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ДОСЛІДЖЕННЯ РАДЮПРОТЕКТОРНОЇ ДІЇ КОМПЛЕКСУ ПЕПТИДНИХ ФРАГМЕНТІВ 

ГЕМОГЛОБІНУ НА ГЕМОПОЕТИЧНІ КЛІТИНИ КІСТКОВОГО МОЗКУ
Запорожець Т,М.
Метою роботи було дослідження радіопротекторног дії комплексу пептидних фрагментів гемоглобі
ну на кістковий мозок. Введення комплексу пептидних фрагментів гемоглобіну опроміненим твари
нам збільшувало кількість промієлоцитів, мієлоцитів, поліхроматофільних пормобластів, зменшува
ло міжнуклеосомну фрагментацію ДНК  е клітинах кісткового мозку. Таким чином, комплекс пепти
дних фрагментів гемоглобіну збільшував кількість клітин гранулоцитарного ряду кісткового мозку 
як за рахунок посилення процесів проліферації, так і  за рахунок гальмування апоптозу.

Відомо, що дія іонізуючого випромінювання на крово- 
твірні тканини і зрілі клітини крові залежить від рівня їх про- 
ліферативної активності та ступеня диференційованості. 
Репродуктивна загибель проліферуючих клітин наступає 
через кілька поділів після опромінення, що співпадає зі 
строками розвитку першого спустошення кісткового мозку. 
Формування і підтримка структурно-функціонального го
меостазу тканин і органів біологічних систем визначається 
балансом між смертю клітини та її оновленням [1]. Пору
шення молекулярних механізмів, які контролюють ці два 
процеси, зумовлюють абнормальний клітинний ріст, а не
можливість ліквідувати атипові, потенційно небезпечні для 
організму клітини шляхом апоптозу призводить до безконт
рольного росту клітин та туморогенезу [2].

Роль комплексу пептидних фрагментів гемоглобіну в 
процесах фізіологічної смерті клітин не висвітлена, а мо
жливість здійснення вибіркової регуляції клітинної загибе
лі дозволить розробити нові підходи для лікування хво
роб, пов'язаних з порушенням програмованої клітинної 
загибелі специфічних клітинних клонів.

Тому, метою роботи стало дослідження радіопротек- 
торної д ії комплексу пептидних фрагментів гемоглобіну на 
кровотвірну тканину кісткового мозку та можливість регу
ляції програмованої загибелі клітин.

Матеріали та методи
Дослідження проведено на 26 морських свинках обох 

статей масою 400-420 г, поділених на три групи. Перша 
група -  інтактні (10), друга група - контрольні тварини (7) - 
підлягали одноразовому тотальному гама-опроміненню в 
дозі 4,5 ґр з внутрішньом'язовим введенням 0,2 мл 0,9% 
апірогенного розчину натрію хлориду на протязі 7 діб; третя 
група -  дослідні тварини (10), яким після одноразового то
тального опромінення в дозі 4,5 Гр вводили внутрі- 
шньом'язово пептидний комплекс гемоглобіну в дозі 1 мг/кг 
на протязі 7 діб. Дослідження проводили на 8-у добу після 
опромінення. Кров тварин забирали під гексеналовим нар
козом з правого шлуночка в пласгиковий шприц, який міс
тив 3,8% розчин цитрату натрію у співвідношенні 9:1.

Комплекс пептидних фрагментів гемоглобіну отриму
вали за власною методикою шляхом ферментативного 
гідролізу гемоглобіну. Екстракцію гідролізату проводили 
органічною галогеновміщуючою кислотою в присутності 
катіонів цинку та магнію з наступним осадженням пепти
дів органічним розчинником та очисткою шляхом гельфі- 
льтрації для вилучення пептидів з молекулярною масою 
менше 10 кД. Препарат давав позитивну біуретову реак
цію з максимумом спектра поглинання в УФ- області (200- 
210 нм). Аналіз іонообмінної хроматографії встановив, що 
пептидний комплекс гемоглобіну розділявся на шість ос
новних фракцій, час утримання: 3,12,18,27,35,39 хвилин.

Для підрахунку мієлограми використовували пунктат 
кісткового мозку, мазок забарвлювали краскою Мая- 
Грюнвальда-Романовського І підраховували за загально
визнаними методами (3]. Міжнуклео со мну фрагментацію 
ДНК клітин кісткового мозку виявляли шляхом електро
форезу в 1,8% агарозному гелі. ДНК вилучали за методом 
[7]. Після пофарбування етідіумом бромідом гель фото
графували в ультрафіолеті.

Отриманий цифровий матеріал був статистично обро
блений з використанням коефіцієнта Ст’юдента.

