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Впëèв ф³òоãåмàãëюòèí³íу Phaseolus vulgaris òà йоãо ³зофоðм íà пðоë³фåðàц³ю ...
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Мета. Порівняти вплив ізолектинів квасолі звичайної (Phaseolus vulgaris), сумарного 
препарату та його окремих ізоформ, на проліферацію, виживання та індукцію апоптозу 
у культурі клітин ссавців. Методи. Використовувався метод оцінки цитотоксичності/мі-
тогенності за допомогою мікрокультурального тесту, та метод оцінки апоптозу шляхом 
забарвлення флюоресцентними барвниками. Висновки. Досліджено вплив фітогема-
глютиніну та його окремих ізоформ на проліферацію та апоптоз клітин різного видового 
походження в  умовах  іn vitro. Показано, що  лектини здатні дозозалежно впливати на  
проліферацію клітин, а також індукувати апоптоз. При високих концентраціях досліджу-
ваних білків спостерігали пригнічення проліферації клітин та індукцію апоптозу та вияв-
ляли клітини  на різних стадіях апоптозу. 

Ключові слова: фітогемаглютинін, ізолектини, проліферація, апоптоз, культура клітин 
in vitro.

Вñòуп. Â³доìо, що вуглевод-б³лков³ взаєìод³ї лежать в основ³ багатьох б³о-
лог³чних процес³в, ³ саìе тоìу лектини широко використовують для вир³-

шення ц³лої низки фарìаколог³чних, б³отехнолог³чних, г³столог³чних  та ³нших 
питань б³олог³ї. Широке застосування лектин³в на практиц³ спонукає ³ розвиток 
фундаìентальних досл³джень у ц³й галуз³. Àктуальниìи стають роботи ³з вив-
чення впливу ц³єї групи б³лк³в на ìутац³йний процес та репарац³ю, прол³фера-
ц³ю та апоптоз [1–3]. 

Ðан³ше наìи було показано здатн³сть деяких лектин³в рослинного та тварин-
ного походження дозозалежно впливати на прол³ферац³ю кл³тин ссавц³в та ³н-
дукувати апоптичн³ зì³ни [4]. І хоча для поодиноких лектин³в описано лектино-
асоц³йован³ ензиìатичн³ активност³ [5], завдяки якиì вони здатн³ безпосеред-
ньо взаєìод³яти з ìакроìолекулаìи у кл³тин³, б³льш³сть ³з них все ж таки 
реал³зує свою активн³сть опосередковано, через взаєìод³ю з вуглеводниìи 
детерì³нантаìи на поверхн³ кл³тинної ìеìбрани. Òож вуглеводна специф³чн³сть 
лектину, його ìолекулярна будова, йìов³рно, є вир³шальниìи для реал³зац³ї ì³-
тогенної чи цитотоксичної д³ї ц³єї групи б³лк³в. 

Ì³тогенну активн³сть ф³тогеìаглютин³ну в³дкрито на початку 60-х рок³в XX 
стол³ття. Íин³ цей б³лок активно застосовують  для реакц³ї бласттрансфорìац³ї 
при цитогенетичних досл³дженнях. За своєю структурою суìарний препарат 
ф³тогеìаглютин³ну (ФÃÀ-Ð) ì³стить суì³ш р³зних ³золектин³в. Ізолектини, ФÃÀ-Å 
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– еритроцитарна форìа та ФÃÀ-L -лейко-
цитарна форìа, за своєю структурою є 
тетраìераìи, що складаються з E-  та L- 
субодиниць, ìолекулярна ìаса яких ста-
новить  36 та 34 кÄÀ в³дпов³дно [6]. Ñуìар-
ний препарат ФÃÀ-Ð ìає вуглеводну спе-
циф³чн³сть до ол³госахарид³в, окреì³ 
³зофорìи, наприклад, лейкоцитарна – до 
вуглевод³в, що ì³стять ìанозу, на в³дì³ну 
в³д еритроцитарної, що ìає вуглеводну 
специф³чн³сть до гл³копротеїн³в [7]. Òакож 
показано, що лейкоцитарна ³зофорìа 
ФÃÀ-L, на в³дì³ну в³д еритроцитарної, 
здатна розп³знавати три – ³ тетраантенн³ 
β-1-6-N-ацетилглюкозаì³нн³ залишки N-
гл³кан³в, п³двищення експрес³ї яких на по-
верхн³ деяких злояк³сних пухлин св³дчить 
про ìетастазування та прогрес³ю пухлини 
[8].

