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Встановлено, що ці процеси в MX під 
впливом донора NO 1 іпМ SNP зумовлені 
зниженням активності аконітази, але не цитра- 
тсинтази і альфакетоглутаратдегідрогенази. 
Основним моментом цих досліджень вважа
лось перемикання обміну з аеробної компоне
нти на гліколіз, який встановлений за 50 % 
зростанням продукції лактату [З, 5]. Припус
кається можливість реалізації ефектів оксиду 
азоту на мітохондріальне дихання декількома 
шляхами. Серед них NO-залежне зниження 
інтенсивності окиснення викликане активаці
єю холінергічних мускаринових М2 і брадикі- 
ні нових ВК2 рецепторів у скелетних м'язів, 
цГМФ-залежними реакціями в ефектах ендо
генного N0, посиленням активації NOS у MX 
різних типів клітин. Гістохімічними методами 
показано кореляційний зв'язок між eNOS і су- 
кцинатдегідрогеназою MX.

Таким чином, аналіз NO-залежних меха
нізмів енергозабезпечення основними суб
стратами циклу Кребса свідчить про існу
вання регуляторних метаболічних шляхів, 
пов'язаних з функціонуванням холінергічних 
і адренергічних механізмів регуляції, пере
важання котрих у кінцевому підсумку зумо
влює високу і низьку резистентність до дії 
гіпоксичного чинника, і має враховуватись у 
спрямованій фармакологічній корекції.
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ВПЛИВ ПЕПТИДНИХ ФРАГМЕНТІВ 
ГЕМОГЛОБІНУ НА АПОПТОЗ 

ГЕМОПОЕТИЧНИХ КЛІТИН КІСТКОВОГО 
МОЗКУ ПРИ МІЄЛОДЕПРЕСІЇ

Досліджуються процеси апоптозу клітин 
кісткового мозку в умовах депресії кровотво
рення цитостатичним препаратом вінблас- 
тином та корекції цих порушень пептидним 
комплексом, отриманим шляхом фермента
тивного гідролізу гемоглобіну.

The investigation is devoted to the study of the 
processes of apoptosis of bone marrow cells in 
conditions of depression of blood production by 
cytostatic preparation winblastin and correction of 
these violatiobs by peptide complex by the recieved 
way offermentative hydrolysis of hemoglobin.

Відомо, що депресія кровотворення може 
бути різного генезу: унаслідок дії на клітини 
гемопоезу токсинів, бактерій, радіації, анти
тіл, імунних комплексів, цитостатичних 
препаратів. Нами було обрано модель цито- 
статичної депресії кровотворення, тому що 
мієлодепресивна дозозалежна дія цитоста
тиків чітко розкривається в кістковому моз
ку. Високодозна хіміотерапія різними цито
статиками і кортикостероїдами супроводжу
ється сильним пригніченням кровотворення, 
розвитком нейтрофілопенії, що супроводжу
ється різким послабленням антимікробної 
резистентносте високим ризиком їнфекщи. 
Негативним є те, що цитостатики діють не 
вибірково до лейкозного клітинного клону, а 
тільки переважно до нього й одночасно з 
руйнуванням злоякісних клітин токсично 
впливають на кровотворні клітини кістково
го мозку [2]. Розробка нових методів корекції 
порушень, які виникають у системі крові при 
лікуванні цитостатичними препаратами є ак
туальним і сьогодні [4].

©Т.М.Запорожець, 2002



Вісник Фізіологія Випуск 8

У дослідженні ми використовували ал
калоїд барвінку рожевого -  вінбластин, 
який денатуруюче впливає на тубулін цито- 
скелета, викликаючи К-мітоз, чинить роз
рив та непрохідність мембранних каналів, 
що сприяє апоптозу, тому використовується 
як протипухлинний засіб.