Результати та обговорення
Дослідження кісткового мозку у опромінених тварин ви

явило суттєві порушення, які проявлялися в різкому змен
шенні КЛІТИН еритроїдного ряду, загальної кількості мієло- 
каріоцитів за рахунок майже повного зникнення мієлоблас- 
тів (кількість клітин знизилась у 2,9 рази, р<0,01), кількість 
мієлоцитів знизилась у 6,2 рази {р<0,01), метамієлоцитів у 
3,7 рази (р<0,01), а також мегакаріоцитів у 12,8 рази, 
(р<0,01). Паралельно з цим знижувалась кількість паличко- 
ядерних та сегментоядерних нейтрофілів у 2,7 рази і 2,1 
рази (р<0,01)відповідно, зростала кількість лімфоцитів у 
12,0 разів та моноцитів у 13,2 рази (р<0,01) —  таблиця.

У тварин, яким вводили пептидний комплекс гемогло
біну, після екстракорпорального опромінення в сублета- 
льній дозі зростала кількість мієлоцитів у 2,2 рази 
(р<0,05), моноцитів у 1,6 рази (р<0,05), знижувалась кіль
кість паличкоядерних та сегментоядерних нейтрофілів на 
37,5%(р<0,05) та 50,0% (рО,05) відповідно.

Радіаційна блокада мітотичної активності, можливо, 
пов'язана з пошкодженням генетичного апарату клітин. 
При електрофоретичному аналізі зразків ДНК клітин кіст
кового мозку опромінених тварин отримана характерна 
картина фрагментації у вигляді “драбини" (рис,).

4 з 2 1

Рис. ЕлектрофореграмаДНК клітин кісткового мозку: 1 - 
ДНК інтактних тварин; 2 • ДНК контрольних тварин, які 

були опроміненні гама-променями в дозі 4,5 Гр; З -ДНК 
дослідних тварин, яким після опромінення вводили 
пептидний комплекс гемоглобіну; 4- ДНК Л фага 

розрізаного рестриктазою pst.
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Таблиця
Вплив комплексу пептидних фрагментів гемоглобіну на показники кістковомозкового пунктату

у  морських свинок при променевому пошкодженні

Показники, що вивчалися Стат. по
казники

Інтактні тварини 
п=10

Контрольні тварини 
п=7

Дослідні тварини 
П=9

Мієлобласти, % М± т 6,40±1,29 2,2010,93* 1,510,26
Нейтрофільні: .Мі т 2,20±0,37 2,6710,93 4,3311,13
промієлоцити,%
мієлоцити, % М± т 11,2010,86 1,8010,58** 4,0010,45*
метамієлоцити, % М± т 12,2010,97 3,3310,56** 2,6710,26
паличкоядерні,% М± т 19,4011,86 2,6710,26** 1,6710,26*
сегментоядерні, % М± т 27,5011,26 13,3311,44** 6,6711,48
Еозинофіли,% М± т 5,4010,93 3,6710,77 3,61,45
Лімфоцити,% М± т 1,8010,58 21,5013,32** 25,5013,55
Моноцити,% М± т 2,0010,37 26,4012,64** 43,7512,95*
Еритробласти,% Мі т 0,2010,09 0,1010,10 0,1510,09
Пронормобласти М± т 0,5310,16 0,2510,08 0,20Ю.09
Нормобласти: базофільні,% М± т 1,1310,11 2,00±1,10 0,6010,40
полІхроматофіпьнІ,% М± т 2,20±0,80 1,2010,80 0,80±0,37
Плазматичні клітини,% М± т 1,5010,26 9,3313,47* 2,3311,69*
Мегакаріоцити, % М± т 5,34і1,02 6,5011,18 2,010,73

Примітка: *-р<0,05; **- р<0,01.Достовірність відмінностей показників між інтактною і контрольною; між контрольною та  дослід
ною групами.

Деградація ДНК проходила по міжнуклеосомному типу 
на малюнку чітко відмічаються смуги, які відповідають Ті 
фрагментам.

Введення таким тваринам пептидного комплексу ге
моглобіну знижувало ступінь фрагментації ДНК (основна 
частина фрагментів знаходилась ближче до старту, зме
ншувався відсоток фрагментованої ДНК).

Нами показано, що кістковий мозок тварин після гост
рого сублетального опромінення на 8-му добу знаходився 
в стані аплазії. Клітинний склад був представлений, голо
вним чином, стромальними елементами, плазматичними 
клітинами і поодинокими лолінуклеарними лейкоцитами. 
Спустошення кісткового мозку супроводжувалось некро
біозом кровотвірних елементів. При цьому з боку клітин, 
що загинули, вдавалось чітко простежити каріопікноз (ви
ражена конденсація хроматину), каріорексис (розщеплен
ня ядер на фрагменти). В мієлоїдній тканині ознаки реге

нерації кровотвірної паренхими були виявлені незначно. 
Ознаки інтерфазної загибелі в цілому відповідали даним 
літератури (5].

