
Проблеми екології та медицини

© Ножинова О.А., Весніна Л.Е., Губенко 1.Я., Беркало Л.8., Кайдашев І.П.

УДК 576.367:612.017.1

ДІЯ ПЕПТИДНОГКОМПЛЕКСУ ТИМУСУ ~ ТИМАЛІНУ НА ПРОЦЕСИ АПОПТОЗУ 
ЛІМФОЦИТІВ ПЕРИФЕРІЙНОЇ КРОВІ В УМОВАХ ЗВ’ЯЗУВАННЯ ПОЗАКЛІТИННОГО

КАЛЬЦІЮ
Ножинова О.А,, Весніна Л.Е., Губенко І.Я,, Беркало Л.В., Кайдашев І.її.

Українська медична стоматологічна академія, м. Полтава

Изучено влияние пептидного комплекса тимуса — тималипа на процессы апоптоза лим
фоцитов периферической крови при связывании внеклеточного кальция с помощью этилеп- 
диаминтетра-уїхусчай кислоты (ЭДТА). Установлено. что действие ЭДТА не приладило к 
усилению процессов апоптоза периферических лимфоцитов, поэтому было предположено, 
что снижение поступления кальция из внеклеточной среды, вследствии связывания его ЭД
ТА, предупреждает развитие апоптических процессов. Выявлено, что тималин действовал 
однонаправлено, снижал готовность клеток к апоптсзу путем влияния на внутриклеточ
ный каскад реакций связанных с активацией протеинкинаэы С.

Вивчення дії регуляторних пептидів, що синте
зуються в тимусі, на процеси апоптозу клітин іму
нної системи, зокрема, лімфоцитів периферійної 
крові, показало, що в організмі є потужна система 
пептидних біорегуляторів, яка направлена на зни
ження процесів апоптозу лімфоцитів пеоиферійної 
крові. В проведених дослідженнях було відмічено, 
що регуляторні пептиди виділені з тимусу 
(тималін) та коркової речовини нирск взаємодіють 
з імунокомпетентними клітинами, здійснюють 
свою імуномодулюючу дію шляхом впливу на пев
ні етапи передачі активуючого сигналу всередину 
клітини [2,73].

Відомо, що апоптоз — активна форма реакції 
клітин не тільки на несприятливі чинники, але і на 
фізіологічні, в тому числі активуючі фактори. Од
ним з таких факторів для тимоцитів та циркулюю
чого пулу лімфоцитів є комплекс пептидів тимусу 
— тималін, який при взаємодії з поверхневою ме
мбраною лімфоцитів активує експресію специфіч
них рецепторів [113]. Передача сигналу з активо
ваного рецептора до генетичного апарату відбува
ється за допомогою внутрішньоклітинних регуля
торних систем, серед яких можливо виділити сис
тему, що пов'язана з універсальним регулятором 
активності клітин — іонами кальцію. Кальцій- 
залежні регуляторні процеси є важливими для усіх 
проявів ЖИТТЄДІЯЛЬНОСТІ, що включає клітинний 
цикл, проліферацію тканин, збудження нервових 
та м'язових клітин і т. ін. [4].

Однією з умов розвитку апоптозу може бути 
внутрішньоклітинне підвищення рівня кальцію, що 
пов'язане з надходженням кальцію в клітину че
рез кальцієві канали плазматичної мембрани або 
мобілізацією з внутрішньоклітинних депо. Підви
щення цитозольної концентрації кальцію активує 
Са - залежну фосфоліпазу, що призводить до 
порушення структури клітинних мембран, функції 
м'тохондрій та зниженню ефекту окиснювального 
фосфорилювання [63]. Кальцій . підсилює актив
ність серинових та цистеінових протеіназ і гран- 

зиміз, що діють на заключній стадії клітинного 
лізису [3]. Ряд спостережень показали, що роль 
кальцій — хелатуючих речовин . в попередженні 
апоптозу е суперечливою. Механізм, за допомо
гою якого іони кальцію можуть регулювати фраг
ментацію ДНК під час апоптозу, залишається не 
з'ясованим [5].

Метою даного дослідження було вивчення 
впливу низькомолекулярного комплексу пептидів 
тимусу - тималіну на процеси апоптозу лімфоцитів 
периферійної крові донорів в умовах зв'язування 
позаклітинного кальцію.

Матеріали та методи
Для вирішення поставлених задач було прове

дено експериментальні дослідження на крові 10 
донорів віком 25-31 рік.