Процеси депресії кровотворення і заги
белі клітин тісно пов'язані одне з одним. 
Тому нам було цікаво дослідити особливос
ті процесів апоптозу, зокрема експресії йо
го головних маркерів bcl-2 та р53 в умовах 
депресії кровотворення, викликаної вве
денням цитостатику, і оцінити вплив пеп- 
тидних фрагментів, отриманих за власною 
методикою шляхом ферментативного гід
ролізу гемоглобіну, на процеси фізіологіч
ної загибелі клітин у кістковому мозку.

Матеріали та методи дослідження
Дослідження проведені на 21 щурах 

обох статей масою 180 г. Тварини було по
ділено натри групи:

1 ) інтактна;
2) контрольна -  тваринам одноразово 

внутрішньоочеревинно вводили вінбластин 
у дозі 0,1 мг на 100 г маси тіла [7] і парале
льно вводили 0,2 мл апірогенного 0,9 % фі
зіологічного розчину натрію хлориду упро
довж 7 днів;

3) дослідна -  щурам після введення вінб- 
ластину в дозі 0,1 мг на 100 г маси тіла вво
дили пегітидний комплекс, добутий з гемо
глобіну, у дозі 1 мг/кг маси тіла на добу в 
0,2 мл фізіологічного розчину упродовж 7 днів.

Маркери апоптозу онкопротеїни ЬсІ-2 і 
р53 визначали універсальним імуногістохі- 
мічним стрептавідін-пероксидазним мето
дом [3] на парафінових зрізах кісткового 
мозку. Як перші антитіла використовували 
моноклональні антитіла до bcl-2 ("Dako" N- 
Series Mouse ANTI-HUMAN bcl-2 onco
protein, 124), до p53 (Mouse ANTI-HUMAN 
p53 protein, DO-7). Як другі антитіла до ЬсІ- 
2 і р53 використовували біотильовані анти
тіла козла до імуноглобулінів миші 
("Sigma" Anti-Mouse Immunoglobulins Biotin 
Conjugate). Для зв'язування біотину корис
тувались третіми антитілами (однакові для 
bcl-2 та р53) ExtrAvidin Peroxidase Conugate 
"Sigma". Для цитохімічного визначення ак
тивності пероксидази отримані зрізи кіст
кового мозку відмивали та інкубували в 
розчині хромогену діаминобензидину, по
міщали в бальзам. У контрольних реакціях

на зрізи замість перших антитіл наносили 
Negative Control "Dako". Ураховували інте
нсивність (за середнім цитохімічним коефі
цієнтом СЦК) і розповсюдженість (за про
центом клітин-носіїв маркерів апоптозу р53 і 
ЬсІ-2) зафарбованого продукту реакції, який 
проявляли діаминобензидином тетрахлори- 
дом. Статистичну оцінку результатів прово
дили за допомогою критерію Стьюдента.

Результати та їх обговорення
На сьому добу після одноразового вве

дення вінбластину в нашому досліді загину
ло 70 відсотків тварин, причому відмічено 
численні спайки та перфорації стінок кише
чнику, некротичний стан шкіри й слизових 
оболонок ротової порожнини, гіпоплазію 
кісткового мозку.

Отже, уведення вінбластину в першу чер
гу впливало на тканини, клітини яких по
стійно діляться: бластні клітини червоного 
мозку, епітелій слизових шлунково-кишково
го тракту та шкіри, що відповідає механізму 
його дії. Відомо, що акалоїд барвінку роже
вого -  вінбластин -  денатуруюче впливає на 
тубулін цитоскелета, викликаючи К-мітоз, 
чинить розрив та непрохідність мембранних 
каналів, що сприяє апоптозу, тому викорис
товується як протипухлинний засіб [1].

В умовах гемодепресії після введення 
вінбластину нами виявлено активацію заги
белі клітин кісткового мозку шляхом апоп
тозу за рахунок посилення експресії ядер
ного білка р53 (рис. 1), що може приводити 
до блока в точці рестрикції при проходжен
ні клітиною Gi-фази, клітина не вступає в 
S-фазу клітинного циклу й підлягає само
знищенню.

