одним із таких білків є добре відомий мітоген – фітогемаглютинін. Цей 

лектин активно використовується для реакції бласттрансформації лейкоцитів 

при цитогенетичних дослідженнях. Однак, нещодавно було встановлено, що 

лейкоцитарний ізолектин - ФГА-Л, на відміну від еритроаглютиніну, здатен 

розпізнавати три – і тетраантенні β-1-6-N-ацетилглюкозамінні залишки N-

гліканів, підвищення експресії яких на поверхні деяких злоякісних пухлин 

свідчить про метастазування та прогресію пухлини [7]. Було зроблено 

припущення, що наявність такої вуглеводної специфічності робить ФГА 

досить перспективним інструментом у галузі онкобіології. Тому було 

вирішено проаналізувати більш детально вплив цього лектину на 

проліферацію та виживання клітин ссавців в умовах in vitro. 
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3.1. Дослідження впливу лектинів ФГА на проліферацію та 

виживання клітин у культурах в умовах in vitro 

 

 Раніше у нашому відділі було показано здатність деяких не токсичних 

лектинів рослинного та тваринного походження дозозалежно впливати на 

проліферацію клітин ссавців та індукувати в них проапоптичні процеси [5]. І 

хоча для деяких лектинів описано лектиноасоційовані ензиматичні 

активності [117], завдяки яким вони здатні безпосередньо взаємодіяти з 

макромолекулами у клітині, більшість з цих білків все ж таки реалізує свою 

активність опосередковано, через взаємодію з рецепторами на поверхні 

клітинної мембрани. Було зроблено припущення, що вуглеводна 

специфічність лектину та його молекулярна будова, ймовірно, і є 

вирішальними для зв’язування із клітиною та реалізації мітогенної дії цієї 

групи білків. Як вже було зазначено вище, лектин ФГА відомий досить давно 

і вже знайшов широке застосування на практиці, однак вплив цього білка та 

його окремих ізолектинів на проліферацію соматичних клітин ссавців не 

достатньо вивчений. 

Тож завданням першого етапу роботи було з’ясувати вплив лектинів 

квасолі звичайної (Phaseolus vulgaris), сумарного препарату ФГА та його 

окремих ізолектинів, на проліферацію та виживання клітин ссавців в умовах 

in vitro, а також виявити можливу залежність їхньої цитотоксичної або 

мітогенної активності від концентрації та вуглеводної специфічності 

сумарного препарату ФГА та його окремих ізолектинів - лейкоаглютиніну та 

еритроаглютиніну. 

У роботі використовували три різні модельні системи: лінію 

фібробластів китайського хом’ячка; лінію злоякісних клітин раку гортані 

людини Нер-2 та лінію клітин людини 4BL, що було отримано з крові 

здорового донора у нашому відділі раніше [100], (детальний опис ліній 

подано у Розділі 2). Дію лектинів досліджували у широкому діапазоні 

концентрацій від 0,01 до 1000 мкг/мл. 
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У результаті проведеної роботи було показано, що в усіх трьох 

використаних тест-системах досліджувані препарати впливали на 

проліферацію клітин. (рис. 3.1 - 3.3).  

 

 
 

Рис. 3.1. Вплив сумарного препарату ФГА та його ізолектинів на 

проліферацію клітин раку гортані Нер-2; □ – ФГА-Л, □   – ФГА-Е,  □ – ФГА, 

□  – теоретично очікувана дія двох ізолектинів, ---------- – контроль, ----------- 

– ММС; * - достовірна різниця у показниках щодо відповідного контролю 

(p≤0,05; n=3) 

 

При дії білків у високих концентраціях (100-1000 мкг/мл) 

спостерігалось статистично достовірне зниження кількості клітин під дією 

сумарного препарату ФГА та його ізолектинів. У разі нижчих концентрацій 

препаратів ефект інгібуючої/цитостатичної дії білків послаблювався (рис. 

3.1.), але в окремих випадках спостерігалась висока мітогенна активність 

(рис. 3.2, 3.3).  

 

 

* * 

* * * 

* 

* * 
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Рис. 3.2. Вплив сумарного препарату ФГА та його ізолектинів на 

проліферацію клітин китайського хом’ячка;  □ – ФГА-Л, □ – ФГА-Е,  □ – 

ФГА, □  – теоретично очікувана дія двох ізолектинів, ---------- – контроль, ----

------- – ММС; * - достовірна різниця у показниках щодо відповідного 

контролю (p≤0,05; n=3) 

 

Варто зауважити, що характер біологічної дії трьох препаратів 

відрізнявся залежно від обраної тест-системи. Так, у культурі ракових клітин 

Нер-2 (рис.3.1), досліджувані нами білки не виявляли мітогенної активності, 

на відміну від дослідів з використанням ліній китайського хом’ячка та 

умовно нормальних клітин 4ВL (рис 3.2.та 3.3). Також відрізнялись ефекти 

дії окремих ізолектинів та сумарного препарату. Так, у культурах клітин 

людини ракового походження (рис. 3.1.) більш значно виражений 

цитостатичний/інгібуючий ефект дії мав лейкоаглютинін при дії у всіх 

досліджуваних концентраціях, а у культурі клітин не пухлинного 

походження 4ВL (рис. 3.3) – еритроаглютинін та сумарний препарат ФГА, 

при дії лектинів у концентрації 100 та 1000мкг/мл. Можливо, такі відмінності 

* 
* 
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у біологічній активності сумарного препарату та його ізолектинів можна 

пояснити різною вуглеводною специфічністю білків та відмінностями 

глікокоду (різними вуглеводними детермінантами на поверхні клітин) між 

різними типами клітин.  

 

 
 

Рис. 3.3. Вплив сумарного препарату ФГА та його ізолектинів на 

проліферацію культури клітин 4BL;  □ – ФГА-Л, □ – ФГА-Е,  □ – ФГА, □  – 

теоретично очікувана дія двох ізолектинів, ---------- – контроль, ----------- – 

ММС; * - достовірна різниця у показниках щодо відповідного контролю 

(p≤0,05; n=3) 
 

Зважаючи на те, що і сумарний препарат, і окремі ізолектини ФГА по-

різному впливали на проліферацію клітин ссавців у досліджуваному 

діапазоні концентрацій, ми висунули припущення, що вплив сумарного 

препарату ФГА на проліферацію клітин ссавців в умовах in vitro може бути 

результатом спільної дії його ізолектинів, лейкоаглютиніну та 

еритроаглютиніну, при цьому кінцевий ефект може зумовлюватися як 

сумарною, так і конкурентною дією цих білків. Порівняння 

експериментально отриманої та розрахованої нами кривої ефекту теоретично 

очікуваної дії сумарного препарату (рис. 3.1-3.3) за умов незалежної 

* * 
* * 

* 
* 

* * 
* * * * 
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адитивної дії обох його ізолектинів, свідчить на користь припущення про 

конкурентну взаємодію еритроаглютиніну та лейкоаглютиніну за умов 

експерименту. Дійсно можливо, що молекули двох ізолектинів ФГА 

конкурують за мішені – вуглеводні детермінанти на поверхні клітинної 

мембрани. Але таке припущення потребує подальших молекулярно-

біологічних досліджень. 

 

3.2. Кількісний аналіз життєздатності клітин. Аналіз 

морфологічних змін ядерного апарату клітин при апоптозі 

 

Оскільки при дослідженні впливу ФГА та його ізолектинів на 

проліферацію клітин ссавців в умовах in vitro спостерігалось статистично 

достовірне зменшення кількості клітин після обробки лектинами у високих 

концентраціях, було зроблено припущення про здатність досліджуваних 

лектинів індукувати апоптоз за даних умов експерименту. Як відомо з 

літературних даних, деякі лектини дійсно здатні спричиняти апоптоз, 

опосередковано активуючи певні сигнально-регуляторні шляхи клітини [57]. 

Для перевірки нашого припущення ми провели серію дослідів з 

використанням досліджуваних препаратів у концентраціях 1 та 100 мкг/мл, 

кількісне визначення життєздатності клітин та апоптичного індексу 

проводилось відразу та через 12 год після обробки, згідно методики. Обробка 

лектинами тривала 4 години (Розділ 2). 

В усіх дослідних варіантах спостерігали живі клітини з яскраво 

зеленим ядром (рис. 3.4, 3.5, 3.6 б та в), клітини у апоптозі – де спостерігали 

ядро із жовтими включеннями або повністю жовті ядра із початковими 

стадіями фрагментації (рис. 3.4, 3.5, 3.6 г - е) та мертві клітини з 

конденсованим яскраво помаранчевим, іноді навіть червоним ядром з 

фрагментацією (рис 3.4, 3.5, 3.6 є - з). 



 

 
 

55 

 При дослідженні впливу сумарного препарату ФГА та ізолектинів  на 

частоту апоптичних клітин в культурі при використанні лінії Нер-2 нами 

було показано, що обробка білками у концентрації 1мкг/мл зменшувала 

кількість живих клітин, порівняно з контролем (рис. 3.7.).  

 
 

Рис 3.4. Індукція апоптозу у культурі клітин раку гортані Нер-2: а, б, в 

– живі клітини; а - клітин у контрольному варіанті без обробки лектинами; г, 

д, е - клітини у апоптозі (яскраво-зелений або жовтий хроматин, який сильно 

конденсований або фрагментований); є, ж, з - мертві клітини (жовтий та 

помаранчевий хроматин із фрагментацією ядра); б, г - одразу після обробки 

лейкоаглютиніном у концентрації 1 мкг/мл; в, д – через 12 годин після 

обробки лейкоаглютиніном у концентрації 1 мкг/мл; е, є - одразу після 

обробки еритроаглютиніном у концентрації 100 мкг/мл; ж, з - одразу після 

обробки лейкоаглютиніном у концентрації 100 мкг/мл; (збільшення 90х) \ 

а б в 

г д е 

є ж з 
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Найвищу частоту апоптичних клітин спостерігали після дії 

еритроаглютиніну і вона становила приблизно - 80%. Менш активним 

індуктором підвищення частоти апоптичних клітин, у цій серії дослідів, 

виявився лейкоаглютинін, так  клітин у апоптозі було після його впливу 

спостерігали лише 40 %.  

