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Исследовано влияние регуляторных пептидных комплексов на экспрессию поверхностных гликопротеидов лей­
коцитов с углеводным остатком D-маннозой в экспериментах in vitro. Использованы пептидные комплексы 
вермилата и почек в дозах 2,4 мг/л; 12 мг/л; 24 мг/л, а так же пептидные фрагменты гемоглобина в дозах 10 
м г/л; 25 мг/л; 50 мг/л. Определение маннозосодержащих мембранных структур (МСМС) лимфоцитов и поли­
морфноядерных лейкоцитов проводили с помощью непрямого лектин-пероксидазного метода. Показано до­
стоверное снижение экспрессии МСМС лимфоцитов под влиянием регуляторных пептидных комплексов вер- 
милата и почек в дозе 2,4 мг/л, пептидные фрагменты гемоглобина понижали экспрессию их МСМС в дозах 
10 мг/л и 25 мг/л. При изучении влияния регуляторных пептидных комплексов вермилата и почек на полиморф­
ноядерные лейкоциты выявлено снижение экспрессии МСМС в дозах 2,4 мг/л; 12 мг/л, а пептидных фрагмен­
тов гемоглобина -  в дозах 10 и 25 мг/л. Установлено, что регуляторные пептидные комплексы вермилата и 
почек, а так же пептидные фрагменты гемоглобина изменяют уровень экспрессии поверхностных гликопро­
теидов лейкоцитов, что свидетельствует об их регуляторном влиянии на функциональную активность лейко­
цитов.
Ключевые слова: маннозосодержащие структуры, лимфоциты, полиморфноядерные нейтрофилы, регуляторные 
пептидные комплексы, экспрессия.

Вступ
Визначення ролі регуляторних пептидних компле­

ксів у модулюванні функціонального стану клітин іму­
нної системи є одним з актуальних питань фізіології 
та імунології [2,24]. Дослідження в цій галузі довели, 
що даним речовинам притаманна здатність впливати 
на стан імунітету і неспецифічної резистентності ор­
ганізму, вони мають регенеративну дію, багато з них 
органоспецифічні [7,17,25]. Так, пептидний комплекс, 
отриманий із кіркової речовини нирок, впливає на 
проліферацію Т-лімфоцитів [9], посилює експресію та 
щільність рецепторів на мембранах [11], відновлює 
стан імунологічної толерантності [5], впливає на акти­
вність імуноцитів [8]. Окремі речовини впливають на 
розвиток гуморальної імунної відповіді, функціональну 
активність макрофагів та нейтрофілів [12]. Такі регу­
ляторні пептидні комплекси належать до медіаторної 
ланки системи біорегуляції, беруть участь у регуляції 
міжгенних взаємодій на рівні популяцій спеціалізова­
них клітин, впливають на процеси метаболізму тканин 
[10,18]. Однак механізми впливу регуляторних пепти­
дних комплексів на активність лейкоцитів і пов'язані з 
ними імунні процеси висвітлені недостатньо і потре­
бують подальшого вивчення.

Відповідно до літературних даних, в реалізації фу­
нкціональної активності лейкоцитів важливе значення 
мають поверхневі глікопротеїди лейкоцитів з вуглево­
дним залишком D-манозою [22]. Вони беруть участь в

активації комплементу, опсонізації мікроорганізмів, у 
посиленні процесів фагоцитозу [3], функціонують як 
рецептор до антигену [19,20]. Відомо, що у важких 
ланцюгах імуноглобулінів з боку С-кінця є залишки 
манози [16].

Мета: Враховуючи важливість манозомістних
мембранних структур (МММС) лейкоцитів у реалізації 
їх функціональної активності, напрямком наших до­
сліджень стало вивчення впливу регуляторних пепти­
дних комплексів на експресію поверхневих глікопроте- 
їдів лейкоцитів в дослідах in vitro.

Матеріали та методи дослідження
Для дослідження впливу пептидергічної системи 

на експресію поверхневих глікопротеїдів лейкоцитів 
нами були використані регуляторні пептидні комплек­
си, які отримані за оригінальним методом [14] у трьох 
дозах (у діапазоні від мінімальної до максимальної). 
Було використано пептидний комплекс вермілату, ви­
ділений з черв'яків Eisenia foetida, та пептидний ком­
плекс нирок (ПКН) [14] у дозах 2,4 мг/л; 12 мг/л; 24 
мг/л, а також пептидні фрагменти гемоглобіну (ПФГ), 
які було отримано після пепсинового дайджесту з на­
ступною очисткою [4] у дозах 10 мг/л; 25 мг/л; 50 мг/л.

