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КОРЕКЦІЯ ПРОЦЕСІВ АПОПТОЗУ 
В КІСТКОВОМУ МОЗКУ КОМПЛЕКСОМ 
ПЕПТИДНИХ ФРАГМЕНТІВ ГЕМОГЛОБІНУ 
ПРИ ХРОНІЧНОМУ ОТРУЄННІ СВИНЦЕМ

Ключові слова Резюме
Apoptosis The present work was carried out to study mechanisms controlling interrelations:
Haemoglobin peptide complex microelements (plumbum) - marrow cells apoptosis - polypeptide haemoglobin
Plumbum fragments. The immunohistochemical analysis shows that the chronical plumbum

salts application causes the oncoprotein bcl-2 expression reducing and 
internucleosomal bone - marrow cells DNA fragmentation. The haemoglobin peptide 
complex application decreased the oligonucleosomal DNA fragmentation and 
intensificated bone-marrow cells protein bcl-2 expression in animals under the 
chronical lead salt intoxication coditions.

Вступ
Як відомо, солі свинцю мають певну тропність до систе­

ми крові: скорочують життя еритроцитів, гальмують синтез 
гему (блокуючи порф обіліногенсинтетазу - дельта- 
амінолевулінатдегідратазу) та а-ланцюгів гемоглобіну [Ав- 
цын с соавт., 1991]. Солі свинцю, як і деяких інших металів, 
відносяться до канцерогенних і токсичних речовин. Зі стрес- 
індукованою дією свинцю пов’язують експресію генів 
металотіонеїнів [Кудрин, Жаворонков, 1998]. Ці білки здатні 
захищати клітини (в тому числі і пухлинні) від вільноради- 
кального пошкодження і від мембранотоксичної дії лікарсь­
ких препаратів. Тому металотіонеїни можуть запобігати як 
некрозу, так і апоптозу [Kane et аі., 1993]. Водночас сви­
нець може виступати в ролі апоптогенного стимулу. За 
даними літератури [Кудрин, Жаворонков, 1998] у хворих 
після хронічного отруєння солями свинцю зростав рівень 
фактору некрозу пухлини у сироватці крові.

Попередніми дослідженнями [Запорожець, 1999] нами 
була відмічена здатність комплексу пептидних фрагментів 
гемоглоиіну впливати на процеси проліферації і диферен­
ціювання, стабілізацію мембрани еритроцитів. Тому метою 
дослідження стало вивчення впливу отриманого нами ком­
плексу пептидних фрагментів гемоглобіну на апоптоз ге- 
мопоетичних клітин кісткового мозку при хронічному от­
руєнні свинцем.

Матеріали та методи
Дослідження були проведені на 26 статевозрілих мур- 

чаках з середньою масою 360г. Тварин поділили на 3 гру­
пи: інтактну (10), контрольну (7), дослідну (9). Мурчаки кон­
трольної групи отримували per os 4% розчин ацетату свин­
цю з розрахунку 60 м г/кг маси тіла на добу на протязі 27 
днів [Архипова, 1961], а останні 7 діб їм внутрішньом’язово 
вводили 0,2 мл 0,9% апірогенного розчину хлориду на­
трію. Мурчаки дослідної групи також отримували 27 днів 
ацетат свинцю в дозі 60 м г/кг маси тіла на добу, а останні 7 
днів інтоксикації їм внутрішньом’язово вводили пептидний 
комплекс, добутий з гемоглобіну у дозі 1 м г/кг маси тіла 
на добу у 0,2 мл фізіологічного розчину.

Комплекс пептидних фрагментів гемоглобіну отримува­
ли за власною методикою шляхом ферментативного гідро­
лізу гемоглобіну. Екстракцію гідролізату проводили за до­

помогою оцтової кислоти у співвідношенні 1:3 в присут­
ності 0,1% хлориду цинку і 0,1% хлориду магнію з на­
ступною очисткою шляхом гельфільтрації для вилучення 
пептидів з молекулярною масою менше 10 кД. Препарат 
давав позитивну біуретову реакцію з максимумом спектра 
поглинання в УФ-області (200-210 нм).

Маркер апоптозу онкопротеін bcl-2 визначали універса­
льним імуногістохімічним стрептавідін-пероксидазним ме­
тодом [Глузман с соавт., 1993] на парафінових зрізах кістко­
вого мозку. В якості перших антитіл використовували мо- 
ноклональні антитіла до bcl-2 (“Dako” N-Series Mouse ANTI­
HUMAN bcl-2 oncoprotein, 124). В якості других антитіл до 
bcl-2 використовували біотіновані антитіла козла до іму- 
ноглобулінів миші (“Sigma” Anti-Mouse Immunoglobulins 
Biotin Conjugate). Для зв ’язування біотіна користувались 
третіми антитілами ExtrAvidin Peroxidase Conugate “Sigma” . 
Цля цитохімічного визначення активності пероксидази, от­
римані зрізи кісткового мозку відмивали та інкубували в 
розчині хромогену діамінобензидіну. В контрольних реак­
ціях на зрізи, замість перших антитіл, наносили Negative 
Control “Dako” . Враховували інтенсивність (за середнім 
цитохімічним коефіцієнтом СЦК) і розповсюдженість (за 
процентом клітин з маркером апоптозу bcl-2) зафарбова­
ного продукту реакції, котрий проявляли діамінобензиді- 
ном тетрахлоридом.

Міжнуклеосомну фрагментацію ДНК виявляли шляхом 
електрофорезу в 1,8% агарозному гелі. ДНК вилучали за 
методом [Asuma et al., 1995]. Після пофарбування етідіу- 
мом бромідом гель фотографували в ультрафіолеті. Стати- 

с стичну оцінку результатів проводили, використовуючи кри­
терій Ст’юдента.