Другим важливим патологічним феноменом в картині 
променевого ураження кісткового мозку є пригнічення 
мітотичної активності мієлокаріоцитів за рахунок майже 
повного зникнення міелобластів, мієлоцитів та метаміє- 
лоцитів: Затримка клітинного поділу проліферуючихформ 
на строк від декількох годин до декількох діб відмічена І 
Іншими авторами [6] з подальшим поступовим відновлен
ням до субнормальних показників. В останній час встано
влено, що поряд з системою контролю клітинної проліфе
рації, що діє за фізіологічних умов, є механізми, які забез
печують реакцію клітин на дію іонізуючої радіації, яка ви
кликає пошкодження ДНК [7]. При цьому виявилось, що 
процеси затримки у <3і І клітинного циклу пов'язані з 
ініціацією клітинного апоптозу. Пошкодження генетичного 
апарату клітин кісткового мозку підтвердилось нами наяв
ністю фрагментації ДНК у вигляді '‘драбини”. Виявлення 
фрагментації ДНК вважається важливішою діагностичною 
ознакою загибелі клітин шляхом апоптозу [4].

Важливим показником впливу екстракорпорального 
опромінення і радіопротекторного ефекту пептидного 
комплексу гемоглобіну є смертність тварин. Так, в конт
рольній групі загинуло 25% тварин, тоді як в дослідній - 
12%.

Кістковий мозок тварин, які отримували пептидний 
комплекс гемоглобіну, після гострого сублетального 
опромінення виявляв деякі ознаки відновлення мієлоїдно

го ряду. Морфологічно зростала клітинність кісткового 
мозку з осередками клітин гранулоцитарного ряду, пере
важно промієлоцитів та мієлоцитів, а також поліхромато- 
фільних нормобластів. При цьому в клітинах кісткового 
мозку знижалась ступінь фрагментації ДНК. Можливо, 
ендонуклеазна активність, яка каталізує початкову стадію 
деградації ДНК, інгібірувалася дією пептидних фрагментів 
гемоглобіну. Другою причиною, при якій розпад ДНК на 
високомолекулярні фрагменти гальмувався, може бути 
вплив комплексу пептидних фрагментів гемоглобіну на 
протеолітичну активність (її зниження) в клітинах кістково
го мозку опромінених тварин. Підвищення резистентності 
клітин кісткового мозку до ініціаторів апоптозу дає можли
вість віднести комплекс пептидних фрагментів гемоглобі
ну до препаратів, які захищають клітини кісткового мозку 
від гама-опромінення, що може мати терапевтичну дію, У 
наш час ряд гемопоетичних ростових факторів викорис
товується в клінічній практиці після застосування проме
невої терапії для збільшення кількості клітин крові і запо
бігання розвитку анемії [2].Можливо, пептидний комплекс 
впливає на активність протеаз в ядрі і протеоліз ядерних 
білків. Суттєве зниження кількості апоптозних клітин по
кращувало гемопоєтичні показники і надавало можливість 
зберігати нормальну тривалість життя клітинам.

В еритроїдному ряді червоного кісткового мозку під 
впливом пептидного комплексу гемоглобіну знизився від
соток базофільних нормобластів та підвищився відсоток 
лоліхроматофільних нормобластів. Тобто, затримка ерит- 
ропоезу проходила на рівні базофільних нормобластів з 
посиленим дозріванням лоліхроматофільних нормоблас
тів. В мієлограмі тварин, які отримували пептидний ком
плекс гемоглобіну, значно зростала кількість нейтрофіль- 
них промієлоцитів, мієлоцитів та знижувалась кількість 
сегментоядерних нейтрофілів. Тобто посилювались про
цеси проліферації мієлоїдних клітин та відмічалась за
тримка дозрівання метамієлоцитарного ряду у паличкоя- 
дерні і сегментоядерні форми. Також зростала кількість 
моноцитів.

