
                                                                                                                 Проблеми екології та медицини 
 

 25 

* Цитування при атестації кадрів: Шликова О. А., Ізмайлова О. В., Лисанець Ю. В. Природні пептидні комплекси тимуса та 
нирок підсилюють апоптоз трансформованих т-клітин, але не впливають на процеси апоптозу в-клітин.. // Проблеми еко-
логії і медицини. – 2018. – Т. 22, № 3-4. – С. 25–29. 

 Шликова О. А., Ізмайлова О. В., Лисанець Ю. В. 
УДК 612.438:616.61:611.018.1 

DOI https://doi.org/10.31718/mep.2018.22.3-4.07  
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АПОПТОЗ ТРАНСФОРМОВАНИХ Т-КЛІТИН, АЛЕ НЕ ВПЛИВАЮТЬ  
НА ПРОЦЕСИ АПОПТОЗУ В-КЛІТИН* 
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Одним із найважливіших питань сучасної медицини є пошук методів регуляції програмованої загибелі клітин із ме-
тою розробки нових підходів до лікування, у тому числі раку та лейкемій. Гуморальна регуляція процесів апоптозу 
за допомогою цитокінів, гормонів, ростових факторів, пептидів посідає важливе місце серед механізмів регуляції 
апоптозу. Досліджено вплив природних пептидних комплексів тимусу та нирок на процеси апоптозу клітин HPB-
ALL (гострий Т-клітинний лейкоз) та BJAB (лімфома Беркіта). Показано, що природні пептидні комплекси тимуса 
та нирок мають незначний стимулюючий вплив на апоптоз пухлинних В-клітин лінії BJAB у низьких концентраціях, 
а при збільшенні дози пептидів не впливають на процеси апоптозу; вірогідно підсилюють процеси елімінації тран-
сформованих Т-клітин шляхом активації в них процесів апоптозу. При дії природного пептидного комплексу тиму-
су цей ефект має дозозалежний характер – зростає при збільшенні дози.  
Ключові слова: апоптоз, природні пептидні комплекси тимуса та нирок, трансформовані Т- та В-клітини. 

Апоптоз відіграє ключову роль у видаленні з орга-
нізму небажаних або потенційно небезпечних клітин, 
наприклад, трансформованих клітин [1]. З літератур-
них джерел відомо, що супресія апоптозу може бути 
однією з причин підсилення проліферативної актив-
ності передракових та ракових новоутворень [2]. 

Порушення плину апоптотичних процесів може 
призвести до порушення гомеостазу лімфопроліфе-
ративної системи та розвитку  лейкемій та лімфом [3]. 
Експериментальне підтвердження отримали припу-
щення про те, що в основі багатьох лімфопроліфера-
тивних захворювань лежить процес порушення клі-
тинного апоптозу за типом блоку негативних наслідків 
активації, в результаті чого виникає нестримувана клі-
тинна проліферація [4]. 

Дефекти апоптозу лежать в основі як пухлиноут-
ворення, так і появи стійкості пухлин до лікарських 
препаратів [5,6]. Тому, одним із найважливіших пи-
тань є пошук методів регуляції програмованої загибе-
лі клітин з метою розробки нових підходів до лікуван-
ня раку та лейкемій. Інгібуючі ефекти можуть бути на-
цілені на різні рівні регуляції: перехват стимулу, фор-
мування антагонізму до індуктора, припинення транс-
ляції сигналу, блокада клітинних каталітичних ферме-
нтів – учасників клітинного самогубства [7, 8]. 

Гуморальна регуляція процесів апоптозу за допо-
могою цитокінів, гормонів, ростових факторів, пепти-
дів посідає важливе місце серед механізмів регуляції 
апоптозу. 

Вивченню механізмів впливу регуляторних пепти-
дів на процеси апоптозу надається у теперішній час 
значна увага, так як накопичуються дані про  підси-
лення або гальмування процесів апоптозу клітин різ-
них тканин під дією пептидних речовин [9,10].  

Показано, що синтезовані проапоптотичні пептиди 
володіють антипухлинною активністю проти пухлин кро-
воносних судин у мишей. При проникненні в середину 
клітини вони пошкоджують мембрани мітохондрій, що 

викликає загибель ендотеліальних пухлинних клітин [11]. 
Отримані дані про наявність у пептидів, виділених із ти-
муса, антиканцерогенних властивостей [12].  

Метою роботи було вивчення впливу природних 
пептидних комплексів тимусу та нирок на процеси 
апоптозу клітин HPB-ALL (гострий Т-клітинний лейкоз) 
та BJAB (лімфома Беркіта). 