Результати
За умов хронічної інтоксикації солями свинцю, нами 

виявлені численні зміни в структурі ДНК, нуклеосомній 
організації хроматину. При електрофоретичному аналізі 
зразків ДНК кісткового мозку тварин отруєних солями свин­
цю, відмічено фрагментацію ДНК у вигляді “драбини” . Спо­
стерігається більша кількість смуг, які розташовані далі від 
старту, у порівнянні з електрофореграмою інтактних тва­
рин. Введення тваринам пептидного комплексу гемоглоб-
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іну знижувало ступень фрагментації ДНК (основна частина 
фрагментів знаходилась ближче до старту, зменшувався 
відсоток фрагментованої ДНК).

Імуноцитохімічними дослідженнями встановлено, що 
рівень експресії ЬсІ-2 у клітинах кісткового мозку тварин 
після хронічної інтоксикації солями свинцю, був значно 
нижче, ніж у інтактних тварин (табл. 1).

Таблиця 1. Вплив комплексу пептидних фрагментів 
гемоглобіну на експресію онкопротеіну ЬсІ-2 у клітинах 
кісткового мозку мурчаків за умов хронічної свинцевої інток­
сикації.

Статист.
показ­
ники

Групи тварин
Маркер 

апоптозу ЬсІ-2
Інтактні
тварини,

п=10

Контроль­
ні тварини, 

п=7

Дослідні
тварини,

п=9
М 46,9 39,2 72,4

% клітин,які 
несуть маркер 

апоптозу
± т
Р1
Р2

6,21 3,26
<0,05

14,68
<0,01
<0,01

М 0,59 0,41 0,82

СЦК ± т 0,08 0,06 0,24
Р1 <0,05 <0,01
Р2 <0,01

Примітка: р,- достовірність відмінностей показників між 
інтактною та контрольною групами; р2- достовірність 
відмінностей показників між контрольною і дослідною гру­
пами.

У тварин, яким вводили розчин оцтовокислого свинцю, 
кількість клітин, що несли маркер апоптозу Ьсі-2, зменши­
лась на 16,42%,(р<0,05), а середній цитохімічний коефіцієнт 
зменшився на 30,51 %,(р<0,05), відносно інтактної групи 
тварин. Встановлена експресія протеїну ЬсІ-2 у клітинах 
кісткового мозку мурчаків, яким вводилили розчин оцтово­
кислого свинцю.

У тварин, яким поряд з розчином оцтовокислого свин­
цю вводилили комплекс пептидних фрагментів гемоглоб­
іну, процент клітин з маркером апоптозу ЬсІ-2 відносно 
контролю збільшився на 11,8%(р<0,01), а СЦК збільшився 
на 20,6%,(р<0,05). Встановлена експресія протеїну ЬсІ-2 
у клітинах кісткового мозку мурчаків, які поряд з розчином 
оцтовокислого свинцю вводили пептидний комплекс ге­
моглобіну.
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Обговорення
Аналізуючи наші дослідження, слід відзначити, що сви­

нець, гальмуючи експресію антионкогена ЬсІ-2, сприяє по­
шкодженню ДНК, тим самим прискорює процеси апоптозу 
в кістковому мозку. Виявлені зміни в структурній органі­
зації хроматину відображають складний комплекс адапта­
ційної перебудови метаболізму, який включається як інтег­
ральна реакція клітини на пошкодження структури ДНК. 
Модифікації в структурі ядерного хроматину за умов хімічно­
го пошкодження відбивають зміни в експресії генів.

Застосування пептидного комплексу гемоглобіну при­
зводило до помітного зниження числа апоптозних клітин, 
наслідком чого може бути покращання гематологічних по­
казників, так як гемопоетичні клітини мають змогу зберіга­
ти нормальну тривалість життя. Пептидний комплекс змен­
шував олігонуклеосомну фрагментацію ДНК клітин кістко­
вого мозку у порівнянні з контрольними тваринами. Суттє­
ву індукцію експресії всІ-2 виявлено нами у тварин, що 
одержували пептидний комплекс гемоглобіну. Посилена 
експресія всІ-2 здатна усувати загибель клітин шляхом апоп­
тозу і модулювати р53-індукований апоптоз [Ярилин, 1998]. 
Так, всІ-2 запобігає апоптозу клітин гемопоезу, який зале­
жить зід ІЛ-3 і ІЛ-4 [Hsu et al., 1994]. Можливо, пептидний 
комплекс гемоглобіну є сигналом, який супресує апоптичні 
зміни в клітинах кісткового мозку. Ці зміни можуть прохо­
дити за допомогою протеїнів-посередників, які передають 
сигнал на цитоплазматичний каспазний каскад. Не виклю­
чено, що пептидний комплекс гемоглобіну, блокує проте- 
азний каскад, гальмує активацію мітохондрій та підвищує 
концентрацію Са++ в клітині (підвищена експресія ЬсІ-2 
приводить до усунення градуальної втрати Са++ з ретику- 
лума і накопичення його в мітохондріях), запобігає накопи­
ченню супероксид-аніонів та ферментів, які беруть участь в 
процесі апоптозу. На нашу думку, пептидний комплекс 
гемоглобіну запобігає активації ендонуклеаз, які відпові­
дають за розщеш. :мня ядерної ДНК. Здатність комплексу 
пептидних фрагментів гемоглобіну до репарації хімічних 
порушень ядерного генома та нормалізації експресії транс­
крипційних факторів, дозволяє запропонувати розробку 
нових методів фармакологічного поліпептидергічного за­
хисту, які запобігають деструкції структурно-функціональних 
елементів клітини.
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