 
Рис 3.5 Індукція апоптозу у культурі клітин фібробластів китайського 

хом’ячка: а, б, в – живі клітини; а - клітин у контрольному варіанті без 

обробки лектинами; г, д, е - клітини у апоптозі (яскраво-зелений або жовтий 

хроматин, який сильно конденсований або фрагментований); є, ж, з - мертві 

клітини (жовтий та помаранчевий хроматин із фрагментацією ядра); б, г - 

одразу після обробки лейкоаглютиніном у концентрації 1 мкг/мл; в, д – через 

12 годин після обробки лейкоаглютиніном у концентрації 1 мкг/мл; е, є - 

одразу після обробки еритроаглютиніном у концентрації 100 мкг/мл; ж, з - 

одразу після обробки лейкоаглютиніном у концентрації 100 мкг/мл; 

(збільшення 90х)   

а б в 

г д е 

є ж з 
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За рівнем проапоптичного ефекту сумарний препарат 

фітогемаглютініну займав проміжне місце порівняно з дією окремих 

ізолектинів і становив приблизно 56%. 

 

 
Рис 3.6. Індукція апоптозу у культурі клітин людини 4BL: а, б, в – живі 

клітини; а - клітин у контрольному варіанті без обробки лектинами; г, д, е - 

клітини на ранній стадії апоптозу (яскраво-зелений або жовтий хроматин, 

який сильно конденсований або фрагментований); є, ж, з - мертві клітини 

(жовтий та помаранчевий хроматин із фрагментацією ядра); б, г - одразу 

після обробки лейкоаглютиніном у концентрації 1 мкг/мл; в, д – через 12 

годин після обробки лейкоаглютиніном у концентрації 1 мкг/мл; е, є - одразу 

після обробки еритроаглютиніном у концентрації 100 мкг/мл; ж, з - одразу 

після обробки лейкоаглютиніном у концентрації 100 мкг/мл; (збільшення 

90х) 

а б в 

г д е 

є ж з 
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Аналізуючи частоту апоптичних клітин у культурі пухлинних клітин 

Нер-2 при обробці досліджуваними лектинами у концентрації 1мкг/мл через 

12 год після обробки, з’ясували, що біологічна активність ізолектинів мала 

дещо інший характер, порівняно з попереднім дослідом (рис. 3.8).  

 
□ – живі клітини; ■ – клітини в апоптозі; ■ – мертві клітини 

 
Рис. 3.7. Індукція апоптозу у культурі клітин Нер-2 сумарним 

препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація досліджуваних 
лектинів становила 1 мкг/мл, врахування частоти апоптичних клітин 
проводили відразу після обробки. Розподіл частот живих та апоптичних 
клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від контролю (* 
p≤0,05, n=3 за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті проаналізовано 
не менше 200 клітин)  

 
Так,  не було виявлено статистично достовірних відмінностей між 

частотами апоптичних клітин у контролі та в культурі клітин, що були 
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оброблені еритроаглютиніном. В той же час, лейкоаглютинін суттєво 
підвищував частоту апоптичних клітин у експерименті, на відміну від 
попереднього досліду, де найбільший відсоток апоптичних клітин 
спричиняла дія еритроаглютиніну (рис. 3.7).  

 
 

Рис. 3.8. Індукція апоптозу у культурі клітин Нер-2 сумарним 
препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація досліджуваних 
лектинів становила 1 мкг/мл, підрахунок частоти апоптичних клітин 
проводили через 12 годин після обробки. Розподіл частот живих та 
апоптичних клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від 
контролю (* p≤0,05, n=3 за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті 
проаналізовано не менше 200 клітин); □ – живі клітини; ■ – клітини в 
апоптозі;  ■  – мертві клітини  

Вірогідно (p≤0,05) різнився від контрольного також і розподіл частот 

живих та апоптичних клітин після обробки сумарним препаратом ФГА: 

кількість живих клітин була навіть вищою, ніж у контролі - 89 %. 
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Отримані дані узгоджуються з попередніми дослідженнями, де вивчали 

вплив ФГА та його ізолектинів на проліферацію клітин Нер-2 (рис. 3.1), у 

якому також досліджували дію лектинів через 12 год після обробки. 

Було досліджено вплив сумарного препарату та його ізолектинів на 

частоту апоптичних клітин у концентрації 100 мкг/мл із використанням тієї ж 

тест-системи (рис. 3.9).  

 
Рис. 3.9. Індукція апоптозу у культурі клітин Нер-2 сумарним 

препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація досліджуваних 
лектинів становила 100 мкг/мл, врахування частоти апоптичних клітин 
проводили відразу після обробки.  Розподіл частот живих та апоптичних 
клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від контролю (* 
p≤0,05, n=3 за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті проаналізовано 
не менше 200 клітин); □ – живі клітини; ■  – клітини в апоптозі;  ■  – 
мертві клітини  
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 Було показано, що обробка усіма досліджуваними лектинами 

статистично достовірно (p≤0,05) змінює розподіл частот живих та 

апоптичних клітин, підвищуючи частоту апоптичних клітин, порівняно з 

контролем. 

У випадку дії ізолектинів відсоток живих клітин був нижчий, а при 

умові впливу еритроаглютиніну спостерігали найвищий відсоток мертвих 

клітин порівняно із варіантами обробленими лейкоаглютиніном та сумарним 

препаратом; рівень значимості цих відмінностей також становив p≤0,05 

(рис.3.9).  

Варто також зауважити, що на відміну від двох попередніх 

експериментів, в яких дію лектинів досліджували при низькій концентрації, у 

цьому дослідному варіанті спостерігали і тенденцію до зростання частоти 

мертвих клітин.  

Таке спостереження свідчить на користь гіпотези про концентраційну 

залежність при реалізації біологічної дії досліджуваних препаратів та 

узгоджується із результатами досліджень впливу лектинів на проліферацію 

клітин в умовах in vitro (рис. 3.1).  

При індукції апоптозу у культурі клітин китайського хом’ячка 

показано, що при концентрації 1 мкг/мл сумарний препарат та 

лейкоаглютинін статистично достовірно (p≤0,05) індукували підвищення 

частоти апоптичних клітин лише одразу після обробки (рис. 3.10).  

 Через 12 годин після обробки, розподіл частот також достовірно 

відрізнявся від контрольних показників (p≤0,05). Однак характер розподілу 

частот клітин був зовсім іншим (рис. 3.11).  

У цьому варіанті  ні сумарний препарат ФГА, ні окремі ізолектини не лише 

не спричиняли зростання частоти апоптичних клітин, а навпаки, такі клітини 

зустрічались рідше, ніж у контрольних варіантах.  
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Рис. 3.10. Індукція апоптозу у культурі клітин китайського хом’ячка 
сумарним препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація 
досліджуваних лектинів становила 1 мкг/мл, врахування частоти апоптичних 
клітин проводили одразу після обробки. Розподіл частот живих та 
апоптичних клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від 
контролю (*p≤0,05, n=3 за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті 
проаналізовано не менше 200 клітин); □ – живі клітини; ■  – клітини в 
апоптозі;  ■  – мертві клітини  

 

Такі суттєві відмінності між двома експериментами можна пояснити 
або швидкою загибеллю та розпадом апоптичних клітин – або тим, що одразу 
після обробки лектинами не усі клітини, які перебувають у апоптозі гинуть, 
вочевидь більшість з них репарується та активно проліферує. 
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Рис. 3.11. Індукція апоптозу у культурі клітин китайського хом’ячка 
сумарним препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація 
досліджуваних лектинів становила 1 мкг/мл, врахування частоти апоптичних 
клітин проводили через 12 годин після обробки. Розподіл частот живих та 
апоптичних клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від 
контролю (* - p≤0,05 n=3 за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті 
проаналізовано не менше 200 клітин); □ – живі клітини; ■  – клітини в 
апоптозі;  ■  – мертві клітини  

 

При дослідженні дії лектинів у концентрації 100 мкг/мл спостерігали 
статистично достовірне (p≤0,05) зниження частоти живих клітин порівняно з 
контролем (рис. 3.12). Найвищу частоту апоптичних клітин спостерігали при 
обробці сумарним препаратом ФГА. Також варто зауважити, що серед 
проаналізованих клітин переважали мертві клітини. 
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Рис. 3.12. Індукція апоптозу у культурі клітин китайського хом’ячка 
сумарним препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація 
досліджуваних лектинів становила 100 мкг/мл, врахування частоти 
апоптичних клітин проводили відразу після обробки. Розподіл частот живих 
та апоптичних клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від 
контролю (* - p≤0,05, n=3за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті 
проаналізовано не менше 200 клітин); □ – живі клітини; ■  – клітини в 
апоптозі;  ■  – мертві клітини  

 
Розподіл частот живих та апоптичних клітин відрізнявся від такого у 

препаратах, оброблених еритроаглютиніном та сумарним ФГА, на рівні 

значимості p≤0,05. 

Із використанням культури клітин людини 4ВL (рис. 3.13),  у якості 

модельного об’єкту, було показано, що при концентрації 1 мкг/мл 
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еритроаглютинін змінював розподіл частот живих та апоптичних клітин 

(рівень значимості відмінностей становив p≤0,05). 

 

 
 

 

Рис. 3.13. Індукція апоптозу у культурі клітин 4BL сумарним 

препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація досліджуваних 

лектинів становила 1 мкг/мл, врахування частоти апоптичних клітин 

проводили відразу після обробки. Розподіл частот живих та апоптичних 

клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від контролю 

(*p≤0,05, n=3 за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті проаналізовано 

не менше 200 клітин);  □ – живі клітини; ■  – кл ітини в апоптозі;  ■  – мертві 

клітини 

 

 При цьому спостерігали зростання частоти апоптичних клітин як 

відразу, так і через 12 год після обробки (рис. 3.13 та 3.14). Обробка 
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сумарним препаратом ФГА у концентрації 1мкг/мг через 12 год спричиняла 

лише незначне зменшення кількість живих клітин у культурі, порівняно з 

контролем, а у клітинах, оброблених лейкоаглютиніном, частота живих 

клітин навіть дещо зростала (рівень значимості відмінностей розподілу 

частот становив p≤0,05).  