Об’єктом дослідження були лімфоцити пери
ферійної крові донорів. Забір крові проводили 
натщесерце з кубітальної вени за допомогою од
норазових пластиковых шприців в центрифужні 
сіліконовані пробірки з розчином гепарину (25 ОД 
на 1 мл кров'). Потім отримували суспензію лім
фоцитів шляхом інкубації при 37°С на протязі 1 
години з додаванням 1,8% розчину декстрану 
(Рійка) в співвідношенні 2:1, з наступною дворазо
вою відмивкою фізіологічним розчином (0,15 М 
хлориду натрію) та подальшим ресуспендузанням. 
Кількість клітин в суспензії при підрахунку в ка
мері Горяєва складала в середньому 4,7хї09 клі
тин.

Для подальшого дослідження суспензію клітин 
інкубували 24 години при температурі 37°С в се
редовищі КРМІ-154С 4ПВЭ, Москва) з додаванням 
10% телячої сироватки (ВіоМагк, Україна) і анти
біотиків: пеніціліну (1 мкг/мл) та стрептоміцину 
(0,5 мкг/мл).

Б першій серії дослідів вивчали процеси апоп
тозу за фізіологічних умов, використовуючи інтак
тні донорські лімфоцити, що інкубувалися в сере
довищі культивації. В другій серії дослідів ми 
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вивчали рівень апоптозу периферійних лімфоцитів 
при модуляції активності кальцієвої регуляторної 
системи. До інкубуємих лімфоцитів додавали хе
латор позаклітинного кальцію, етилендіамінтетра- 
оцтову кислоту (ЕДТА) (Бійка), в концентрації 9,2 
мг/мл.

З метою вивчення впливу регуляторних пепти
дів на механізми апоптозу периферійних лімфоци
тів, до інкубуємих клітин додавали в третій серії 
дослідів низькомолекулярний комплекс пептидів 
тимусу - тималін, в концентрації 0,12 мкг/мл. В 
четвертій серії, для дослідження впливу регулято
рних пептидів на процеси апоптозу периферійних 
лімфоцитів в умовах зв'язування позаклітинного 
кальцію, додавали до культивуємих клітин послі
довно ЕДТА в концентрації 9,2 мг/мл і тималін в 
концентрації 0,12 мкг/мл.

Вивчали наявність фрагментації ДНК, яка є од
ним з основних показників розвитку апоптозу. 
ДНК лімфоцитів виділяли фенол-хлороформним 
методом та аналізували за допомогою електро
форезу в 1,8% агарозному гелі [13].

Динаміку розщеплення хроматина клітин Са2+, 
Мд2+ — залежною ендонуклеазою визначали за 
методом [8], з подальшою визуадізаціей продуктів 
розщеплення ДНК тимусу телят ("КеапаІ") мето
дом електрофорезу в 0,8% агарозному гелі. Ре
зультати досліджень документували за допомогою 
фотографій.

Непрямим Імунофлюоресцентним методом ви
значали експресію 0095 на поверхні лімфоцитів за 
допомогою моноклональних антитіл ІТ95 (ТзОВ, 
"Сорбент", Росія) [12]. Клітини з флюоресценцією 
підраховували за допомогою флюоресцентного 
мікроскопу "Люмам Р-8" під імерсією (об'єктив 
хІОО).

Дані досліджень оброблені статистично з ви
користанням коефіцієнту Стьюдента.

Результати дослідження
Як показали наші дослідження, особливої ува

ги потребує, на наш погляд, виявлена фрагмента
ція ДНК інтактних клітин, що може бути пов'язано 
з фізіологічною загибеллю клітин імунної системи 
за типом апоптозу [10]. При цьому підсилення 
активності Са2+, Мд2‘і" - залежної ендонуклеази 
не відмічалося, а експресія 0095 в цілому відпові
дала, за даними літератури, іншим клітинам [1].

При внесенні в інкубаційне середовище хела
тора позаклітинного кальцію ЕДТА в дозі 9 мг/мл 
фрагментація ДНК була відсутня (фото 1), актив
ність Са2+, Мд2+ — залежної ендонуклеази не під
вищувалась (фото 2), експресія 0095 рецепторів 
залишалася на рівні інтактних клітин (рис.1).

Фото 1. Електрофорез ЛНК периферійних лімфоцитів 
донорів під дією ЕЛТА і тималіну.

