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Дія іонізуючого випроміню­
вання реалізується на всіх 
рівнях організації живого орга­
нізму. На клітинному рівні ви­
никають хромосомні аберації, 
порушується клітинний цикл. 
Разом з гальмуванням поділу 
клітин може спостерігатись і їх 
загибель у разі апоптозу або 
некрозу [1]. Апоптоз, як відо­
мо, це генетично запрограмо­
вана ф ізіологічна загибель 
клітин, альтернативна некро­
зу. В клітинах дорослого ор­
ганізму апоптоз —  широко роз­
повсюджений і постійно пере­
бігаючий процес. Клітинний 
обмін у тканинах, імунологічні 
реакції (зокрема, негативна 
селекція тимоцитів), циклічна 
регресія та вікова інволюція 
деяких тканин Та органів (го­
ловним чином, гормонозалеж- 
них, наприклад, статевих за­
лоз, тимуса, епіфіза) —  це да­
леко не повний перелік фізіо­
логічних процесів, які супро­
воджуються апоптозом [2].

Активні дослідження гене­
тичних детермінант апоптозу 
привели до ідентифікації дея­
ких генів, що беруть участь в 
управлінні цим процесом. Най­
більш вивчені два із них, які 
чинять альтернативний вплив 
на процес апоптозу. Це апо- 
птоген р53 і антиапоптоген ЬсІ-2. 
Гени кодують білки р53 та ЬсІ-2, 
які стимулюють та інгібують 
апоптоз, відповідно [3]. Ви­
вчення процесів апоптогенезу 
лежить в основі патогенетич­
ної, цілеспрямованої корекції

патологічних станів, які супро­
воджуються порушенням заги­
белі клітин.

Процеси проліферації, ди­
ференціювання та загибелі 
клітин в організмі тісно пов’я­
зані і керуються каскадною 
багатоланковою інформацій­
ною системою пептидних біо- 
регуляторів [4]. Білкам і пепти­
дам належить центральна 
роль у сприйнятті клітиною 
сигналів і визначенні шляхів їх 
реалізації, а також у регуляції 
механізмів, спрямованих на 
підтримання клітинного гомео­
стазу або на знищення ушко­
джених клітин внаслідок зміни 
їх умов існування. Регуляторні 
пептиди з успіхом застосову­
ються у лікувальній практиці. 
Зокрема, цитокіни — при апла- 
стичній анемії, яка супрово­
джується активацією апоптозу 
15].

Метою нашої роботи стало 
визначення механізму впливу 
пептидного комплексу гемо­
глобіну, отриманого за влас- 
ною методикою шляхом фер­
ментативного гідролізу, на екс­
пресію маркерів апоптозу про­
теїнів р53 і ЬсІ-2 у морських 
свинок в умовах гострого екс- 
тракорпорального гамма-опро- 
мінення в сублетальній дозі.

Матеріали та методи 
досл ідж ення

Дослідження проводились 
на 24 морських свинках обох 
статей масою 400 г. Тварини 
були поділені на 3 групи: 1)

інтактна; 2) контрольна —  тва­
рин піддавали дії одноразово­
го екстракорпорального гам- 
ма-опромінення дозою 4,5 Гр і 
одночасно вводили 0,2 мл апі- 
рогенного 0,9%-го фізіологіч­
ного розчину натрію хлориду 
упродовж 7 днів після опромі­
нення; 3) дослідна — тварин 
піддавали дії одноразового екс­
тракорпорального гамма-опро- 
мінення дозою 4,5 Гр. Пара­
лельно вводили внутрішньо- 
м’язово комплекс гемоглобіну 
дозою 1 мг/кг упродовж 7 днів.

Дослідження проводили на 
8-му добу після опромінення 
при найбільшому ступені гра- 
нулоцитопенії (максимум пер­
шого спустошення), який ха­
рактеризує пік гострої проме­
невої хвороби [6].

Маркери апоптозу онкопро- 
теїни Ьсі-2 і р53 виявляли за 
допомогою універсального іму- 
ногістохімічного стрептавідин- 
пероксидазного методу [7] на 
парафінових зрізах кісткового 
мозку. За перші антитіла вико­
ристовували моноклональні 
антитіла до bcl-2 (“Dako” N- 
Series Mouse ANTI-HUMAN 
bcl-2 oncoprotein, 124), до p53 
(Mouse ANTI-HUMAN p53 pro­
tein, DO-7). За другі антитіла 
до ЬсІ-2 і р53 використовува­
ли біотильовані антитіла ба­
рана до імуноглобулінів миші 
(“Sigma” Anti-Mouse Immuno­
globulins Biotin Conjugate). Для 
зв’язування біотину викорис­
товували треті антитіла (одна­
кові для ЬсІ-2 та р53) ExtrAvi-
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Результати дослідження 
та їх обговорення

Проведене нами імуногісто- 
хімічне дослідження дозволи­
ло встановити особливості екс­
пресії онкопротеїнів Ьсі-2 та 
р53 у тварин, які перенесли 
опромінення в сублетальній 
дозі (таблиця).

В опромінених тварин змен­
шилась кількість клітин з мар­
кером протеїну Ьсі-2 на 45,23 % 
(Р<0,05), а середній цитохі- 
мічний коефіцієнт —- на 27,46 % 
Р<0,05) порівняно з інтактною 

групою тзарин. Кількість клі­
тин з маркером р53, навпаки, 
збільшилася в 2,13 разу (Р<

0,05) (рис. 1), а середній цито- 
хімічний коефіцієнт —  в 1,63 
разу (Р<0,05) порівняно з не- 
опроміненими тваринами.