 
 

Рис. 3.14. Індукція апоптозу у культурі клітин 4BL сумарним 

препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація досліджуваних 

лектинів становила 1 мкг/мл, врахування частоти апоптичних клітин 

проводили через 12 годин після обробки. Розподіл частот живих та 

апоптичних клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від 

контролю (*p≤0,05 n=3 за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті 

проаналізовано не менше 200 клітин );  □ – живі клітини; ■  – клітини в 

апоптозі;  ■  – мертві клітини 
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При концентрації досліджуваних білків 100 мкг/мл (рис. 3.15), як і у 

попередніх дослідах, ми спостерігали статистично достовірну індукцію 

частоти апоптичних клітин усіма досліджуваними лектинами (p≤0,05). 

Цікаво, що вплив досліджуваних ізолектинів ФГА на клітини різного 

походження in vitro дещо різнився.  

 
Рис. 3.15. Індукція апоптозу у культурі клітин 4BL сумарним 

препаратом ФГА та його ізолектинами. Концентрація досліджуваних 

лектинів становила 100 мкг/мл, врахування частоти апоптичних клітин 

проводили відразу після обробки. Розподіл частот живих та апоптичних 

клітин для усіх дослідних варіантів достовірно відрізнявся від контролю 

(*p≤0,05, n=3за критерієм χ2, у кожному дослідному варіанті проаналізовано 

не менше 200 клітин;);  □ – живі клітини; ■  – клітини в апоптозі;  ■  – мертві 

клітини 
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Так, після обробки сумарним ФГА та лейкоаглютиніном в концентрації 

1 мкг/мл у культурі клітин китайського хом’ячка (рис. 3.10),  спостерігали 

достовірно вищий рівень апоптозу, ніж в культурі Нер-2 (рис. 3.7); в той же 

час після обробки ФГА-Е спостерігали цілком протилежну картину. 

Достовірно різнився і вплив лектинів на культури 4BL та китайського 

хом’ячка після обробки еритроаглютиніном у концентрації 1 мкг/мл із 

подальшою постінкубацією (рис. 3.11 та 3.14). У клітинах китайського 

хом’ячка еритроаглютинін спричиняв зміну розподілу частот живих та 

апоптичних клітин у бік живих, – в той же час у культурі 4BL після такої 

обробки еритроаглютиніном спостерігалось, навпаки, відчутне зниження 

частоти живих клітин. Після обробки ж лейкоаглютиніном, навпаки, у 

культурі  клітин не пухлинного походження 4BL спостерігали достовірне 

зростання частот живих клітин, а в культурі китайського хом’ячка – незначне 

її зниження. 

Отримані дані свідчать про вплив досліджених лектинів на апоптоз у 

культурі клітин ссавців, а також їхній дозозалежний вплив на проліферацію. 

При низьких концентраціях спостерігали переважно, або мітогенну 

активність лектинів, або відсутність індукції апоптозу, окрім дії 

лейкоаглютиніну, у культурі клітин раку гортані Нер-2 (рис. 3.7). Цікаво 

також, що відсоток апоптичних клітин одразу після обробки білками у 

концентрації 1 мкг/мл був іноді вищий, ніж через 12 год після обробки. 

Оскільки більша частина клітин у цьому випадку перебувала у апоптозі, 

такий ефект можна пояснити тим, що певна частина цих клітин активно 

репарується та проліферує. Це вказує на складні молекулярно-біологічні 

механізми реалізації дії лектинів та потребує подальших досліджень. 

При високих концентраціях лектини спричиняли зменшення кількості 

живих клітин та статистично достовірно підвищували відсоток апоптичних 

клітин, причому у цих дослідних варіантах переважно спостерігали мертві 

клітини, на відміну від дослідів, де препарати використовувались при 

низьких концентраціях. 
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Таким чином, в результаті проведеної роботи було показано, що 

сумарний препарат ФГА та його окремі ізолектини мають дозозалежний 

характер впливу на проліферацію та виживання клітин. Усі досліджені 

лектини спричиняли типові для апоптозу зміни морфології клітини та ядра. 

Можливо ізолектини ФГА конкурують за одні й ті ж самі мішені, а дія 

сумарного препарату є результатом такої конкуренції.  
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РОЗДІЛ 4 

 

ДОСЛІДЖЕННЯ МОЛЕКУЛЯРНИХ МЕХАНІЗМІВ ІНДУКЦІЇ 

АПОПТОЗУ КЛІТИН ССАВЦІВ СУМАРНИМ ПРЕПАРАТОМ ФГА 

 ТА ЙОГО ОКРЕМИМИ ІЗОЛЕКТИНАМИ 

 

Зважаючи на існуючі літературні дані, стосовно здатності лектинів 

ініціювати апоптоз та автофагію клітин впливаючи на чисельні сигнально-

регуляторні механізми, та попередні результати роботи, було зроблено 

припущення, що лектини ФГА здатні також ініціювати певні сигнальні 

каскади апоптозу. Тож, наступним логічним етапом роботи було з’ясувати, 

які саме молекулярні механізми залучені до реалізації апоптичної дії 

досліджуваних лектинів. Для цього було вирішено проаналізувати зміни 

рівня експресії медіаторів апоптозу на рівні білка та гена у клітинах ссавців 

після дії досліджуваних нами лектинів. На цьому етапі роботи ми 

зосередились на вивченні змін рівнів активованих каспаз 3 та 8 а також про- 

та антиапоптичних білків – Вах та Bcl2. 

 

4.1. Вплив сумарного препарату ФГА та його окремих ізолектинів 

на вміст активованих каспаз та проапоптичного білка Вах 

 

Із використанням Вестерн-блот аналізу досліджено зміни експресії 

ініціаторної каспази-8 та ефекторної каспази-3, а також проапоптичного 

білка Bах. Із застосування ПЛР у реальному часі - проаналізовано зміни рівня 

експресії генів Bах та Bcl2. У роботі використовували дві модельні системи: 

лінію злоякісних клітин раку гортані людини Нер-2 та встановлену лінію 

клітин людини не пухлинного походження 4BL (детальніше у Розділі 2). На 

цьому етапі роботи було вирішено зосередитись на вивченні дії лектинів у 

концентрації 1 мкг/мл, оскільки ця концентрація є найбільш близькою до 

фізіологічних значень. Окрім того, було показано у попередніх 
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дослідженнях, що досліджувані у роботі лектини здатні спричиняти загибель 

клітин навіть при такій незначній концентрації (Розділ 3). У якості 

позитивного контролю, при проведенні цієї серії експериментів, 

використовували МННГ, що є активним індуктором апоптозу [118,119], 

проте його дія опосередкована не через каспазний каскад, а через 

каспазонезалежний механізм із залученням AIF-білка [120].  

За допомогою Вестерн-блот аналізу було виявлено, що і сумарний 

препарат і його окремі ізолектини спричиняли підвищення рівня експресії 

проапоптичних білків у обох тест-системах (рис. 4.1- 4.6). Однак, підвищення 

вмісту проапоптичних білків дещо відрізнялось для різних тест-систем. Так, 

нами було показано що, обробка еритроаглютиніном клітин 4BL призводить 

до значного підвищення вмісту активованих каспази-3 приблизно у 10 разів 

(рис. 4.1) та каспази-8 приблизно у 12 разів порівняно із контролем (рис. 4.2). 

Одночасно з цим, вміст активованих фрагментів каспаз був більш ніж у 5 

разів вищий порівняно з контролем, після обробки клітин лейкоаглютиніном 

(рис. 4.1 та 4.2).  

Такі дані узгоджуються з результатами, отриманими при  дослідженні 

впливу лектинів ФГА на частоту живих, апоптичних та мертвих клітин у 

культурі 4BL (Розділ 3, рис. 3.13). Зауважимо, що за умов експерименту, саме 

дія еритроаглютиніну призводила до значного підвищення порівняно з 

контролем відсотку апоптичних та мертвих клітин у досліджуваній культурі 

клітин не пухлинного походження (рис. 3.13-3.15). 

Сумарний препарат ФГА та лейкоаглютинін спричиняли підвищення  

вмісту активованих каспази-3 та -8 більш ніж у 3 рази порівняно із 

контролем, у цій же тест-системі, але їхні рівні були значно нижчими 

порівняно із дією еритроаглютиніну (рис. 4.1 та 4.2). Цікаво, що за 

результатами мікрокультурального тесту (рис. 3.3.) та кількісному аналізі 

клітин (рис. 3.13 та 3.14) лейкоаглютинін не спричиняв значного підвищення 

кількості апоптичних клітин у культурі 4BL, та діяв як мітоген (рис.3.3). Але 

при цьому було виявлено підвищення кількості активованих каспази-3 та -8 
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порівняно із контролем (рис. 4.1 та 4.2). Можливо такі зміни рівня 

активованих каспази-3 та -8 при обробці лейкоаглютиніном обумовлюються 

активацією клітинного циклу та активною проліферацією клітин 4BL. 

 

 
 
Рис. 4.1. Вміст розщепленої форми каспази 3 у клітинах 4BL після 

обробки ФГА та його окремими ізолектинами (1 мкг/мл). Тривалість обробки 

становила 4 години; а –  Вестерн блот аналіз тотальних лізатів клітин з 

використанням специфічних антитіл; б – відносний рівень розщепленої кас 

пази 3; ФГА-Е – еритроаглютинін, ФГА-Л – лейкоаглютинін, ФГА – 

сумарний препарат фітогемаглютиніну, GAPDH- гліцеральдегід-фосфат-

дегідрогеназa; 1 - контроль, 2 - МННГ, 3 – ФГА, 4 – ФГА-Е, 5 – ФГА-Л; * – 

достовірна різниця у показниках щодо контролю (р≤0,05 n=3) 

 

Можливо такі зміни рівня активованих каспази-3 та -8 при обробці 

лейкоаглютиніном обумовлюються активацією клітинного циклу та 
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активною проліферацією клітин 4BL. Як відомо з літературних даних, при 

поділі клітин ссавців відбуваються фізіологічні розриви ДНК, активація 

систем репарації та можливо апоптозу для підтримки стабільності клітинної 

популяції [121].  