Рис. 1. Експресія онкопротеїну р53 
у клітинах кісткового мозку в щурів 

при депресії кровотворення, викликаної 
введенням вінбластину
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Паралельно зі збільшенням експресії 
білка р53 зменшувалась експресія білка 
ЬсІ-2, що також приводило до загибелі клі
тин, але за рахунок інших механізмів: Ьс1-2 
є антиоксидантом і зменшення його екс
пресії супроводжується активацією діок- 
сидного окиснення ліпідів, яке, у свою 
чергу, є одним із пускових механізмів апо- 
птозу. Крім цього, пригнічення активності 
ЬсІ-2 зумовлює збільшення концентрації

внутрішньоклітинного кальцію, що також 
запускає загибель клітин.

У таблиці показано інтенсивність (за се
реднім цитохімічним коефіцієнтом (СЦК)) 
та розповсюдженість (за процентом клітин 
з маркерами апоптозу) протеїнів ЬсІ-2 та 
р53 при депресії кровотворення, викликаної 
введенням вінбластину та застосуванні пе- 
птидних фрагментів гемоглобіну.

Таблиця
Вплив пептидних фрагментів гемоглобіну на експресію онкопротеїнів ЬсІ-2 і р53 у клітинах 
кісткового мозку в щурів при депресії кровотворення, викликаної введенням вінбластину

Маркери апоптозу, 
що вивчалися

Статис-
тичні
показ
ники

Г рупи тварин
Інтактні
тварини,

п=10

Контрольні тварини, які 
отримували вінбластин 

+фізіологічний розчин, п=4

Піддослідні тварини, 
які отримували вінб
ластин + пептид, п=7

ЬсІ-2 % клітин, з експресією М 29,80 15,40** 37,80**
маркера апоптозу ±1П 3,02 1,21 4,16
СЦК М 0,54 0,31* 0,91**

± т 0,07 0,04 0,11
р53 % клітин, з експресією М 14,0 21,20* 15,40*

маркера апоптозу ± т 6,82 22,4 1,36
СЦК М 0,28 0,72** 0,47

± т 0,04 0,13 0,13

Примітка: (р< 0.05)*, (р< 0,01)**. Достовірність відмінностей показників між інтактною 
і контрольною, між конторольною та досліджуваною групою тварин.

Як свідчать дані таблиці, у тварин, які 
отримували вінбластин, кількість клітин з 
антиапоптичним маркером ЬсІ-2, знизилася 
в 1,93 рази (р<0,01) щодо інтактної групи 
тварин, а середній цитохімічний коефіцієнт 
(СЦК) зменшився у 1,74 рази (р<0,05). Кі
лькість клітин з проапоптичним маркером 
р53, навпаки, збільшилася в 1,5 рази 
(р<0,05) порівняно з інтактом, а СЦК зріс у 
2,57 рази (р<0,01).

Останніми роками значний прогрес при 
лікуванні хіміотерапевтичних мієлосупресій 
пов'язаний із застосуванням рекомбінантних 
гемопоетичних колонієстимуюючих. факто
рів (КСФ) людини, особливо гранулоцитар- 
ного (Г-КСФ) і гранулоцитарно-макрофа- 
гального (ГМ-КСФ) [8].

Попередніми дослідами [5, 6] було пока
зано, що пептидний комплекс гемоглобіну, 
як і названі вище цитокіни, здатен стимулю
вати процеси проліферації та диференцію
вання клітин-попередників мієлоїдного та 
еритроїдного ростків, збільшувати кількість 
поліморфноядерних лейкоцитів у перифе
рійній крові та посилювати реакцію респіра
торного вибуху нейтрофілів.

Застосування пептидного комплексу 
гемоглобіну щурам, що отримували вінб
ластин, приводило до зниження летальнос
ті на 20 % порівнюючи з контрольною 
групою. У піддослідних тварин зберігалась 
вага та координація рухів, відмічалось не
значне випадіння шерсті. Отже, візуальні 
симптоми отруєння вінбластином були ви
ражені дещо менше.