Для виявлення МММС лімфоцитів та поліморфно- 
ядерних лейкоцитів (ПМЯЛ) ми застосовували не­
прямий лектин-пероксидазний метод у власній моди­
фікації [15]. Дослідження in vitro проводили з викорис­
танням крові донорів різних груп, стабілізованої гепа-
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рином (“Reanal”), яку інкубували з досліджуваними 
речовинами протягом двох годин на предметних ске­
льцях у вологій камері. Прикріплені до скла лейкоцити 
відмивали від еритроцитів у 0,01 М фосфатному бу­
ферному розчині (рН 7,4). На фіксовані препарати з 
прикріпленими клітинами наносили лектин конкана- 
валін-А (30 мкг/мл), який має вуглеводну специфіч­
ність до Д-манози [13, 21, 23] і продовжували інкуба­
цію ще 30 хвилин. В якості маркера конканаваліна-А 
використовували пероксидазу хрону (“Reanal”). Після 
інкубації активність пероксидази та відповідно локалі­
зацію пов'язаного з глікокон'югатами конканаваліну-А 
виявляли у розчині, якій містить 0,05 % 3,3- 
діамінобензидину тетрагідрохлориду та 0,015% перо­
ксиду водню у 0,01 М фосфатному розчині (рН 7,4). 
Для диференціації лейкоцитів ядра дофарбовували в 
1% розчині сафраніну ("Chemapol”, Чехія) протягом 30 
секунд. Оцінювали ступінь експресії МММС лімфоци­
тів та ПМЯЛ за допомогою мікроскопу "Біолам" за на­
явністю коричневих відкладень продуктів окисної по­
лімеризації діамінобензидину у вигляді гранул, розра­
ховуючи середній цитохімічний коефіцієнт (СЦК). 
Проводили обчислення середньої арифметичної, ії 
помилки та вірогідность отриманих результатів за 
критерієм Ст'юдента (t).

Результати дослідження та їх обговорення
Дослідження впливу регуляторних пептидних ком­

плексів вермілату, нирок та ПФГ на функціональну 
активність лімфоцитів показали, що найбільш ефек­
тивну дію досліджувані речовини виявили у мінімаль­
ній дозі, що призводило до зниження експресії МММС.

Так, пептидний комплекс вермілат у дозі 2,4 мг/л 
викликав вірогідне зниження ступеня експресії МММС 
лімфоцитів на 11 % (рис. 1). Середня та максимальна 
доза практично не впливала на рівень експресії 
МММС.

Дія ПКН на експресію МММС лімфоцитів не 
відрізнялась від дії пептидного комплексу вермілату. 
У мінімальній дозі (2,4 мг/л) ПКН викликав вірогідне 
зниження рівня експресії МММС лімфоцитів на 18%, а 
в середній та максимальній дозах (12 та 24 мг/л) екс­
пресія МММС залишилась на рівні контролю.

Внесення ПФГ у кров донорів призвело до вірогід­
ного зниження рівня експресії МММС лімфоцитів не 
тільки у мінімальній, а і у середній дозах (10 та 25 
мг/л) відповідно на 57 % та 21%. Максимальна доза 
(50 мг/л) не вплинула на рівень експресії їх МММС.

СЦК, у.о.

пептиднии комплекс вермілат ■пептид. комплекс нирок

■ ■ пептид.фрагменти гемоглобіну

Рис. 1. Вплив пептидного комплексу вермілату, пептидного комплексу нирок та фрагментів гемоглобіну на екс­
пресію манозомістних мембранних структур лімфоцитів 

Примітка. * - тут і далі вірогідність відмін показників у  порівнянні з контролем (р<0,05).

Під час вивчення впливу регуляторних пептидних 
комплексів на функціональну активність ПМЯЛ нами 
виявлено, що найбільш ефективними у зниженні екс­
пресії МММС були досліджувані речовини в мінімаль­
ній та середній дозах.

Так, пептидний комплекс вермілат у дозах 2,4 та 
12 мг/л призводив до зниження рівня експресії МММС

на 10 %. Максимальна доза (24 мг/л) не спричинила 
змін експресії МММС.

Дія ПКН на експресію МММС поліморфноядерних 
лейкоцитів також не відрізнялась від дії пептидного 
комплексу вермілату. У дозах 2,4 та 12 мг/л ми спо­
стерігали вірогідне зниження рівня експресії їх МММС 
відповідно на 13 % та 17%, а в максимальній дозі екс­
пресія МММС залишалась без змін.
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Дослідження відповіді ПМЯЛ на ПФГ виявило в ці­
лому ідентичну картину. У мінімальній та середній до­
зах (10 мг/л та 25 мг/л) ПФГ призводили до зниження 
рівня експресії МММС відповідно на 25 % та 11%. Ма­
ксимальна доза препарату (50 мг/л) рівень експресії 
ПМЯЛ не змінила (рис. 2)

Таким чином, дослідження показали, що 
регуляторні пептидні комплекси вермілату та нирок 
проявили помірну активність, спрямовану на рівень 
МММС лімфоцитів. Максимальну пригнічуючу дію на

СЦК,
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рівень експресії МММС лімфоцитів виявили ПФГ. 
Більш виражена дія усіх досліджених регулярних пеп­
тидних комплексів була спрямована на рецептори по­
верхневих глікопротеїдів ПМЯЛ, що супроводжува­
лось вірогідним зниженням експресії МММС в мініма­
льній та середній дозах. Зокрема, роботами Запоро­
жець Т.М. [4] було показано подібний пригнічуючий 
вплив ПФГ в дозах 10 та 25 мг/л на адгезивну актив­
ність ПМЯЛ.