 

 
 

Рис. 4.2. Вміст розщепленої форми каспази 8 у клітинах 4BL після 

обробки ФГА та його окремими ізолектинами (1 мкг/мл). Тривалість обробки 

становила 4 години; а –  Вестерн блот аналіз тотальних лізатів клітин з 

використанням специфічних антитіл; б –відносний рівень каспази 8, ФГА-Е – 

еритроаглютинін, ФГА-Л – лейкоаглютинін, ФГА – сумарний препарат 

фітогемаглютиніну, GAPDH- гліцеральдегід-фосфат-дегідрогеназa; 1 - 

контроль, 2 - МННГ, 3 – ФГА, 4 – ФГА-Е, 5 – ФГА-Л; � – достовірна різниця 

у показниках щодо контролю (р≤0,05; n=3) 
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Також ми проаналізували і зміни рівня експресії білка Вах в клітинах 

культури 4BL після обробки лектинами, оскільки відомо ( Розділ 1), що він 

приймає участь у ініціації мітохондріального шляху апоптозу. У результаті 

нами було виявлено, що під впливом всіх досліджуваних лектинів 

відбувається підвищення рівня цього білка відносно контролю (рис. 4.3).  

 

 
 

Рис. 4.3. Вміст білка Вах після обробки клітин 4BL ФГА та його окремими 

ізолектинами (1 мкг/мл). Тривалість обробки становила 4 години; а –  

Вестерн блот аналіз тотальних лізатів клітин з використанням специфічних 

антитіл; б – відносний рівень білка Вах; ФГА-Е – еритроаглютинін, ФГА-Л – 

лейкоаглютинін, ФГА – сумарний препарат фітогемаглютиніну, GAPDH- 

гліцеральдегід-фосфат-дегідрогеназa; 1 - контроль, 2 - МННГ, 3 – ФГА, 4 – 

ФГА-Е, 5 – ФГА-Л; * – достовірна різниця у показниках щодо контролю 

(р≤0,05; n=3)   
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При цьому найвищий вміст білка Вах (приблизно у 5 разів порівняно з 

контролем) спостерігався після обробки клітин еритроаглютиніном. Це може 

свідчити про більш виражений проапоптичний ефект цього ізолектину 

порівняно з сумарним препаратом ФГА та ФГА-Л, а також більш 

універсальний механізмом його дії. Ймовірно, ФГА-Е здатен індукувати 

загибель клітин активуючи обидві ланки апоптозу. Найменш виражену 

індукуючу дію серед досліджених лектинів мав ФГА-Л, але при цьому рівень 

експресії білка Bax у клітинах, був значно вищим (більш ніж у 2 рази) 

порівняно із контролем (рис. 4.3), що може свідчити про вибіркову індукцію 

цим лектином саме мітохондріального сигнального шляху апоптозу. 

Як вже було зазначено, характер біологічної дії трьох препаратів дещо 

відрізнявся залежно від обраної тест-системи. Так, із використанням 

культури клітин раку гортані,  також спостерігалося статистично достовірне 

підвищення рівня активованої каспази-3 порівняно із контролем після дії усіх 

трьох досліджуваних лектинів (рис. 4.4).  

Аналогічно із попередньою тест системою, найбільш активним 

індуктором каспази-3 виявився еритроаглютинін, тут вміст розщеплених 

фрагментів каспази-3 був у 4 рази вищим порівняно із контролем і майже у 

двічі порівняно із дією двох інших білків (рис. 4.4). Ці дані узгоджуються із 

результатами кількісного аналізу розподілу клітин на ранній стадії після дії 

лектинів (рис. 3.7). У цій серії експериментів, саме через 4 години після 

обробки лектинами ми також спостерігали найвищий відсоток апоптичних 

клітин саме після дії еритроаглютиніну, приблизно 80%. 

Цікаво однак, що найвищий вміст розщеплених фрагментів ініціаторної 

каспази-8 спостерігалося після обробки клітин Нер-2 не еритроаглютиніном, 

а сумарним препаратом ФГА (рис. 4.5). Еритроаглютинін та лейкоаглютинін 

також індукували підвищення вмісту цієї каспази у культурі клітин Нер-2  
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приблизно у 5 разів більше порівняно із контролем, однак ці значення були 

майже вдвічі нижчими порівняно із такими після дії сумарного ФГА (рис. 

4.5).   

 
 
Рис. 4.4. Вміст розщепленої форми каспази 3  у клітинах Нер-2 після 

обробки ФГА та його окремими ізолектинами (1 мкг/мл). Тривалість обробки 

становила 4 години; а –  Вестерн блот аналіз тотальних лізатів клітин з 

використанням специфічних антитіл; б – відносний рівень розщепленої 

форми каспази 3  ; MNNG – N-метил-N'-нітро-N-нітрозогуанідин, ФГА-Е - 

еритроаглютинін, ФГА-Л – лейкоаглютинін, ФГА сумарний препарат 

фітогемаглютиніну, GAPDH- гліцеральдегід-фосфат-дегідрогеназa; 1 - 

контроль, 2 - МННГ, 3 – ФГА-Е, 4 – ФГА-Л, 5 – ФГА  � – достовірна різниця 

у показниках щодо контролю (р≤0,05; n=3) 

 

Аналіз змін вмісту проапоптичного білка Bах виявив, що на відміну від 

попередньої тест-системи (рис. 4.3) у культурі клітин Нер-2 усі досліджувані 
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лектини спричиняли підвищення вмісту останнього майже у 2,5 рази 

порівняно із контролями (рис. 4.6). 

 
Рис. 4.5. Вміст розщепленої форми каспази 8  у клітинах Нер-2 після 

обробки ФГА та його окремими ізолектинами (1 мкг/мл). Тривалість обробки 

становила 4 години; а –  Вестерн блот аналіз тотальних лізатів клітин з 

використанням специфічних антитіл; б – відносний рівень каспази 8; MNNG 

– N-метил-N'-нітро-N-нітрозогуанідин, ФГА-Е – еритроаглютинін, ФГА-Л – 

лейкоаглютинін, ФГА – сумарний препарат фітогемаглютиніну, GAPDH- 

гліцеральдегід-фосфат-дегідрогеназa; 1 - контроль, 2 - МННГ, 3 – ФГА, 4 – 

ФГА-Е, 5 – ФГА-Л   * – достовірна різниця у показниках щодо контролю 

(р≤0,05; n=3) 

 

Сумарний препарат та еритроаглютинін підвищували вміст білка Bах 

на одному рівні, дещо нижчим такий рівень був після дії лейкоаглютиніну. 
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Рис. 4.6. Вміст білка Вах у клітинах  Нер-2 після обробки ФГА та його 

окремими ізолектинами (1 мкг/мл). Тривалість обробки становила 4 години; 

а –  Вестерн блот аналіз тотальних лізатів клітин з використанням 

специфічних антитіл; б – відносний рівень білка Вах; MNNG – N-метил-N'-

нітро-N-нітрозогуанідин, ФГА-Е – еритроаглютинін, ФГА-Л – 

лейкоаглютинін, ФГА – сумарний препарат фітогемаглютиніну, GAPDH- 

гліцеральдегід-фосфат-дегідрогеназa; 1 - контроль, 2 - МННГ, 3 – ФГА, 4 – 

ФГА-Е, 5 – ФГА-Л;   * – достовірна різниця у показниках щодо контролю 

(р≤0,05; n=3)  

 

Отже, усі досліджені у роботі лектини здатні підвищувати вміст 

активованих каспаз 3 та 8 і проапоптичного білка Bах у злоякісних та умовно 

нормальних клітинах ссавців в умовах in vitro. Отримані дані узгоджуються 

із даними літератури щодо здатності цілої низки лектинів як рослинного так і 
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тваринного походження (детально у Розділі 1) ініціювати апоптоз саме через 

активацію мітохондріального та/або рецептор-залежного шляхів. Однак, 

стосовно ФГА така дія не була показана. Лише нещодавно, фактично 

одночасно із представленою роботою, було показано, що еритроаглютинін 

може спричиняти апоптоз у клітинах раку легень людини ініціюючи 

мітохондріальний шлях апоптозу [8].  

 

4.2. Дослідження змін експресії про- та антиапоптичних генів (Bах 

та Bcl2) у клітинах ссавців під впливом лектинів ФГА 

 

Зважаючи на результати Вестерн-блот аналізу було вирішено 

проаналізувати і зміни рівня експресії деяких генів залучених до контролю 

апоптозу у клітині. Із застосуванням зворотньотранскриптазної ПЛР у 

реальному часі було показано, що усі три досліджувані лектини спричиняли 

статистично достовірне підвищення експресії проапоптичного гена Bах у 

культурі клітин раку гортані людини порівняно з контролем (рис. 4.7). Дані 

ПЛР у реальному часі цілком узгоджуються із результатами Вестерн-блот 

аналізу (рис. 4.6). Загалом рівень експресії гена Bах був майже у 2,5 рази 

вищий після дії сумарного препарату ФГА та  лейкоаглютиніну і майже у 3,5 

вищий після обробки клітин Нер-2 еритроаглютиніном порівняно із 

контролем (рис 4.7).  

Отримані результати свідчать, що усі три досліджувані  лектини здатні 

ініціювати як рецептор залежний, так і мітохондріальний сигнальні каскади 

апоптозу у злоякісних клітинах. Варто зауважити, що на відміну від 

попередньої тест-системи, у культурі клітин раку гортані, сумарний препарат 

лектину досить ефективно спричиняв підвищення рівню каспази-8 та 

проапоптичного білка Bax (рис. 4.5 та 4.6). Такі результати дають змогу 

припустити, що саме сумарний препарат ФГА однаково ефективно ініціює і 

рецептор-залежний і мітохондріальний сигнальні каскади апоптозу у 

клітинах раку гортані людини.  
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Рис. 4.7. Експресія генів Bax та Bcl-2 в клітинах Hep-2 після обробки 

лектинами (рівень мРНК за даними ПЛР у реальному часі). *Достовірна 

різниця у показниках щодо відповідного контролю (р ≤ 0,05, n=3); □  – Bax; 

 ■ – Bcl-2  

 

Ґрунтуючись на даних Вестерн-блот аналізу та ПЛР у реальному часі 

можна також висунути припущення, що еритроаглютинін здатен спричиняти 

програмовану гибель клітини переважно через активацію мітохондріального 

шляху апоптозу. Аналізуючи зміни рівня експресії проапоптичного гена Bах 

у культурі клітин 4BL ми також виявили суттєве підвищення рівня його 

експресії після обробки клітин еритроаглютиніном та лейкоаглютиніном 

(рис. 4.8).  