Матеріали та методи дослідження 
Дослідження були проведені на клітинах лінії BJAB 

(лімфома Беркіта) та клітинах лінії HBP-ALL (гострий 
Т-клітинний лейкоз людини). Клітини культивували в 
середовищі RPMI-1640 (Gibco BRL) із додаванням 
10% ембріональної телячої сироватки (BioMark), 
10мМ  HEPES  (SIGMA, USA) і 100 мкг/мл гентаміцину 
сульфату (ГНЦЛС, Україна). Природний пептидний 
комплекс тимусу (тималін) (Россия, Санкт-Петербург, 
ЗМП) і природний пептидний комплекс нирок (ППКН) 
[13] додавали до культурального середовища в кон-
центрації 0,01 мкг/мл, 0,1 мкг/мл, 1 мкг/мл, 10 мкг/мл 
відповідно та інкубували 24 години при 37º С у воло-
гому повітрі з 5% СО2.  

Досліджували морфологічні зміни при апоптозі: гі-
перхромність ядер, конденсацію й фрагментацію хро-
матину. Крім класичного забарвлення за Май-
Грюнвальдом-Романовським [14] використовували 
також флуоресцентний “ядерний” барвник Hoechst 
33342 [15]. Розраховували кількість клітин із морфо-
логічними ознаками апоптозу як відсоток клітин із на-
явністю фрагментації або конденсації хроматину  на 
100 лімфоцитів. 

ДНК з трансформованих клітин, що досліджува-
лись, виділяли за допомогою фенол-хлороформного 
методу. Проводили аналіз міжнуклеосомної фрагмен-
тації ДНК у вигляді  “сходинок”, яка виникає послідов-
но при розщепленні ДНК ендонуклеазами, з викорис-
танням агарозного гель-електрофорезу з візуалізаці-
єю результатів в ультрафіолетовому світлі в присут-
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ності етидіуму броміду [14]. В якості маркера молеку-
лярної ваги використовували ДНК λ-фага після оброб-
ки рестриктазою Pst 1. Результати документували 
фотографічно. 

Підраховували загальну кількість клітин в 1мл су-
спензії. Проводили диференціювання живих та мерт-
вих клітин за допомогою забарвлення клітин барвни-
ком акридиновий оранжевий/етідіум бромід для оцінки 
відсоткового вмісту клітин, що знаходяться в стані 
апоптозу [16].  

Підраховували кількість зелених (живих) і оранже-
вих (мертвих) клітин за допомогою мікроскопу “Лю-
мам-P-8” (Ломо, Росія) при збільшенні х360 під флуо-
ресцентним мікроскопом в ультрафіолетовому світлі 
та видимій частині спектра. Розраховували кількість 
мертвих і живих клітин, як відсоток клітин із наявністю 

оранжевого й зеленого забарвлення відповідно на 
100 клітин.  

Результати та їх обговорення 
Дослідження загальної кількості клітин лінії BJAB 

та їх життєздатності показали, що в вихідній культурі 
загальна кількість клітин складала 3,0  0,4 х 106/мл, 
відсоток мертвих клітин дорівнюв  4,6  0,8. Кількість 
клітин при дії тималіну в мінімальній дозі - 0,01 мкг/мл 
та в дозі 0,1 мкг/мл незначно підвищилась, в дозах 1 
мкг/мл та 10 мкг/мл загальна кількість клітин дорівню-
вала контрольній групі. Відсоток мертвих клітин май-
же не змінювався при дії тималіну і ППКН у дозах 0,01 
мкг/мл, 0,1 мкг/мл у порівнянні з контрольними кліти-
нами, при збільшенні дози пептидів дорівнював конт-
рольній групі (табл. 1).  

Таблиця 1 
Загальна кількість та життєздатність клітин BJAB при дії тималіну та ППКН 

Тималін, мкг/мл ППКН, мкг/мл 
Показник Конт-

роль 0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Число  
клітин 106/мл, 

(n=6) 
3,0  0,4 4,3  0,5 4,5  0,4 2,8  0,22 3,4  0,3 4,0   0,5 3,8  0,6 3,5  0,42 3,0  0,5 

Кількість  
мертвих клітин,%  

(n=6) 
4,6  0,8 5,66  0,66 5,2  0,9 4,8   0,3 4,16  0,7 5,5  0,61 5,8  0,7 4,1 0,7 4,16  0,74 

Примітка: * p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами;  

При дослідженні морфологічних проявів апоптозу 
при забарвленні за Май-Грюнвальдом-Романовським 
та фарбування Heochst 33342 при дії мінімальних доз 
тималіну та ППКН спостерігалось незначне підвищен-

ня кількості клітин із фрагментацією ядра. При збіль-
шенні дози пептидів рівень клітин із наявністю фраг-
ментації ядра дорівнював контрольній групі (табл. 2). 