У тварин піддослідної групи, які поряд з 
вінбластином отримували пептидні фраг
менти гемоглобіну, кількість ЬсІ-2 позитив
них клітин зростала у 2,45 рази (р<0,01) 
відносно контролю, а СЦК збільшився у 
2,93 рази (р<0,01). Рівень експресії р53 
протеїну (рис. 2) в клітинах кісткового моз
ку тварин, які одержували внутрішньом'я- 
зово пептидний комплекс гемоглобіну зни
зився у 1,38 рази (р<0,05), а СЦК клітин 
зменшився в 1,53 рази у порівнянні з конт
рольною групою тварин.
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під впливом пептидного комплексу гемоглобіну 
у  здорових тварин та за умов гемолітичної анемії
Н Проблеми емопїтаМШШШ. ~ Ш ~ Г  7Û( 
№ 1-2. -  С. 132-135. 7. Topyôapoea Н.А. О взаи
моотношении миелоидных и стромальных эле
ментов костного мозга при острой эксперимен
тальной аплазии // Бюл. эксперим. биол. и меди
цины. -  1977. -  № 2. -  С. 211-214. 8. Cacciola К, 
Diessererth А.В., Guistolisi R. Hemo-poietic Growth 
Factors, Oncogenes and Cytokines in Clinical 

V994- P. 234.

Рис. 2. Вплив пептидиих фрагментів 
гемоглобіну на експресію онкопротеїну р53 

у клітинах кісткового мозку в щурів 
при депресії кровотворення, викликаній 

уведенням вінбластину

Таким чином, дія пептидного комплексу 
гемоглобіну гальмувала процеси апоптозу 
за рахунок зниження експресії ядерного 
протеїну р53 і збільшення експресія онкоп
ротеїну Ьс1-2. Зниження експресії онкопро
теїну р53 сприяло проходженню клітиною 
Б-фази та здійснення процесів реплікації та 
репарації ДНК. Можливо пептидний ком
плекс гемоглобіну інгібує активність ендо- 
нуклеаз у ядрі, які каталізують початкову 
стадію деградації ДНК. Мабуть пептиди ге
моглобіну інгібували експресію Вах (спів
відношення ЬсІ-2 до Ьах визначає чи буде жи
ти клітина чи загине). Ці данні дозволяють 
розглядати пептидний комплекс гемоглобіну 
як рїсБ, який підвищує резистентність клітин 
до ініціаторів апоптозу та відновлює вміст 
клітин крові після хіміотерапії, зменшуючи 
побічні властивості цитостатиків.
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ДИНАМІКА ПАРАМЕТРІВ ВИБІРКОВОЇ 
УВАГИ ПІД ВПЛИВОМ ОДОРИЗАЦІЇ 

ЕФІРНОЮ ОЛІЄЮ МЕЛІСИ

Досліджувався вплив одоризації ефірної олії 
меліси на динаміку вибіркової уваги людини 
при виконанні тесту "коректурна проба По
казано, що під час виконання завдання на фоні 
одоризації в обстежуваних відбувалось значне 
зростання стійкості уваги. Виділено дві групи 
індивідів, що відрізняються результативністю 
діяльності та характером психоемоційного 
реагування на одоростимуляцію. Виявлено 
обернений зв'язок міме вихідними значеннями 
концентрації уваги та напрямом її змін під 
впливом одоростимуляції.

Influence of Melissa officinalis ether oil 
odoration upon human selective attention 
dynamics during execution of Burdon-test was 
investigated. It is shown that execution of the test 
against a background odoration resulted in a 
considerable increase in attention resistance. There 
were two groups of individuals with different 
activity efficiency and pattern of psycho-emotional 
reaction. There was revealed reciprocal relation 
between basic data on attention concentration and 
character of it shifting under odoration.

Пошук методів, за допомогою яких мож
на було б знизити коливання працездатності 
людини під час роботи та підвищувати ефе
ктивність її відпочинку, завжди був актуаль
ним у психофізіології. Досить популярним 
нині є застосування методів сенсорної сти
муляції, що дозволяє коригувати мотивацій
но-емоційний фон поведінки та впливати на
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