 



 

 
 

82 

 
 

Рис. 4.8. Експресія генів Bax та Bcl-2 в клітинах 4BL після обробки 

лектинами (рівень мРНК за даними ПЛР у реальному часі). Достовірна 

різниця у показниках щодо відповідного контролю :* для Bax, ♦ для Bcl-2.    

(р ≤ 0,05, n=3); □  – Bax;  ■ – Bcl-2   

 

Рівень експресії Bах був майже у шість разів вищий порівняно із 

контролем (рис. 4.8) після обробки клітин непухлинного походження 

лейкоаглютиніном та еритроаглютиніном. Ці результати узгоджуються із 

результатами Вестерн-блот аналізу (рис. 4.3) де спостерігалося суттєве 

підвищення рівня експресії білка Bах у цих дослідних варіантах. Однак у 

даному експерименті не вдалося зареєструвати підвищення експресії  гена 

Bах у культурі клітин 4BL після дії сумарного препарату ФГА (рис 4.8). 

Такий феномен може мати кілька пояснень і одне із них - це пригнічення 

експресії гена Bах у культурі клітин 4BL за рахунок порушення або затримки 

протеасомної деградації білка (Розділ 1), саме при дії сумарного препарату 

ФГА.  
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Із застосуванням ПЛР у реальному часі також  було проаналізовано 

вплив досліджуваних лектинів на рівень експресії антиапоптичного гена 

Bcl2. Варто зауважити, що при обробці клітин культур Hep-2 та 4BL як 

сумарним препаратом ФГА так і його окремими ізолектинами ми не 

спостерігали статистично достовірного підвищення експресії гена Bcl2 (рис. 

4.7 та 4.8). 

В усіх експериментах рівень експресії цього гена лишався на рівні з 

інтактним контролем і лише у випадку обробки клітин лінії 4BL 

еритроаглютиніном рівень експресії гена Bcl2 статистично достовірно 

знижувався порівняно із іншими варіантами у досліді (рис. 4.8).  

 

Таким чином, з використанням Вестерн блот аналізу та ПЛР у 

реальному часі було встановлено, що сумарний препарат ФГА та його окремі 

ізолектини здатні ініціювати як рецептор-залежний, так і мітохондріальний 

сигнальні шляхи апоптозу. Було встановлено, що еритроаглютинін виявився 

більш ефективним індуктором як активованих каспаз 3 та 8, так і 

проапоптичного білка Bax у культурі клітин непухлинного походження  4BL. 

У культурі клітин раку гортані еритроаглютинін з вищою ефективністю 

ініціював каспазу 3, тоді як сумарний препарат фітогемаглютиніну – каспазу 

8.  
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РОЗДІЛ 5 

 

МОЛЕКУЛЯРНЕ МОДЕЛЮВАННЯ БІЛОК-БІЛКОВОЇ 

ВЗАЄМОДІЇ ЛЕЙКОАГЛЮТІНІНУ З ПРО- ТА 

АНТИАПОПТИЧНИМИ РЕЦЕПТОРАМИ КЛІТИННОЇ МЕМБРАНИ 

 

Ґрунтуючись на отриманих даних про здатність сумарного препарату 

ФГА і його окремих ізолектинів впливати на проліферацію клітин ссавців та 

спричиняти їхню загибель, було зроблено припущення, що досліджувані у 

роботі лектини здатні активувати сигнальні каскади апоптозу. Таке 

припущення ґрунтується не лише на власних спостереженнях, а й 

поодиноких експериментальних даних інших груп науковців. Так нещодавно 

було показано, що деякі ізоформи рослинних не токсичних лектинів здатні 

спричиняти  апоптоз і автофагію у злоякісних клітинах, модулюючи ключові 

у цих процесах білки та сигналінги, включаючи: Bcl-2, каспази, p53, 

PI3K/Akt, ERK (extracellular signal-regulated kinase), BNIP3(BCL2 interacting 

protein 3), Ras-Raf та ATG [58]. Незалежно, однак одночасно із 

представленими у роботі дослідженнями, для еритроаглютиніну було 

експериментально встановлено, що він може спричиняти апоптоз у клітинах 

раку легень людини ініціюючи мітохондріальний сигнальний каскад [10].  

Як вже було згадано, вуглевод-білкові взаємодії є основним із 

механізмів реалізації біологічної активності лектинів. Однак, можна 

припустити, що механізми взаємодії клітини-реципієнта і лектину значно 

складніші, і у реалізації апоптичної дії лектинів приймають участь не лише 

вуглевод-білкові взаємодії, а й білок-білкові взаємодії лектинів та рецепторів 

що контролюють клітинний цикл та апоптоз.  

Тож для перевірки такого припущення було виконано молекулярне 

моделювання можливих взаємодій лектинів ФГА та рецепторів клітинної 

мембрани залучених до контролю проліферації та апоптозу. Для цього було 



 

 
 

86 

застосовано докінг аналіз (детально у підрозділі 2.5.) при проведенні якого 

використовували 3D структури із Protein Data Bank [http://www.rcsb.org]. У 

якості розрахункової моделі використали єдину розраховану модель для 

лейкоаглютиніну - 1FAT [122]. Для аналізу білок-білкових взаємодій, 

молекулярної динаміки та енергетики зв’язування між лектином і 

рецепторами смерті використали моделі для Fas рецептору (FasR) та фактору 

некрозу пухлин (TNF1R) 1FT4  та 3NW5 відповідно [123,124]. Також було 

проаналізовано можливу молекулярну взаємодію між лейкоаглютиніном та 

рецепторами залученими до контролю проліферації, використовуючи 

просторові структури інсулін-залежного фактору росту 1 (IGF1R) та 

епідермального фактору росту (EGFR) 3TJE і 3U7U відповідно [125-127]. 

Оцінку загальної взаємодії лектину та рецепторів проводили за 

допомогою програми ArgusLab. Загальну енергію обчислювали, як суму 

енергії зв’язків, кутів між зв’язками, дигедральних кутів, неправильних 

торсійних кутів та ван-дер-ваальсових взаємодій, використовуючи силове 

поле UFF.  

У результаті проведеного аналізу було отримано оптимальні 

просторові структури комплексів лейкоаглютиніну та рецепторів. Варто 

зауважити, що усі змодельовані комплекси характеризуються високою 

енергією зв’язування (табл. 5.1.) і це свідчить при можливу специфічність 

зв’язування лейкоаглютиніну як з про- так і з антиапоптичними рецепторами. 

Загалом було отримано кілька комплексів лейкоаглютинін-рецептор (рис. 

5.1) і найбільшою енергією зв’язування характеризується модель білок–

білкової взаємодії між лейкоаглютиніном та TNF1R (-GGibbs = 863,8kJ 

kJ/mole). Цей комплекс характеризується також великою областю контакту 
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лейкоаглютиніну та рецептору, а характер їхньої взаємодії можна описати за 

принципом «ключ-замок» (рис. 5.1, а). 

 

Таблиця 5.1.  

 

Енергія зв’язування лейкоаглютиніну у комплексах із про – та 

антиапоптичними рецепторами 

 

Рецептор 
Енергія зв’язування, -GGibbs, 

kJ/mole 

FasR 620,0 

TNF1R 863,8 

IGF1R 567,4 

EGFR 609,4 

 

 

Інші отримані в роботі комплекси характеризувались дещо меншою 

енергією зв’язування порівняно із комплексом лейкоаглютинін – TNF1R. 

Загалом складається враження, що лейкоаглютинін здатен специфічно 

зв’язуватись як із про- , так і антиапоптичними рецепторами, однак 

комплекси ФГА-Л із рецепторами смерті мають дещо вищу енергію 

зв’язування (табл 5.1.). Відомо, що і FasR і TNF1R відносяться до родини 

рецепторів смерті і їхня активація призводить до залучення прокаспази 8 до 

утворення так званого комплексу, що індукує смерть (DISC). Ця подія 

призводить до протеолітичної активації про-каспази 8 та подальшої активації 

каспаз 3 та 7, та як наслідок до ініціації деградації клітини і апоптозу [12].  
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Отримані оптимізовані просторові структури лейкоаглютиніну із 

рецепторами інсулін-залежного фактору росту 1 (IGF1R) та епідермального 

фактору росту (EGFR) мають дещо меншу енергію зв’язування 567,4 та 609,4 

kJ/mole (-GGibbs, ) відповідно і характеризуються меншою областю контакту 

білків (рис. 5.1. в, г). 

 

 

Рис. 5.1. Комплекси лейкоаглютиніну (ФГА-Л) з рецепторами: а – FasR 

(структуру рецептору позначено зеленим); б – TNF1R (позначено синім та 

червоним); в  – IGF1R (позначено синім); г – EGFR (позначено червоним); 

структуру ФГА-Л  зображено чорним кольором  

а б 

в г 



 

 
 

89 

 

За літературними даними відомо, що дисрегуляція сигнально 

регуляторних шляхів клітини через підвищену експресію чи конститутивну 

активацію рецепторів EGFR або IGF1R у клітинах людини  спричиняє 

туморогенез включаючи підвищення ангіогенезу та метастазування [128]. 

Відомо також, що обидва ці рецептори залучені у активацію PI-3K/Akt 

сигнального шляху, що спричиняє фосфорилювання білка Bad і в решті решт 

виживання клітин [128,129].  