Ìетою даної роботи було пор³вняти 
вплив ³золектин³в квасол³ звичайної 
(Phaseolus vulgaris), суìарного препарату 
та його окреìих ³зофорì, на прол³фера-
ц³ю, виживання та ³ндукц³ю апоптозу у куль-
тур³ кл³тин ссавц³в; виявити ìожливу за-
лежн³сть їхньої цитотоксичної або ì³тоген-
ної активност³ в³д концентрац³ї, динаì³ки 
та вуглеводної специф³чност³ суìарного 
препарату ФÃÀ-Ð та його окреìих ³зофорì.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Äосл³джували д³ю коìерц³йних препа-

рат³в  лектин³в квасол³ звичайної Phaseo-
lus vulgaris – ф³тогеìаглютин³н ФÃÀ (“ËÅÊ-
ÒÈÍÎÒÅÑÒ”, Ëьв³в). Öитотоксичну д³ю б³л-
к³в вивчали ³з застосуванняì 
ì³крокультурального тесту [9]. Як ìодель-
ну тест-систеìу використовували л³н³ю 
кл³тин раку гортан³ людини Hep-2, л³н³ю 
спонтанно трансфорìованих кл³тин китай-
ського хоì’ячка Blld-ii-FAF28Cl237-8Glu-

tsIII та отриìану у нашоìу в³дд³л³ л³н³ю ф³-
бробласт³в людини 4BL. Êл³тини культиву-
вали у стандартноìу ростовоìу 
середовищ³ Ігла (ÌÅÌ, Sigma, USA) з 5 % 

еìбр³ональної сироватки великої рогатої 
худоби  (Sigma, USA) та антиб³отикаìи. 

Äля ì³крокультурального тесту кл³тини 
вис³вали у 96-лунковий планшет стандарт-
но [9]. ×ерез 24 год кл³тини обробляли 
водниìи розчинаìи досл³джуваних  лекти-
н³в у д³апазон³ концентрац³й в³д 0,01 до 
1000 ìкг/ìл. Îбробка кл³тин лектинаìи 
тривала 4 год. Як негативний контроль за-
стосовували ì³тоì³цин Ñ у концентрац³ї 10 
ìкг/ìл. Ф³ксац³ю, забарвлення кл³тин та 
обрахування оптичної щ³льност³ у досл³д-
них та контрольних вар³антах виконували 
як описано ран³ше [10].

Ê³льк³сне визначення життєздатност³ 
кл³тин та апоптозного ³ндексу зд³йснювали 
за допоìогою фарбник³в акридинового 
оранжевого та етид³уìу броì³ду, котр³ го-
тували зг³дно ìетодиц³ [11]. Êл³тини об-
робляли досл³джуваниìи лектинаìи у кон-
центрац³ї 100 ìкг/ìл та 1ìкг/ìл  протягоì 
4 та 12 год. При досл³дженн³ апоптозу як 
позитивний контроль використовували N-
ìетил-N’-н³тро-N-н³трозогуан³дин (ÌÍÍÃ) 
у концентрац³ї 5 ìкг/ìл. Îбробка кл³тин 
циì агентоì тривала 1 год. Препарати 
анал³зували  п³д ì³кроскопоì з³ зб³льшен-
няì 90х, ³з коìб³нац³єю ф³льтр³в, що п³дхо-
дять для збудження флуоресценц³ї. Àнал³-
зували три типи кл³тин: жив³ кл³тини –  з 
норìальниì ядроì, що ìали яскраво-зе-
лений хроìатин з орган³зованою структу-
рою;  кл³тини на ранн³й стад³ї апоптозу – 
яскраво-зелений або жовтий хроìатин, 
який сильно конденсований, або фрагìен-
тований; кл³тини на  п³зн³й стад³ї апоптозу 
– яскраво-поìаранчовий хроìатин. За 
к³льк³сниìи даниìи вираховували  апоп-
тозний ³ндекс [11].