І - ЛНК інтактних клітин; 2 - ЛНК лімфоцитів після 
дії ЕЛТА·, 3 - ЛНК лімфоцитів, що піддавалися дії ти

маліну; 4 - ЛНК лімфоцитів, на які діяв ЕЛТА і тималін;

Фото 2. Продукти розщеплення ЛНК тимусу телят 
під дією Саг+, Мдг* - залежної ендонуклеази перифе

рійних лімфоцитів під дією ЕЛТА і тималіна.
1 - продукти розщеплення ЛНК тимусу телят Са2+. 

Мд2+ - залежною ендонуклеазою інтактних лімфоци
тів; 2 - під дією ЕЛТА; 3 - під дією тималіну; 4 - під 

дією ЕЛТА і тималіну;

Рисунок і. Експресія СО95 на поверхні лімфоцитів 
периферійної крові донорів під дією тималіну в умо
вах зв'язування позаклітинного кальцію. По осі абсцис 
показники експресії інтактних лімфоцитів (К), лім
фоцитів, на які діяв тималін (1). ЕЛТА (2) та їх сумі
сний вплив (3); по осі ординат - відсоток клітин з 

флюоресценцією; *-<0,05.

При вивченні ізольованої дії пептидного комп
лексу тимусу - тималіну, експресія СЮ95 не змі
нювалась, ДНК лімфоцитів при електрофоретич
ному аналізі не була фрагментована. Не відміча
лось підсилення активності Са2+, Мд2+ — залежної 
ендонуклеази.

При додаванні в середовище культивації лім
фоцитів послідовно ЕДТА і пептидного комплексу 
тимусу була знижена експресія СЭ95 по відно
шенню до інтактних лімфоцитів і по відношенню 
до ізольованої дії ЕДТА. Відсутня була також
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фрагментація ДНК, підсилення активності Са2+, 
Мд2+ — залежної ендонуклеази не було виявлено.

Дослідженнями деяких вчених показано, що 
кальцієвий сигнал ініціює фрагментацію ДНК і за
гибель клітин, а не є слідством початкового про
цесу загибелі [5]. В наших дослідженнях дія ЕДТА 
не призводила до підсилення процесів апоптозу 
периферійних лімфоцитів. Тому можливо пере
дбачити, що зниження надходження кальцію із 
позаклітинного середовища, внаслідок зв'язування 
його ЕДТА, попереджує розвиток апоптотичних 
процесів.

Як відомо, апоптозу лімфоцитів передує повер
хнева експресія глікопротеїну, що позначений як 
антиген СО95 (Разантиген), який є рецептором для 
поки що не охарактеризованого ліганду, що запу
скає процес апоптозу [9].

В наших дослідженнях ЕДТА не підвищував 
експресію СО95 і не приводив до розвитку типо
вих для апоптозу ознак — деградації ДНК і підси
лення активності Са2+, Мд2+ — залежної ендонук
леази.

Як показали попередні дослідження [7], ком
плекс регуляторних пептидів тимусу — тималін 
ефективно попереджує розвиток апоптозу лімфо
цитів периферійної крові при підвищенні активації 
протеінкінази С, знижує рівень експресії СО95. 
Активність протеінкінази С може бути підсилена 
під дією фарболових ефірів [14,15], а також в 
разі підвищення концентрації усередині клітини 
іонів кальцію і активації фосфоліпази С [6].

Отримані дані дозволяють зробити висновок, 
що ЕДТА та його похідні, блокуючи вхід іонів ка
льцію в середину клітини, попереджають фраг
ментацію ДНК і розвиток апоптозу, а тималін діє 
односпрямовано, знижує готовність клітин до апо
птозу шляхом впливу на внутрішньоклітинний кас

кад реакцій пов'язаних з активацією протеінкінази
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Summary
ACTION OF THE THYMUS PEPTIDE COMPLEX THYMALIN ON THE APOPTOSIS OF PERIFERAL BLOOD LYM
PHOCYTES IN EXTRACELLULAR CALCIUM BOUND

Nozhinova O.A., Vesnina L.E., Gubenko I.A., Berkalo L.V., Kaidashev I.P.
Influence of the thymus peptide complex — thymalin on the apoptosis of periferal blood lymphocytes in ex

tracellular calcium bound by ethy'endiaminotetra-
Acetas acid (EDTA) was studied.
The action of EDTA not intensification of apoptosis of periferal blood lymphocytes. Was supposed, the 

decreasing entrance calcium from extracellular environment by EDTA bound, prevent the development of 
apoptosis.

Thymalin one-sided decreasing cellular disposition for apoptosis by influence on intracellular reaction bound 
of proteinkinase C activation.
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