Ймовірно лейкоаглютинін здатен високо специфічно інгібувати EGFR 

та/або IGF1R залежні сигналінги у клітині, і таке припущення 

підтверджується не лише результатами проведеного докінг аналізу, а й 

експериментальними даними Kuo та співавторів. Так, із використанням 

культури клітин раку легень людини авторами було показано, що 

еритроаглютинін інгібує EGFR залежний сигнальний каскад, що призводить і 

до пригнічення PI3K/Akt сигналінгу [8]. Порівнюючи результати роботи та 

нещодавно опубліковані дані математичного моделювання, проведеного для 

рецептору EGFR та потенційних антитіл, здатних блокувати його активність, 

можемо сказати, що лейкоаглютинін має високий потенціал до взаємодії з 

цим рецептором у живій клітині.  

Так авторами, Kado та колегами, було показано, що серед розроблених 

антитіл, що імітують EGF (Epiregulin ligand - специфічний ліганд рецептору 

EGFR) інгібуючу рецептор дію, у експерименті, мали лише ті, для яких була 

передбачена найвища енергія зв’язування [130]. А саме, вона становила:        

–204 та –147 kJ/mole, варто зауважити, що ці значення майже втричі та двічі 

нижчі за значення отримані нами для лейкоаглютиніну.  

Отже, ґрунтуючись на результатах молекулярного моделювання можна 

припустити, що лейкоаглютинін здатен специфічно зв’язуватись із 

рецепторами на поверхні клітинної мембрани, що контролюють 

проліферацію, ріст та сигнальні стимули апоптозу і у такий спосіб 

моделювати зазначені процеси. Отримані дані узгоджуються із  попередніми 
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результатами роботи (Розділ 3 та 4). Лейкоаглютинін і, можливо, інші 

лектини ФГА здатні утворювати білок–білкові комплекси із рецепторами 

смерті (FasR і TNF1R) ініціюючи програмовану загибель клітини. Окрім 

того, лейкоаглютинін здатен ініціювати сигнальні каскади апоптозу 

інгібуючи антиапоптичні рецептори клітини та IGF1R і EGFR-залежні 

сигналінги. Однак, здатність лейкоаглютиніну, та можливо, і 

еритроаглютиніну і сумарного препарату ФГА утворювати білок-білкові 

комплекси із зазначеними вище рецепторами повинна бути перевірена у 

експерименті із застосуванням сучасних методів молекулярної біології і 

генетики.  

Наразі, можна підсумувати, що і представлені у роботі, і літературні 

дані свідчать про те, що лектини на прикладі ФГА-Л, здатні не лише до 

вуглевод-білкових а й білок-білкових взаємодій. Можливо, така властивість і 

пояснює широкий спектр їхньої дії та складні концентраційні залежності 

їхнього впливу. Також варто зауважити, що лектини фітогемаглютиніну є 

досить цікавими і перспективними білками із точки зору потенційного 

застосування при розробці ефективної протипухлинної терапії у 

майбутньому.  

Таким чином, із застосуванням методу молекулярного моделювання 

вперше було показано, що лейкоаглютинін здатен утворювати білок-білкові 

комплекси як з «проапоптичними» рецепторами (FasR і TNF1R), так і 

«антиапоптичними» рецепторами (IGF1R і EGFR) клітини. Було показано, 

що такі комплекси характеризуються високою енергією зв’язування, що 

може свідчити про специфічність білок-білкової (лектину з рецептором) 

взаємодії.  

Отримані дані надають можливість зробити припущення, що 

досліджувані в роботі лектини здатні ініціювати апоптоз опосередковано 

через взаємодію із рецепторами смерті та росту, і важливим фактором для 

такого впливу є саме білок-білкова взаємодія лектину та рецептору. 

 



 

 
 

91 

 

Результати проведених досліджень доповідалися на міжнародній 

конференції: 

1. Kochubei T., Kitam V., Maksymchuk O., Piven O., Lukash L. 

Possible mechanisms of leukoagglutinin induced apoptosis in human cells in vitro. 

// Materials of International Symposium on Cell Biology jointly with 5th Ukrainian 

Congress for Cell Biology, 2-6 жовтня 2016, Одеса, Україна. 
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РОЗДІЛ 6 

 

АНАЛІЗ I УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

У результаті проведених в представленій роботі досліджень отримано 

відповідь на основне питання, поставлене на початку цієї роботи: чи здатен 

мітоген – лектин квасолі звичайної, індукувати програмовану гибель клітин 

ссавців. Та який можливий механізм реалізації проапоптичної дії лектину 

ФГА та його окремих ізолектинів.  

Дійсно, у результаті проведеної роботи, було встановлено, що 

фітогемаглютинін та його окремі ізолектини здатні модулювати 

проліферацію клітин ссавців в умовах in vitro. Так, було показано, що 

досліджувані лектини мають як мітогенну, так і цитостатичну/інгібуючу 

проліферацію дію. Характер біологічної дії трьох препаратів (сумарного 

ФГА, лейкоаглютиніну та еритроаглютиніну) відрізнявся залежно від обраної 

тест-системи і концентрації лектинів. Так, наприклад, із використанням 

культури клітин раку гортані людини Нер-2 досліджувані у роботі лектини 

не виявляли мітогенної активності, на відміну від дослідів з використанням 

клітин китайського хом’ячка та культури умовно нормальних клітин людини 

4ВL. 

 Дані представленої роботи узгоджуються з результатами інших 

наукових груп, де було показано, що сумарний препарат ФГА має 

цитостатичну дію та здатен інгібувати проліферацію клітин людини різних 

ліній: Hs729 (HTB-153), SK-UT-1, SK-LMS-1 та клітин мієломи людини SP2 

[131-133].  

Здатність ФГА інгібувати проліферацію клітин також було виявлено із 

використанням тваринних моделей. Так, було показано, що присутність ФГА 

у певній кількості у раціоні лабораторних мишей з лімфомою мало 

цитотоксичний вплив на злоякісні клітини [134]. Пізніше було показано, що 

низькі дози лектину ФГА пригнічували метастазування, ангіогенез пухлини 
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та мали цитотоксичну дію проти клітин мієломи, карциноми січового міхура 

та раку легень у мишей [135-137]. 

Однак, у представленій роботі вперше було проаналізовано дію не 

лише сумарного препарату ФГА, але й його окремих ізолектинів із 

застосуванням як злоякісних, так і умовно нормальних клітин ссавців. Було 

виявлено не лише більш виразне інгібування проліферації злоякісних клітин 

лектинами ФГА порівняно із умовно нормальними клітинами, але й 

спостерігалась деяка різниця між ефектами дії сумарного препарату та його 

окремих ізолектинів.  

Так, у культурах клітин людини найбільш яскраво виражений 

цитостатичний/інгібуючий ефект мав лейкоаглютинін, а у культурі клітин 

китайського хом'ячка – еритроаглютинін та сумарний препарат лектину. 

Загальновідомо, що сумарний препарат ФГА має вуглеводну 

специфічність до олігосахаридів, а окремі ізолектини, наприклад, 

лейкоцитарна - до вуглеводів, що містять манозу, на відміну від 

еритроцитарної, що має вуглеводну специфічність до двоантенних 

глікопротеїнів, що містять галактозу [6]. Окрім того було показано, що 

лейкоаглютинін ФГА-Л, на відміну від еритроаглютиніну, здатен 

розпізнавати три – і тетраантенні β-1-6-N-ацетилглюкозамінні залишки N-

гліканів, підвищення експресії яких асоціюється із метастазуванням та 

прогресією пухлини [7].  

Зважаючи на ці дані, можна припустити, що ймовірно, відмінності у 

біологічній активності сумарного препарату та його ізолектинів є наслідком 

їхньої різної вуглеводної специфічності та відмінностями глікокоду між 

різними типами клітин. Вочевидь, вуглеводна специфічність лектинів є 

ключовим і першим етапом у реалізації його біологічної дії, а саме у 

визначенні специфічності розпізнавання та зв’язування лектину і клітини-

реципієнта. Таке припущення узгоджується із літературними та 

представленими даними [138], і може пояснювати певні відмінності у 

біологічній активності лектинів залежно від концентрації та тест-системи.  
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Варто зауважити, що цитостатична дія та здатність пригнічувати 

проліферацію клітин була показана і для цілої низки інших лектинів 

рослинного походження [139]. Варто також згадати і роботи які 

виконувались у нашому відділі раніше, де із застосуванням клітин ссавців 

вивчалась дія лектинів рослинного та тваринного походження [5]. При 

вивченні впливу лектинів насіння сочевиці, лектину ікри окуня та кори 

бузини чорної також було зареєстровано як мітогенну, так і інгібуючу 

проліферацію дію останніх залежно від концентрації і типу клітин [138]. 

Пригнічення проліферації та летальність клітин китайського хом’ячка 

спостерігались при дії лектинів кори бузини чорної та насіння сочевиці у 

діапазоні концентрацій від 20 до 2000 мкг/мл.  

Цікаво, що у представленій роботі, із застосуванням тієї ж культури 

клітин як тест-системи, було виявлено пригнічення проліферації клітин 

лейкоаглютиніном лише у діапазоні концентрацій 100 – 1000 мкг/мл. І як вже 

зазначалось раніше, із використанням культури клітин раку гортані, усі 

досліджені нами концентрації лектинів ФГА виявляли пригнічувальну щодо 

проліферації дію.  

Нині панує думка, що лектини, завдяки вуглеводній специфічності 

здатні зв’язуватись із рецепторами гормонів (наприклад інсуліну), факторів 

росту, некрозу і у такий спосіб активувати та/або інгібувати різноманітні 

біологічні процеси у клітині: проліферацію, активацію/пригнічення синтезу 

ДНК, активацію імунної відповіді, тощо. Зважаючи на це та отримані у 

роботі дані, можна припустити, що дія лектинів має складний та 

багатостадійний характер, який певною мірою залежить і від молекулярної 

будови лектинів та додаткових ензиматичних активностей, як наприклад 

лектини ікри жаби чи окуня [140]. Стосовно ж лектинів, які не належать до 

родини RIP білків, або не мають здатності взаємодіяти з нуклеїновими 

кислотами, як вище згадані лектини тваринного походження, можемо 

припустити, що їхня дія реалізується опосередковано через взаємодію із 
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рецепторами та активацію, або пригнічення відповідних сигнальних систем 

клітини.  