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Впëèв ëåкòèí³в íà пðоë³фåðàц³ю кë³-

òèí ññàвц³в. Â³доìо, що ФÃÀ широко за-
стосовують як ì³тоген для ³ндукц³ї бласт-
трансфорìац³ї л³ìфоцит³в кров³ людини, 
але вплив цього б³лка та його окреìих ³зо-
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Рèñ. 1. Âплив суìарного препарату ФÃÀ та його субодиниць на прол³ферац³ю кл³-
тин раку гортан³ Íер2: а – контроль; б – ì³тоì³цин Ñ; в – лейкоцитарна ³зофорìа 
ФÃÀ; г- еритроцитарна ³зофорìа ФÃÀ; д – суìарний препарат лектину; е – теоре-
тично оч³кувана д³я суìарного препарату при уìов³ незалежної суìарної д³ї обох 
його субодиниць

Рèñ. 2. Âплив суìарного препарату ФÃÀ та його ³золектин³в на прол³ферац³ю кл³-
тин китайського хоì’ячка: а – контроль; б – ì³тоì³цин Ñ; в – лейкоцитарна ³зофор-
ìа ФÃÀ; г – еритроцитарна ³зофорìа ФÃÀ; д – суìарний препарат лектину; е – тео-
ретично оч³кувана д³я суìарного препарату при уìов³ незалежної суìарної д³ї обох 
його субодиниць

форì на прол³ферац³ю соìатичних кл³тин 
ссавц³в ³ншого типу не достатньо вивче-
ний. Òоìу  свої досл³дження ìи почали з 
тестування  впливу ФÃÀ-Ð та його ³зофорì 
на прол³ферац³ю р³зних тип³в кл³тин ссав-
ц³в. Ó експериìент³ використовували ши-
рокий д³апазон концентрац³й досл³джува-
них б³лк³в – в³д 0,01 до 
1000 ìкг/ìл. Пор³вню-
вали д³ю лектин³в з ви-
користанняì трьох р³з-
них ìодельних систеì: 
л³н³я ф³бробласт³в ки-
тайського хоì’ячка; л³-
н³я злояк³сних кл³тин 
раку гортан³ людини 
Íер-2;  л³н³я ф³бро-
бласт³в людини 4BL. Â 
ус³х трьох використа-
них тест-систеìах до-
сл³джуван³ препарати 
впливали на прол³фе-
рац³ю кл³тин та цито-
статичну активн³сть за-
лежно в³д концентрац³ї 
лектин³в (рис. 1-3). 

При високих кон-
центрац³ях (100–
1000 ìкг/ìл) спостер³-
гали статистично до-
стов³рне зниження 
к³ль кост³ кл³тин п³д д³єю 
ФÃÀ-Ð та його ³зофорì. 
При нижчих концентра-
ц³ях препарат³в ефект 
³нг³буючої/цитостатич-
ної д³ї б³лк³в послаблю-
вся (рис. 1), в окреìих 
випадках спостер³гали 
високу ì³тогенну ак-
тивн³сть (рис. 2, 3).  

Âарто зауважити, 
що характер б³олог³чної 
д³ї трьох препарат³в в³д-
р³знявся залежно в³д 
обраної тест-систеìи. 

Òак, на ìодел³ культури кл³тин Íер-2 досл³-
джуван³ наìи б³лки не виявляли ì³тогенної 
активност³, на в³дì³ну в³д досл³д³в з вико-
ристанняì кл³тин китайського хоì’ячка та 
4ÂL. Òакож в³др³знялись ефекти д³ї окре-
ìих ³зофорì та суìарного препарату. Òак, 
у культурах кл³тин людини (рис. 1,3) най-
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б³льш яскраво виражений цитостатичний/
³нг³буючий ефект виявляла лейкоцитарна 
³зофорìа, а у культур³ кл³тин китайського 
хоì’ячка – еритроцитарна ³зофорìа та су-
ìарний препарат. Ìожливо, так³ в³дì³н-
ност³ у б³олог³чн³й активност³ суìарного 
препарату та його ³зофорì ìожна поясни-
ти р³зною вуглеводною специф³чн³стю б³л-
к³в та в³дì³нностяìи  гл³кокоду р³зних тип³в 
кл³тин. 

Зважаючи на те, що ³ суìарний препа-
рат, ³ окреì³ ³зофорìи ФÃÀ по-р³зноìу 
впливали на прол³ферац³ю кл³тин ссавц³в у 
досл³джуваноìу д³апазон³ концентрац³й, 
ìи висунули припущення, що вплив суìар-
ного препарату ФÃÀ на прол³ферац³ю кл³-
тин ссавц³в в уìовах in vitro ìоже бути ре-
зультатоì сп³льної д³ї його субодиниць, 
лейкоцитарної та еритроцитарної, при 
цьоìу к³нцевий ефект ìоже зуìовлювати-
ся як суìарною, так ³ конкурентною д³єю 
цих б³лк³в. 