Таблиця 2 
Морфологічні ознаки апоптозу при дії тималіну і ППКН 

Тималін, мкг/мл ППКН, мкг/мл 
Показник Конт-

роль 
0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10 

Фрагмента-
ція,% 
n=6 

1,0  0,5 1,8  0,6 1,50  0,22 1,16  0,16 1,33  0,2 1,6  0,3  1,25  0,17 1,16  0,4 0,5  0,36 Май-
Грюн-
вальд-
Рома-
новсь-

кий 
Конденса-

ція,%  
n=6 

3,5  0,42 4,5  0,5 3,3  0,49 3,0 0,57 3,0  0,51 4,3  0,61 3,0  0,63 4,0 0,44 3,2 0,47 

Фрагмента-
ція,%  
n=6 

1,5  0,5 2,3  0,7 2,0  0,36 1,66 0,33 1,33  0,33 2,5  0,42 1,0  0,34 1,45  0,18 1,58  0,18 

H
oe

ch
st

 3
33

45
 

Конденса 
ція, %  
n=6 

4,5  0,7 5,7  0,6 4,66  0,33 5,16  0,54 4,3  0,55  5,66 0,76 4,5  0,42 5,0  0,25 5,16  0,6 

Примітка: *- p<0,05 у порівнянні з контрольними клітинами;  

Подібні зміни спостерігались і при виявленні кон-
денсації хроматину. Результати досліджень електро-
форетичних зразків ДНК клітин при дії тималіну і 
ППКН показали, що істотних змін не відбулося, міжну-
клеосомальна деградація ДНК не спостерігалась 
(рис.1). 

Таким чином, природні пептидні комплекси тимуса 
та нирок мають незначний стимулюючий вплив на 

апоптоз пухлинних В - клітин лінії BJAB у низьких кон-
центраціях, а при збільшенні дози пептидів не впли-
вають на процеси апоптозу. Відомо, що окремі лінії В 
- клітин мають великий рівень експресії Bcl-2, що обу-
мовлює їх високу стійкість до дії апоптоз-індукуючих 
чинників [17]. 
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Рисунок 1. Аналіз міжнуклеосомальної деградації ДНК 
клітин лінії BJAB людини при дії різних доз тималіну 

 і ППКН при електрофорезі в агарозному гелі.  
1- маркер молекулярної ваги ДНК лямбда-фага.   

2- ДНК клітин лінії BJAB людини (контроль);  
3- клітини, що підлягали впливу тималіну (0,01 мкг/мл);  
4- клітини, що підлягали впливу тималіну (0,1 мкг/мл);  
5- клітини, що підлягали впливу тималіну (1 мкг/мл);  

6 - клітини, що підлягали впливу тималіну (10 мкг/мл);  
7- клітини, що підлягали впливу ППКН (0,01 мкг/мл);  
8 - клітини, що підлягали впливу ППКН (0,1 мкг/мл);  
9 - клітини, що підлягали впливу ППКН (1 мкг/мл);  

10 - клітини, що підлягали впливу ППКН (10 мкг/мл). 

 
Дослідження загальної кількості клітин лінії HBP-

ALL та їх життєздатності показали, що кількість клітин 
при дії мінімальної дози (0,01 кг/мл) тималіну та ППКН  
підвищилась (рис.2), в дозах 0,1 мкг/мл і 1 мкг/мл та-
кож була вища в порівнянні з кількістю контрольних 
клітин, що дорівнювала 3,5  0,24 х 106/мл (p<0,05), 
але спостерігалась тенденція до зменшення кількості 
клітин у порівнянні з мінімальною дозою. 

 

 
Рисунок 2. Загальна кількість клітин  HBP-LLA  

при дії природних пептидних комплексів тимусу (тималін) 
та  нирок (ППКН).   

* p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

 
У максимальній дозі пептидів (10 мкг/мл) загальна 

кількість клітин дорівнювала контрольній групі. Відсо-
ток мертвих клітин вірогідно підвищувався при дії ти-
маліну і ППКН у дозах 0,01 мкг/мл, 0,1 мкг/мл у порів-
нянні з контрольними клітинами серед яких він дорів-
нював 5,8  0,7 (p<0,05), разом із цим при збільшенні 
дози пептидів відсоток мертвих клітин мав тенденцію 
до зниження (рис. 3). 

При дослідженні морфологічних проявів апопто-
зу при забарвленні за Май-Грюнвальдом-
Романовським при дії пептидних комплексів, що ви-
вчалися, спостерігали типові апоптотичні ознаки із 
фрагментацією і пікнозом ядер, зменшення обсягу 
й розміру цитоплазми. 