Таким чином, комплекс пептидних фрагментів гемо
глобіну впливав на спеціалізацію та вихід клітин грануло
цитарного ряду з депо кісткового мозку, прискорював 
процеси. проліферації, тим самим збільшуючи кількість 
клітин гранулоцитарного ряду не тільки за рахунок пролі
ферації, а й за рахунок блоку апоптозу.
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ИССЛЕДОВАНИЕ РАДИОПРОТЕКТОРНОГО ДЕЙСТВИЯ КОМПЛЕКСА ПЕПТИДНЫХ ФРАГМЕНТОВ ГЕМОГЛОБИНА НА 
ГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ КЛЕТКИ КОСТНОГО МОЗГА 
Запорожец Т.Н.
Целью работы явилось исследование радиопротекторного действия комплекса пептидных фрагментов гемоглобина на клетки 
костного мозга. Введение комплекса пептидных фрагментов гемоглобина облученным животным увеличивало клеточность 
костного мозга за счет промиелоцитов, миелоцитов, полихроматофильных нормобласгов. Электрофоретический анализ выя
вил уменьшение фрагментации ДНК клеток костного мозга у облученных животных после введения пептид його комплекса. 
Таким образом, комплекс пептидных фрагментов гемоглобина увеличивал количество клеток гранулоцитарного ряда костного 
мозга не только за счет усиления процессов пролиферации, но и за счет торможения апоптоза.
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The aim of the work is to study the radio-protective action of the haemoglobin peptide fragment complex upon haematopoetic cells of 
medulla. The introducing of the haemoglobin peptide fragment complex to the animals irradiated increased the cells of medulla due to 
promyelocytes, myelocytes, polychromatophyle normoblasts. The electrophoretic analysis reveaied the decreasing of DNA fragmenta
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АСИМЕТРІЯ ПРОКОАГУЛЯНТНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ ПІВКУЛЬ ГОЛОВНОГО МОЗКУ В НОРМІ ТА 

ПІД ВПЛИВОМ РІЗНИХ РЕЧОВИН
Коковська О.В .
В експериментах на білих щурах встановлено, що у фізіологічних умовах для обох півкуль головного 
мозку характерні прокоагулянтні властивості, які є асиметричними. Асиметричність прокоагуля- 
нтних властивостей півкуль головного мозку під дією різних речовин (комплексу вІтаміпів- 
антиоксидантів (А,С,Р,Е), пептидного комплексу з гемоглобіну, фібритюлізииу) зменшувалася. Під 
впливом цих речовин прокоагулянтні властивості півкуль головного мозку змінювалися неоднаково: 
під дією комплекса віт алйнг в - антиоксид антів — збільшувалися, а після введення пептидного комплек
са з гемоглобіна та фгбринолізина — зменшувалися.

Відомо, що півкулі головного мозку асиметричні у фу
нкціональному відношенні як у людини [2], так і у тварин 
[1]. Крім того, на сьогоднішній  день Існує Інформація, яка 
свідчить про біохімічну асиметрію мозку [6,7]. Разом з цим 
проблема гуморальних асиметрій недостатньо вивчаєть
ся, особливо це стосується асиметрії гемостазу. Зокрема, 
немає даних про дослідження можливої асиметричності 
прокоагулянтних властивостей півкуль головного мозку, 
хоча ці властивості достатньо відомі [3].

Лише в окремих роботах зустрічаються дані про аси
метрію деяких показників плазменої ланки системи гемо
стазу у . хворих на вегетосудинну дистонію на основі 
аналізу крові, отриманої з яремних вен справа та зліва [6].

Оскільки асиметрія прокоагулянтних властивостей 
півкуль головного мозку (справа та зліва) не вивчалася 
взагалі, тому з нашої точки зору цікавим було їх  вивчення 
не тільки у фізіологічних умовах, але і під впливом різних 
речовин. Таке дослідження допоможе доповнити існуючі 
знання в галузі функціональної І біохімічної асиметрії, а 
також більш адекватно аргументувати участь тканин го
ловного мозку у регуляції процесів згортання крові.

Зокрема, дослідження, проведені на кафедрі нор
мальної фізіології Української медичної стоматологічної 
академії (УМСА), показали, що введення в раціон харчу
вання щурам комплексу вітамінів-антиоксидантів 
(А,С,Р,Е) призводило до посилення лроагрегаційних вла
стивостей тканин головного мозку [9]. Це, в свою чергу, 
може по-різному впливати на прокоагулянтні властивості 
різних півкуль мозку.

В останні десятиліття стало відомо, що важливим ре
гулятором процесу гемостаза, а саме його тканинної лан
ки, є тканинні пептиди. Також на кафедрі нормальної 
фізіології УМСА був виділений пептид ний комплекс, який 
отримали ферментативним гідролізом гемоглобіну [4,5]. 
При цьому вивчався його вплив на згортання крові, але 
разом з цим вплив пептидного комплексу на прокоагу
лянтні властивості головного мозку невідомий.

У неврологічній практиці при ішемічному інсульті ши
роко використовується препарат-фібринолізин [3]. Разом 
з цим його вплив на прокоагулянтні властивості півкуль 
головного мозку також залишається не вивченим.

У зв'язку з цим метою нашого дослідження стало ви
вчення прокоагулянтних властивостей півкуль головного
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