Пор³вняння експериìентально отриìа-
ної та розрахованої наìи  кривої ефекту те-
оретично оч³куваної д³ї суìарного препа-
рату (рис. 1–3) за  уìов незалежної ади-

тивної д³ї обох його 
субодиниць св³дчить на 
користь припущення 
про конкуренц³ю ери-
троцитарної та лейко-
цитарної ³зофорì за 
уìов експериìенту. 
Ä³йсно ìожливо, що 
ìолекули двох субоди-
ниць ФÃÀ конкурують за 
ì³шен³ – вуглеводн³ де-
терì³нанти на поверхн³ 
кл³тинної ìеìбрани. 
Àле таке припущення 
потребує подальших 
ìолекулярно-б³оло-
г³чних досл³джень.

Доñë³джåííя ³í-
дукц³ї àпопòозу ñу-
мàðíèм пðåпàðàòом 

ФГА òà йоãо ³зофоðмàмè. Îск³льки при 
досл³дженн³ впливу лектин³в на прол³фера-
ц³ю кл³тин ссавц³в в уìовах in vitro ìи спо-
стер³гали статистично в³рог³дне зìеншен-
ня к³лькост³ кл³тин п³сля їхньої обробки б³л-
каìи у високих концентрац³ях, ìи висунули 
припущення про здатн³сть досл³джуваних 
б³лк³в ³ндукувати апоптоз за даних уìов 
експериìенту. Як в³доìо з л³тературних 
даних, деяк³ лектини д³йсно здатн³ спричи-
няти апоптоз, опосередковано активуючи 
певн³ сигнально-регуляторн³ шляхи кл³ти-
ни [11]. Äля перев³рки нашого припущення 
ìи провели сер³ю досл³д³в з використан-
няì б³лк³в у концентрац³ях 1 та 100 ìкг/ìл,  
к³льк³сне визначення життєздатност³ кл³-
тин та апоптозного ³ндексу проводилось 
в³дразу  та через 12 год п³сля обробки, 
зг³дно ìетодики [12].

Â ус³х досл³дних вар³антах спостер³гали 
жив³ кл³тини з яскраво зелениìи ядраìи 
(рис. 4,а), кл³тини на ранн³й стад³ї апоптозу 
– ядро з жовтиìи включенняìи, або жовте 
(рис. 4,б)  та ìертв³ кл³тини з поìаранчо-
виì ядроì (рис. 4,в).

Рèñ. 3. Âплив суìарного препарату ФÃÀ та його ³золектин³в на прол³ферац³ю куль-
тури кл³тин 4BL: а – контроль; б – ì³тоì³цин Ñ; в – лейкоцитарна ³зофорìа ФÃÀ; 
г – еритроцитарна ³зофорìа ФÃÀ; д – суìарний препарат лектину; е – теоретич-
но оч³кувана д³я суìарного препарату при уìов³ незалежної суìарної д³ї обох його 
субодиниць
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Âар³ант

 I II III
Рèñ. 5. Індукц³я апоптозних кл³тин суìарниì препаратоì ФÃÀ та його ³зофорìаìи 
за уìов р³зних вар³ант³в обробки у культур³ кл³тин Íер2. Âар³ант I – концентрац³я 
досл³джуваних б³лк³в становила 1 ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин 
проводили в³дразу п³сля обробки; Âар³ант II – концентрац³я досл³джуваних б³лк³в 
становила 1 ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин проводили через 14 го-
дин п³сля обробки; Âар³ант III – концентрац³я досл³джуваних б³лк³в становила 100 
ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин проводили в³дразу п³сля обробки;  
на д³аграìì³ позначено: а – жив³ кл³тини; б – кл³тини на стад³ї раннього апоптозу; 
в – кл³тини на стад³ї п³знього апоптозу. Ðозпод³л частот живих та апоптичних кл³тин 
для ус³х досл³дних вар³ант³в в³рог³дно в³др³знявся  в³д контролю (р³вень значиìост³ 
p<0,05 – p<0,001, в залежност³ в³д вар³анта)

При досл³дженн³ впливу суìарного 
препарату ФÃÀ-Ð та ³зофорì, ФÃÀ-Å ³ ФÃÀ-L 
на частоту апоптозних кл³тин при викорис-
танн³ л³н³ї Íер-2 наìи було показано, що 

обробка б³лкаìи у концентрац³ї 1ìкг/ìл 
зìеншувала к³льк³сть живих кл³тин, пор³в-
няно з контролеì (рис.5).