Ця думка узгоджується із результатами отриманими із застосуванням 

мікрокультурального тесту, де було зроблено спробу розрахувати вплив 

лектинів ФГА на проліферацію, при умові сумарної дії ізолектинів. Отримані 

результати свідчать на користь припущення, що виявлений вплив сумарного 

препарату ФГА не є наслідком спільної дії його ізолектинів. Можна 

припустити, що лейкоаглютинін та еритроаглютинін конкурують за одні й ті 

ж самі мішені. А різниці у дії лектинів, імовірніше за все, пояснюються більш 

або менш ефективним зв’язуванням лектину із клітиною. І це підтверджує 

припущення про вплив лектинів саме на рецептори, і у такий спосіб на 

сигнальні системи і, відповідно, на внутрішньоклітинні процеси.  

Отримані дані щодо здатності лектинів ФГА індукувати апоптичні 

процеси у клітинах були підтверджені також результатами проведеного 

морфологічного аналізу. При дослідженні реєструвалися типові для апоптозу 

зміни морфології клітини та ядра після обробки лектинами у концентраціях 1 

та 100 мкг/мл (рис 3.7 – 3.15).  

Варто зауважити, що при високих концентраціях лектини спричиняли 

зменшення кількості живих клітин та статистично достовірно підвищували 

відсоток апоптичних клітин в усіх обраних тест-системах як одразу, так і 

через 12 годин після обробки (рис. 3.7 – 3.15). Це узгоджується із даними, 

отриманими за допомогою мікрокультурального тесту. Де, саме за умов 

високих концентрацій – 100 та 1000 мкг/мл, і сумарний препарат і окремі 

ізолектини ФГА пригнічували проліферацію клітин ссавців (рис. 3.1 – 3.3).  

Як у представленій роботі, так і в дослідженнях інших авторів [138], 

спостерігались концентраційні залежності інгібуючої проліферацію клітин дії 

лектинів. Також було зареєстровано типові для апоптозу морфологічні зміни 

ядра, такі як конденсація та фрагментація хроматину. В літературі наявні й 

інші дані, що свідчать не лише про властиву сумарному препарату ФГА 

цитостатичну та цитотоксичну дію в умовах in vitro та in vivo [131-133], але й 
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демонструють, що цей лектин зв’язується безпосередньо із мембраною 

клітини-реципієнта [141-143].  

Все вище згадане може переконливо свідчити про те, що лектини, 

зокрема ФГА, здатні модулювати ті, або інші сигнальні каскади в клітині 

через взаємодію із відповідними рецепторами на поверхні клітини. Однак, 

зважаючи на широкий спектр дії лектинів, зокрема їхню мітогенну і 

цитостатичну/цитотоксичну дію, можна припустити, що механізми впливу 

лектинів набагато складніші і виходять за рамки моделі вуглевод-білкових 

взаємодій. Вуглеводна специфічність лектинів обумовлює зв’язування із 

вуглеводними детермінантами на поверхні клітини, однак було зроблено 

припущення, що при реалізації їхньої біологічної дії можуть бути залучені і 

білок-білкові взаємодії. 

Тож із застосуванням молекулярного моделювання у роботі було 

показано, що лейкоаглютинін здатен утворювати специфічні комплекси із 

рецепторами на поверхні клітинної мембрани, що контролюють 

проліферацію, ріст та апоптоз. Вперше були отримані моделі комплексів 

лейкоаглютиніну із рецепторами смерті (FasR і TNF1R) та «анти-

апоптичними» рецепторами клітини (IGF1R і EGFR). При цьому, варто 

зауважити, що білок-білкові комплекси лектину та рецепторів смерті 

характеризуються більшою енергією зв’язування. І як вже було зазначено, 

отримана шляхом розрахунків енергія зв’язування для лейкоаглютиніну та 

EGFR була втричі вищою, ніж для EGFR та специфічних антитіл і становила: 

– 609,4 kJ/mole проти – 204 та – 147 kJ/mole, відповідно [130].  

Це свідчить про високу ймовірність утворення зазначених вище 

комплексів лейкоаглютиніну та рецепторів у системах in vitro та in vivo. 

Незважаючи на те, що представлені біоінформатичні результати не були 

перевірені безпосередньо у досліді, сам факт, що лейкоаглютинін здатен 

утворювати високоспецифічні білкові комплекси із рецепторами смерті та 

антиапоптичними рецепторами клітини, з одного боку узгоджується із 
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низкою експериментальних даних, а з іншого боку розкриває більш складні 

механізми реалізації дії лектинів.  

Це спонукає дослідників по новому поглянути на вже, здавалось би, 

досить добре відомі білки – лектини. Вочевидь, при реалізації впливу 

лектину на проліферацію клітини, або програмовану загибель важливими є і 

вуглевод-білкові і білок-білкові взаємодії. Це означає, що  визначальною, для 

реалізації такого впливу, буде не лише вуглеводна специфічність лектину, а й 

його просторова білкова структура. Тобто, лектин здатен утворювати не 

лише високоспецифічні вуглевод-білкові, а й білок-білкові комплекси і з 

вуглеводами та білковими рецепторами на поверхні мембрани клітини. 

Можливо саме це припущення пояснює описані концентраційні залежності 

дії білків, описані у роботі і іншими авторами, та широкий спектр такої дії: 

від мітогенної до цитотоксичної.  

Можна припустити, що при внесенні лектину у систему клітин, 

спочатку реалізуються його вуглевод-білкові взаємодії і лектини специфічно 

розпізнають вуглеводні залишки репрезентовані на поверхні мембрани 

клітини, які у свою чергу не є сталими і варіюють залежно і від стадії 

клітинного циклу і від статусу клітин – чи то вона умовно нормальна чи 

малігнізована. При подальшому насичені системи лектинами, тобто при 

збільшені концентрації, лектини конкурують не лише за вільні вуглеводні 

детермінанти на мембрані, а й за вільні білкові рецептори репрезентовані там 

же. І залежно від молекулярної будови самого білка, останні можуть 

розпізнавати ті чи інші рецептори і відповідно активувати чи пригнічувати 

певні процеси у клітині.  

На користь такого припущення свідчать і роботи іншої групи авторів, 

які із застосуванням комп’ютерного моделювання показали здатність цілої 

низки лектинів грибів утворювати білок-білкові комплекси з рецептором 

TRAIL-R2 із високою енергією зв’язування [144]. Автори припускають, що 

проаналізовані ними лектини грибів: SSL, FVL, PVL та XCL мають велику 

перспективу у якості специфічних індукторів апоптозу ракових клітин через 
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активацію TRAIL-R2 опосередкованого апоптозу. Однак, це припущення 

потребує подальшої перевірки в експериментах in vivo та in vitro. 

Можна сказати, що лектини, взагалі як група білків, є досить цікавими 

з точки зору застосування при протипухлинній терапії. У огляді літератури 

(Розділ 1) досить детально було описано про стратегію активації апоптозу 

виключно у ракових клітинах, як досить дієву та ефективну тактику. У цьому 

сенсі вуглеводна специфічність лектинів дає нам змогу підібрати панель 

білків, які будуть специфічними лише до метастазуючих або малігнізованих 

клітин, з іншого ж боку здатність лектинів ініціювати апоптоз у клітині вже 

при мілімолярних концентраціях робить можливим їхнє застосування для 

ініціації програмованої гибелі у «розпізнаної» групи клітин.  

У представленій роботі було перевірено експериментально здатність 

лектинів ФГА ініціювати апоптоз і вивчено зміни вмісту розщеплених каспаз 

3 та 8 після обробки клітин лектинами, а також досліджено зміни експресії 

генів Bax та Bcl2. Вдалося показати, що усі три досліджувані нами лектини 

здатні ініціювати як рецептор-залежний, так і мітохондріальний сигнальні 

каскади апоптозу у клітинах ссавців. Було встановлено, що еритроаглютинін 

виявився більш ефективним індуктором як активованих каспаз 3 та 8 так і 

проапоптичного білка Bax у культурі клітин 4BL. У культурі клітин раку 

гортані людини Нер-2 еритроаглютинін з вищою ефективністю ініціював 

каспазу 3, тоді як сумарний препарат фітогемаглютиніну – каспазу 8. 

Представлені дані узгоджуються із результатами, отриманими із 

використанням культури клітин раку легень людини, де автори також 

реєстрували підвищення вмісту розщеплених каспаз 3 та 9 після обробки 

клітин еритроаглютиніном [8]. У цій роботі також було показано, що 

еритроаглютинін індукує мітохондріальний сигнальний шлях апоптозу у 

ракових клітинах лінії A-549. Аналогічно із представленими результатами, 

автори спостерігали підвищення рівня експресії Bax, а також Bad та 

пригнічення експресії Bcl-2. Описані результати гарно погоджуються з 

отриманими в нашій роботі експериментальними даними. 
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Все це також підтверджується результатами теоретичних розрахунків, 

проведених іншими авторами [144]. Підвищення вмісту розщеплених каспаз, 

проапоптичних білків та активація цілих сигнальних каскадів, свідчить на 

користь існування отриманих у роботі моделей комплексів лейкоаглютиніну 

та рецепторів – смерті. І на прикладі лейкоаглютиніну можемо висунути 

припущення, що лектини дійсно, утворюючи білок-білкові комплекси із 

рецепторами смерті: FasR, TNF1R та TRAIL-R2, здатні ініціювати 

програмовану загибель клітини, як через активацію рецептор-залежного, так і 

мітохондріального каскадів (рис. 6.1)  

З іншого боку, для лейкоаглютиніну у представленій роботі було 

показано, що він здатен утворювати комплекси і із «анти-апоптичними» 

рецепторами: IGF1R та EGFR. З літератури відомо, що дерегуляція 

сигнальних каскадів EGFR та IGF1R, пригнічення або активація, можуть 

сприяти туморогенезу включаючи ангіогенез та метастазування та 

асоціюється із поганим прогнозом для пацієнта [145]. Також відомо, що 

обидва ці рецептори залучені до активації PI-3K/Akt сигнального шляху у 

клітині, який у свою чергу підвищує виживання клітин шляхом 

фосфорилювання Bad [128,129]. Зважаючи на результати докінг аналізу, 

можна припустити, що лейкоаглютинін здатен пригнічувати EGFR та/або 

IGFR-1 залежні сигналінги, та таким чином активувати апоптоз (рис. 6.1).  