контроль мінімальна середня максимальна
доза

— - пептидний комплекс вермілат — — пептид. комплекс нирок
- - - - пептид. фрагменти гемоглобіну

Рис. 2. Вплив пептидного комплексу вермілату, пептидного комплексу нирок та фрагментів гемоглобіну на експресію 
манозомістних мембранних структур поліморфноядерних лейкоцитів.

Звертає на себе увагу факт, що досліджені РП в 
максимальних дозах не впливали на експресію 
МММС лейкоцитів. Це дозволяє припустити, що пеп­
тидні комплекси більш специфічно і активно діють у 
низьких концентраціях. У попередньо проведених до­
слідженнях були відмічені деякі особливості дозуван­
ня РП: малі дози дають позитивний ефект у порівнян­
ні з великими [2]. Вплив низьких доз відомі і для роз­
чинних низькомолекулярних антигенів -  використання 
дози 0,1 ммоль/кг через короткі проміжки часу викли­
кає стан толерантності [6].

Результати роботи свідчать, що використані нами 
РП володіють мембранотропною дією, впливаючи на 
експресію поверхневих рецепторних структур. На наш 
погляд можливі декілька механізмів такого впливу за 
фізіологічних умов. РП здатні взаємодіяти із специфі­
чними рецепторами за посередництвом відповідних 
месенджерних систем, що призводить до модифікації 
метаболічних процесів і зміни функціональної актив­
ності лімфоцитів та ПМЯЛ. Це, в свою чергу, викликає 
зміни функційної активності клітинних мембран, що 
призводить до змін рівня експресії численних рецеп­
торів. Такі зміни реєструються нами у вигляді збіль­
шення або зменшення СЦК під час дослідження 
МММС лейкоцитів. Не виключений також прямий 
вплив РП на зміну конформації іонних транспортних 
систем для кальцію і регуляцію його входу в клітини 
імунної системи [1].

Іншій сценарій може реалізуватися за умов прямої 
мембранотропної дії пептидів, коли сам пептид вбу­
довується в плазматичну мембрану, змінює їх функці­

ональну активність і може функціонувати в якості 
мембранного каналу [2].

Таким чином, нами встановлено, що вермілат®, 
пептидний комплекс нирок та пептидні фрагменти ге­
моглобіну за фізіологічних умов змінюють експресію 
МММС лейкоцитів, тим самим опосередковуючи свій 
регуляторний вплив на функціональний стан імуноко- 
мпетентних клітин.

Висновки
1. Регуляторні пептиди вермілат®, пептидний ком­

плекс нирок та пептидні фрагменти гемоглобіну змі­
нюють рівень експресії манозомістних мембранних 
структур лімфоцитів та ПМЯЛ, що свідчить про їх ре­
гуляторний вплив на функціональну активність лейко­
цитів.

2. Регуляторні пептиди вермілат®, пептидний ком­
плекс нирок та пептидні фрагменти гемоглобіну у но­
рмі знижують експресію манозомістних мембранних 
структур лімфоцитів та ПМЯЛ.
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Summary
INFLUENCE OF REGULATORY PEPTIDE COMPLEXES ON THE EXPRESSION OF SURFACE GLYCOPROTEINS 
OF LEUKOCYTES 
Bobrova N.A.
Key words: mannose-containing structures, lymphocytes, polymorphonuclear neutrophils, regulatory peptide complexes, 

expression.
The influence of regulatory peptide complexes on the expression of the surface glycoproteins of leukocytes with carbo­
hydrate residue of D-mannose in experiments in vitro has been investigated. The vermilate and kidney peptide com­
plexes at doses 2.4 mg / l; 12 mg / l; 24 mg / l, as well as peptide fragments of hemoglobin at doses 10 mg / l; 25 mg / l; 
50 mg / l, have been used. The detection of mannose-containing membrane structures (МСМS) of lymphocytes and po­
lymorphonuclear leukocytes was performed using the indirect lectin-peroxidase method. The significant reduction in ex­
pression of МСМS lymphocytes under the influence of regulatory vermilate and kidney peptide complexes at doses of
2.4 mg / l, has been observed; the peptide fragments of hemoglobin reduced the expression of МСМS at doses of 10 mg 
/ l and 25 mg / l. When investigating the effect of regulatory vermilate and kidney peptide complexes on polymorphonu­
clear leukocytes, the decreased expression of МСМS at doses of 2.4 mg / l; 12 mg / l, and peptide fragments of hemo­
globin -  at doses of 10 and 25 mg / l, has been detected. It has been determined that the regulatory vermilate and kidney 
peptide complexes, as well as peptide fragments of hemoglobin, change the expression level of surface glycoproteins of 
leukocytes which indicates their regulatory effects on the functional activity of leukocytes.
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