Íайвищу частоту апоптозних кл³тин 
спостер³гали п³сля д³ї 
еритроцитарної ³зо-
форìи – 92,13%, що 
ìожна сп³вставити з 
д³єю ÌÍÍÃ – 92,57 %. 
Ìенш активниì ³ндук-
тороì п³двищення час-
тоти апоптичних кл³тин 
була лейкоцитарна ³зо-
форìа – 43,24 %. За 
впливоì на апоптоз су-
ìарний препарат за-
йìав проì³жне ì³сце 
пор³вняно з д³єю ³зо-
форì. 

Àнал³зуючи частоту 
живих та апоптичних 
кл³тин при обробц³ до-
сл³джуваниìи лектина-
ìи у концентрац³ї 1ìкг/
ìл через 12 год п³сля 
обробки, з’ясували, що 
б³олог³чна активн³сть 
³зофорì ìала дещо ³н-
ший характер, пор³вня-
но з попередн³ì досл³-
доì (рис. 5, вар. II). Òак, 

 

 а б в
Рèñ. 4. Індукц³я апотозних зì³н у культур³ кл³тин раку гортан³ Íер2: а – жив³ кл³тини (яскраво-зелений хроìатин 
з орган³зованою структурою); б – кл³тини на ранн³й стад³ї апоптозу (яскраво-зелений або жовтий хроìатин, який 
сильно конденсований або фрагìентований); в- кл³тини на  п³зн³й стад³ї апоптозу (яскраво-поìаранчевий хроìа-
тин). Êл³тини обробляли лейкоцитарною ³зофорìою ФÃÀ у концентрац³ї 1 ìкг/ìл (зб³льшення 90х)
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Âар³ант

 I II III
Рèñ. 6. Індукц³я апоптозних кл³тин суìарниì препаратоì ФÃÀ та його ³зофорìа-
ìи за уìов р³зних вар³ант³в обробки у культур³ кл³тин китайського хоì’ячка. Âар³-
ант I – концентрац³я досл³джуваних б³лк³в становила 1 ìкг/ìл, врахування часто-
ти апоптозних кл³тин проводили в³дразу п³сля обробки; Âар³ант II – концентрац³я 
досл³джуваних б³лк³в становила 1 ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин 
проводили через 14 годин п³сля обробки; Âар³ант III – концентрац³я досл³джува-
них б³лк³в становила 100 ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин проводи-
ли в³дразу п³сля обробки. Íа д³аграìì³ позначено: а –жив³ кл³тини; б – кл³тини на 
стад³ї раннього апоптозу; в – кл³тини на стад³ї п³знього апоптозу. Ðозпод³л частот 
живих та апоптичних кл³тин для ус³х досл³дних вар³ант³в в³рог³дно в³др³знявся  в³д 
контролю ( р³вень значиìост³ не ìенш, н³ж p<0,05)

редн³х експериìент³в, у яких д³ю б³лк³в до-
сл³джували при низьк³й концентрац³ї, у 
цьоìу досл³дноìу вар³ант³ спостер³гали ³ 
тенденц³ю до зростання частоти кл³тин на 
стад³ї п³знього апоптозу. Òаке спостере-
ження св³дчить на користь г³потези про 
концентрац³йну залежн³сть при реал³зац³ї 
б³олог³чної д³ї досл³джуваних б³лк³в та узго-
джується з результатаìи досл³джень впли-
ву б³лк³в на прол³ферац³ю кл³тин в уìовах in 
vitro (рис.1). 

При ³ндукц³ї апоптозу у культур³ кл³тин 
китайського хоì’ячка показано, що при 
концентрац³ї 1 ìкг/ìл  суìарний препарат 
та лейкоцитарна ³зофорìа статистично 
достов³рно (p<0,001) ³ндукували п³дви-
щення частоти апоптичних кл³тин лише од-
разу п³сля обробки (рис.6). 