На користь такого припущення свідчать експериментальні дані 

отримані Kuo та колегами, де автори спостерігали пригнічення PI3K/Akt 

сигналінгу у клітинах раку легень після обробки еритроаглютиніном [8]. 

Цікаво також, що здатність пригнічувати PI3K/Akt сигналінг та індукувати 

мітохондріальний апоптоз у клітинах гепатоми людини була показана і для 

лектину омели корейської [146]. 

Загалом, аналізуючи власні та літературні дані, можна переконатися у 

тому, що не лише ФГА, а й інші лектини рослинного та тваринного 

походження здатні активувати сигнальні каскади програмованої загибелі 

клітин.  
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Рис. 6.1. Схематичне узагальнення молекулярних механізмів ініціації 

апоптозу ФГА. Лектини здатні утворювати білок-білкові комплекси із 

рецепторами апоптозу та “проліферації” на поверхні клітинної мембрани і у 

такий спосіб активувати апоптоз. ФГА ініціює підвищення місту активованих 

каспаз 3 та 8, 9 та модулює вміст про- і антиапоптичних білків, ініціює вихід 

цитохрому С. Примітки: пунктирна стрілка - власні експериментальні дані, 

отримані в роботі, штрих-пунктир - літературні дані [8]  

 

Так, для одного із лектинів грибів SRL було показано, що він 

спричиняє апоптоз клітин раку прямої кишки підвищуючи вміст 

розщеплених каспаз 3 та 8 та активуючи МАР кіназний сигнально 

регуляторний шлях [147]. При дослідженні клітин лейкемії людини, було 

показано, що інший лектин грибів – RBL ініціює рецептор-залежний 
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механізм апоптозу [148]. Ініціація апоптозу через підвищення вмісту 

розщеплених каспаз, модуляція рівнів білків Bax та Bak, а також вивільнення 

цитохрому с у клітинах меланоми була показана і для лектину пшениці WGA 

[149]. Було показано, що цей лектин здатен спричиняти апоптоз злоякісних 

клітин через Fas- та каспаза-3 незалежний механізми, а саме - через 

активацію мітохондріального шляху апоптозу.  

Тож, ґрунтуючись на результатах аналізу роботи та літературних 

даних, можна висунути припущення, що лектини характеризуються більш 

складними механізмами взаємодії із клітиною-реципієнтом і проявляють, як 

мітогенну, антиапоптичну, так і проапоптичну активність. Біологічна дія 

лектинів реалізується, як за рахунок вуглевод-білкових, так і білок-білкових 

взаємодій, які, власне, і забезпечують специфічне розпізнавання та 

зв’язування лектину із мембраною клітини та утворення стабільних 

комплексів із рецепторами смерті (FasR, TNF1R) та «анти-апоптичними» 

рецепторами. Для розвитку того чи іншого сценарію, тобто ініціації 

проліферації, або навпаки – апоптозу, важливою є не лише вуглеводна 

специфічність лектинів, а й репрезентація вуглеводів на поверхні клітинної 

мембрани та доступність рецепторів, які часто змінюються залежно від стану 

клітини. 

Отже, залежно від стану клітини, концентрації лектину у системі та 

його молекулярної будови лектини, зокрема ФГА, можуть активувати 

рецептор-залежний та мітохондріальний шляхи апоптозу, а вибірковість 

їхнього зв’язування робить їх надзвичайно перспективними з точки зору 

застосування у протипухлинній терапії. 
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ВИСНОВКИ 
 

Виявлено здатність сумарного препарату фітогемаглютиніну та його 

окремих ізолектинів індукувати загибель злоякісних і умовно нормальних 

соматичних клітин ссавців залежно від концентрації лектинів та 

опосередковано через ініціацію рецептор-залежного механізму апоптозу. 

1. Встановлено, що ФГА та його окремі ізолектини у концентрації 1   

мкг/мл спричиняли типові для апоптозу зміни морфології ядра через 4 

години після обробки. 

2. Показано, що сумарний препарат ФГА та його окремі ізолектини 

мають дозозалежний характер впливу на проліферацію та виживання клітин. 

У діапазоні високих концентрацій (100 – 1000 мкг/мл) лектини інгібували 

ріст клітинної  культури.  

3. Вперше виявлено підвищення рівня активованих каспаз 3 та 8 у 

культурах клітин карциноми гортані та клітинах  непухлинного походження 

людини під дією ФГА та його окремих ізолектинів, причому найбільш 

ефективним індуктором каспаз виявився еритроаглютинін. 

4. Показано здатність ФГА та його ізолектинів спричиняти 

програмовану загибель клітин, регулюючи експресію про- та антиапоптичних 

білків Bax і Bcl-2 на рівні РНК та білка. 

5. Із застосуванням комп'ютерних методів аналізу  було виявлено 

специфічні білок-білкові комплекси, які  лейкоаглютинін здатен утворювати 

як з проапоптичними рецепторами (FasR і TNF1R), так і антиапоптичними 

рецепторами (IGF1R and EGFR) клітини. 
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Додаток А 

 

 
 

Рис 1. Схематичне зображення основних шляхів активації 

апоптозу 

 

 

 

 

 

 

Фактори, пов’язані з ішемією: 
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Гуморальні фактори: 
 норепінефрин 
 ангіотензин ІІ 
 TNFα / FasL та ін. 

Мітохондріальний шлях 
запуску 
апоптозу  

Зовнішній 
(рецепторний) 
шлях запуску 
апоптозу  
 

Мітохондрія 

AIF 

dATP 

Цит. С 

APAF-1 
прокаспаза  9               прокаспаза 8 
 
каспаза 9                            каспаза 8 
 

активна каспаза 3 

АПОПТОЗ 



 

 
 

122 

Додаток Б 

 

 
 

Рис.1. Можливі шляхи виникнення резистентності малігнізованих клітин до 

апоптозу: 1) порушення балансу між проапоптичними та антиапоптичними 

білками у клітині відбувається вразі пригнічення експресії антиапоптичних 

білків (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1/BF-1, BclB/Bcl2L10) та підвищення 

рівня експресії проапотичних білків (Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, 

Hrk,Bik, Bax, Bak, Bok/Mtd); 2) пригнічення функціонування каспаз 

внаслідок генетичних мутацій; 3) порушення прийняття та трансдукції 

сигналів смерті виникає внаслідок зменшення рівня експресії рецепторів 

смерті, або зменшення рівня експресії сигналів смерті чи появи мутантних 

форм рецепторів без доменів смерті  
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Додаток В 

 

 
 

Рис.1 Рецептор-залежний та мітохондріальний сигнальні шляхи 

апоптозу. Мішені та стратегії протипухлинної терапії. TRIAL-L – 

апоптозоіндукуючий рецептор; TRIALR1/R2 - TRAIL TNF- подібний ліганд, 

що індукує апоптоз (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) 

receptors 1/2); DISC  - death-inducing signaling complex сигнальний комплекс 

що включає загибель; Smac/DIABLO – другий акстиватор каспаз, що 

продукується мітохондріями, прямий білок-зв’язувач ІАР; CytC – 

цитохрохром с; Ад - аденовірусні конструкції; пептиди що містять АГА 

(аргінін-гліцин-аспартат) мотив; МАR1/R2- Моноклональні антитіла R1/R2; 

РР-TRIAL – розчинний рекомбінантний TRIAL; ІАР – інгібітори каспаз; АСН 

- антисенсові нуклеотиди 



Вплив лектинів на виживаність клітин ссавців 
№ 
п.п 

Лектин Вуглеводна 
специфічність 

Лінії клітин 
ссаців 

Характер впливу лектинів та описані 
механізми 

Поси-
лання 

1. Лектин 
фітопатогенного 
гриба (Sclerotium 
rolfsii) 

GalNAc 
GlcNAc 

Культура клітини раку молочної 
залози людини MCF-7 та ZR-75. 

Апоптоз, пригнічення проліферації [61, 
62] 

2. Лектин купини 
запашної 
(Polygo-natum 
odoratum) 

N-ацетил 
нейрамінова 
кислота та 
сіалогліко-
протеїни 

A549, L929,  
MCF-7 

Ініціація апоптозу, пригнічення 
проліферації, автофагія (активація Akt-
mTOR та міохондріального шляху, Ras-Raf-
MEK-ERK опосередкований сигнальний 
шлях, ініціація каспазозалежного механізму 
апоптозу),  

[60, 64, 
65] 

3. Лектин омели 
звичайної 
(Viscum Album). 

β-галактоза Лінії клітин гліобластоми миші LNT-
229 та LN-308; клітини ліній MCF-7 
MDA-MB231, 
NALM6,  
Клітини гепатокарциноми SKHep1 і 
Hep 3B 

Цитотиксичність, апоптоз 
(активація p53- і p21-незалежних шляхів, 
активація каспази 3, активація Bax, Bik, і 
Puma, пригнічення Bcl-2) 

[66, 67, 
70, 71-
73] 

4. Конканавалін А 
(Canavalia 
ensiforme) 

маноза A375, B16  
3T3, культура клітин гліобластоми, 
HeLa 

Апоптоз і автофагія  
(вихід цитохрому с, ініціація каспази-9 і -3)  

[76, 
77] 

5. Лектин сої 
культурної 
(Glycine hispida) 

N-ацетил-D-
галактозамін 

HeLa, лінії клітин гепатоми людини, 
хоріокарциноми, меланоми миші, 
остеосаркоми щурів 

Апоптоз, цитотоксичність, 
автофагія (пошкодження ДНК, підвищення 
генерації активних форм кисню) 

[83 – 
85] 

6. Лектин клематісу 
(Clematis montana) 

маноза L929, HeLa, MCF7 і HepG2 Пригнічення проліферації, апоптоз [86, 
87] 

7. Еритроаглютінін 
(Phaseolus vulgaris) 

Складні 
вуглеводи, що 
містять галактозу 

Культура клітин раку легенів людини Апоптоз (вивільнення цитохрому с, ініціація 
каспази 3) 

[8] 
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