 
Рисунок 3. Життєздатність клітин  HBP-LLA  

при дії природних пептидних комплексів тимусу (тималін) 
та  нирок (ППКН).   

p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

Фарбування Heochst 33342, після обробки тималі-
ном і ППКН, виявило флуоресцентні скупчення,  хара-
ктерні для ядерної ДНК - фрагментації й конденсації 
хроматину в клітинах. В контрольних клітинах відсоток 
клітин з фрагментацією та конденсацією при забарв-
ленні за Май-Грюнвальдом-Романовським та Heochst 
33342 складав 1,2  0,2 та 1,6  0,33, відповідно. Було 
виявлено вірогідне підвищення відсотка клітин із ная-
вністю фрагментації ядра, причому при дії тималіну 
цей ефект мав дозозалежний характер (p<0,05)  
(рис. 4 а, б). 

 
 

 
Рисунок 4 а,б. Морфологічні ознаки апоптозу  

за забарвленням по Май- Грюнвальд-Романовському  
при дії природних пептидних комплексів тимусу (тималін) 

та  нирок (ППКН).   
* p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

Подібні зміни спостерігались і при виявленні кон-
денсації хроматину, але цей ефект був більш вираже-
ний при дії тималіну, ніж у ППКН. В контрольних клі-
тинах конденсація хроматину була виявлена за заба-
рвленням за Май-Грюнвальдом-Романовським та 
Heochst 33342 у 3,5  0,34 та 4,0  1,0 відсотках клі-
тин, відповідно. Збільшення дози тималіну призводи-
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ло до підвищення кількості клітин, що підлягали апоп-
тозу. При дії ППКН ми спостерігали різнонаправлену 
фазову дію: малі дози пептиду стимулювали апоптоз, а 
великі – пригнічували (рис. 5 а, б). Дія пептидів в малих 
дозах відбувається за рахунок генералізації сигнала 
шляхом утворення вторинних месенджерів, а при збіль-
шенні дози спостерігається гіперактивація систем, що 
може призводити до пригнічення ефекту [18]. 

 
 

 
Рисунок 5 а,б. Морфологічні ознаки апоптозу за 

забарвленням по Hoechst 33345 при дії природних 
пептидних комплексів тимусу (тималін) та  нирок (ППКН).  

* p<0,05- у порівнянні з контрольними клітинами. 

Результати досліджень електрофоретичних зраз-
ків ДНК клітин при дії тималіну і ППКН показали, що 
істотних змін не відбулося, міжнуклеосомна деграда-
ція ДНК не спостерігалась (рис.6). 

 
Рис.6. Аналіз міжнуклеосомальної деградації ДНК клітин 

лінії HPB-ALL при дії різних доз тималіну і ППКН при 
електрофорезі в агарозному гелі.   

1-маркер молекулярної ваги: ДНК лямбда-фага розрізана 
рестриктазою pst 1;   

2 - ДНК клітин лінії HPB-ALL людини (контроль);  
3 - клітини, що підлягали впливу тималіну (0,01 мкг/мл);  
4 - клітини, що підлягали впливу тималіну (0,1 мкг/мл);  
5 - клітини, що підлягали впливу тималіну (1 мкг/мл);  

6 - клітини, що підлягали впливу тималіну (10 мкг/мл) ;  
7 - клітини, що підлягали впливу ППКН (0,01 мкг/мл);  
8 - клітини, що підлягали впливу тималіну ППКН (0,1 

мкг/мл); 9 - клітини, що підлягали впливу ППКН (1 мкг/мл); 
10 - клітини, що підлягали впливу ППКН (10 мкг/мл). 

Таким чином, природні пептидні комплекси тимуса 
та нирок здатні підсилювати процеси апоптозу в тран-
сформованих Т-клітинах. При дії природного пептид-
ного комплексу тимусу цей ефект має дозозалежний 
характер.  

Отже, природні пептидні комплекси тимусу та ни-
рок вірогідно підсилюють процеси елімінації трансфо-
рмованих Т-клітин шляхом активації в них процесів 
апоптозу, але не впливають на процеси апоптозу тра-
нсформованих В – клітин. Одним із механізмів дії пеп-
тидів може бути їх здатні зв'язуватися з молекулами 
ГКГС-I класу, що можуть брати участь в реалізації їх 
дії [19]. 

Отримані дані підтверджують висновок, що найбі-
льшу активність пептидні біорегулятори виявляють по 
відношенню до тропного для них виду клітин і тканин. 
Можливо, на поверхні клітин існують специфічні сай-
ти, що диференційовано сприймають вплив тимічних 
пептидів на програму апоптозу [20]. Одним із механі-
змів дії пептидів може бути їх здатні зв'язуватися з 
молекулами ГКГС-I класу, що можуть брати участь в 
реалізації їх дії.  
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