У тварин, які разом з опро­
міненням отримували пептидні 
фрагменти гемоглобіну, збіль­
шилася кількість клітин, що 
несуть онкопротеїн ЬсІ-2, у 
3,19 разу (Р<0,01), а середній 
цитохімічний коефіцієнт —  в 
1,84 разу (Р<0,05) порівняно з 
контрольною групою. Кількість 
клітин з маркером р53, навпа­
ки, зменшилася на 55,11 %, 
(Р<0,05) (рис. 2), а середній 
цитохімічний коефіцієнт збіль­
шився на 41,84 % (Р<0,05) по­
рівняно з тваринами, які не от­
римували пептид, тобто з кон­
трольною групою.

Таким чином, гамма-опромі- 
нення активізувало апоптоз у 
клітинах кісткового мозку за 
рахунок підсилення експресії 
ядерного білка р53 [8], що при­
зводило до блокування при 
проходженні клітиною фази 0 1 
у точці рестрикції. Головним 
медіатором білка р53 є білок 
р21. Білок р21 активується 
при опроміненні клітин. Завдя­
ки його підвищеній активності 
інгібувалася активність ДНК- 
полімерази, в клітині не пере­
бігали процеси реплікації та 
репарац ії ДНК, кл ітина не 
вступала до в-фази клітинно­

го циклу і самознищувалася 
[9]. Одночасно зі збільшенням 
експресії білка р53 знижува­
лась експресія білка Ьсі-2, що 
також призводило до вступу 
клітини в апоптоз, але за ра­
хунок інших механізмів: Ьсі-2 
— антиоксидант, тому знижен­
ня його експресії може при­
зводити до активації перекис- 
ного окислення ліпідів, яке є 
одним із пускових механізмів у 
реалізації загибелі клітин шля­
хом апоптозу [10].

На нашу думку, зниження 
експресії білка р53 сприяло 
проходж енню  кл ітиною  Б- 
фази і здійсненню процесів 
репл ікац ії і репарац ії ДНК. 
Можливо, пептидний комплекс 
інгібував активність ендонук- 
леаз в ядрі, які каталізують 
початкову стадію деградації 
ДНК, що сприяло апоптозу. 
Ймовірно, що пептидні фраг­
менти гемоглобіну інгібували 
експресію Вах (співвідношен­
ня Ьсі-2 до Ьах, так званий Ьсі- 
2/Ьах-реостат, як відомо, виз­
начає, зрештою, житиме кліти­
на чи загине) [11].

Висновки
Пептидний комплекс гемо­

глобіну можна зарахувати до 
б іологічних регуляторів, які 
сприяють виживанню клітин за 
рахунок блокування апоптозу.

Таблиця
Вплив пептидних фрагментів гемоглобіну на показники експресії онкопротеїнів р53 і Ьсі-2 

в клітинах кісткового мозку у морських свинок при променевому ушкодженні

Статистичні
показники

Групи тварин
Маркери апоптозу

Інтактні 
тварини, п=10

Контрольні опромінені 
тварини+фізіологічний 

розчин, п=7

Дослідні 
тварини — 

опромінення+ 
пептид, п=9

Ьсі-2
клітини, які несуть маркер М ±т 48,20±5,62 26,42±4,8 84,33±12,6
апоптозу, % Р і <0,05 <0,05

Р 2 <0,01
СЦК М ±т 0,51 ±0,06 0,37±0,02 0,68±0,1

Р і <0,05 >0,05
Р 2 <0,05

р53
клітини, які несуть маркер М ±т 38,21 ±6,12 81,32±16,81 36,52±4,72
апоптозу, % Р і <0,05 >0,05

Р 2 >0,05
> >̂±77) ь ,т щ и д  ,? V ,m D ,1 2  ,'  Д 5 7 І0 .М  /

<0,05 >0,05



Рис. 1. Експресія протеїну р53 в клітинах кістко­
вого мозку у морських свинок при променевому уш­
кодженні. Об. 40, ок. 10

Рис. 2. Вплив пептидних фрагментів гемоглобіну 
на експресію протеїну р53 в клітинах кісткового моз­
ку у морських свинок, які після опромінення отриму­
вали пептидний комплекс гемоглобіну. Об. 40, ок. 10

Загибель клітин шляхом 
апоптозу інгібувалася завдяки 
зниженню експресії білка р53 і 
підвищенню експресії білка 
ЬсІ-2. Можливо, пептидний 
комплекс гемоглобіну вплинув 
на активність протеаз у ядрі і 
протеоліз ядерних білків. Збіль­
шення експресії білка ЬсІ-2 у 
клітинах кісткового мозку піс­
ля введення опроміненим тва­
ринам пептидного комплексу 
гемоглобіну підсилювало рези­
стентність клітин до іонізуючо­
го опромінення, що може мати 
терапевтичну дію, зокрема, 
при апластичній анемії, при 
якій, як відомо, активується 
загибель клітин шляхом апо­
птозу.
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Вступ подібні, цистеїнові та катепси-
ноподібні) відіграють важливу 

Відомо, що протеолітичні роль у розвитку онкологічних 
ферменти (зокрема, трипсино- захворювань. При цьому вони

є незамінними регуляторами 
багатьох інтегральних про­
цесів як на рівні цитоплазми, 
так і на рівні ядра аномальної
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