не було виявлено статистично в³рог³дних 
в³дì³нностей ì³ж частотаìи апоптичних 
кл³тин у контрол³ та в культурах, що були 
оброблен³ еритроцитарною ³зофорìою. Â 
той же час, лейкоцитарна ³зофорìа п³дви-
щувала частоту апоптозних кл³тин до р³вня, 
що близький до ефекту, спричиненого 
ÌÍÍÃ –  79,71 %, на в³дì³ну в³д поперед-
нього досл³ду (рис.2, вар I). Â³рог³дно 
(p<0,001) р³знився в³д контрольного також 
³ розпод³л частот живих та апоптичних кл³-
тин п³сля обробки суìарниì препаратоì: 
к³льк³сть живих кл³тин була нав³ть вищою, 
н³ж у контрол³ – 89,29 %. Îтриìан³ дан³ 
узгоджуються з попередн³ìи досл³дження-
ìи, де вивчали вплив ФÃÀ-Ð та його ³зо-
форì на прол³ферац³ю кл³тин Íер-2 
(рис.1), де також досл³джували д³ю б³лк³в 
через 12 год п³сля обробки.

При досл³дженн³ 
впливу суìарного пре-
парату та його ³зофорì 
на частоту апоптичних 
кл³тин у концентрац³ї 
100 ìкг/ìл ³з викорис-
танняì т³єї ж тест-
систеìи, наìи було по-
казано, що обробка ус³-
ìа трьоìа б³лкаìи 
статистично достов³р-
но (p<0,001) зì³нює 
розпод³л частот живих 
та апоптозних кл³тин, 
п³двищуючи частоту 
апоптичних кл³тин, по-
р³вняно з контролеì. Ó 
випадку д³ї ³зофорì в³д-
соток живих кл³тин був 
нижчий, н³ж при оброб-
ц³ ìодельниì ìутаге-
ноì ÌÍÍÃ; р³вень зна-
чиìост³ цих в³дì³ннос-
тей також становив 
p<0,001 (рис. 5). Âарто 
також зауважити, що на 
в³дì³ну в³д двох попе-
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×ерез 12 годин п³сля обробки, розпод³л 
частот також в³рог³дно в³др³знявся в³д 
контрольних показник³в (p<0,001), однак 
характер розпод³лу був зовс³ì ³ншиì. Òак, 
ан³ суìарний препарат, ан³ окреì³ ³зофор-
ìи ФÃÀ не лише не спричиняли зростання 
частоти апоптичних кл³тин, але, навпаки, 
так³ кл³тини зустр³чались  р³дше, н³ж у 
контрольних вар³антах. Òак³ суттєв³ в³дì³н-
ност³ ì³ж двоìа експериìентаìи ìожна 
пояснити або швидкою загибеллю та роз-
падоì апоптичних кл³тин – або тиì, що од-
разу п³сля обробки лектинаìи не ус³ кл³ти-
ни на стад³ї раннього апоптозу гинуть, во-
чевидь б³льш³сть з них репарується та 
активно прол³ферує.  

При досл³дженн³ д³ї б³лк³в у концентрац³ї 
100 ìкг/ìл спостер³гали статистично до-
стов³рне (p<0,001) зниження частоти жи-
вих кл³тин пор³вняно з контролеì (рис.6, 

вар III). Íайвищу часто-
ту апоптичних кл³тин 
спостер³гали при об-
робц³ лейкоцитарною 
³зофорìою. Òакож вар-
то зауважити, що серед 
апоптичних кл³тин пе-
реважала частка кл³тин 
на стад³ї п³знього апоп-
тозу. Ðозпод³л частот 
живих та апоптозних 
кл³тин в³др³знявся в³д 
такого у препаратах, 
оброблених еритроци-
тарною ³зофорìою та 
суìарниì б³лкоì, на 
р³вн³ значиìост³ 
p<0,001.

Із використанняì 
культури кл³тин людини 
4ÂL як ìодельного 
об’єкту, показано, що  
при концентрац³ї б³лка 
1 ìкг/ìл еритроцитар-
на ³зофорìа зì³нювала 

розпод³л частот живих та апоптичних кл³-
тин (р³вень значиìост³ в³дì³нностей стано-
вив p<0,001). При цьоìу спостер³гали 
зростання частоти апоптичних кл³тин як 
в³дразу, так ³ через 12 год п³сля обробки 
(рис. 7). 

Îбробка суìарниì препаратоì у кон-
центрац³ї 1ìкг/ìл через 12 год лише не-
значно зìеншувала к³льк³сть живих кл³тин у 
культур³, пор³вняно з контролеì, а у культу-
рах, оброблених лейкоцитарною ³зофор-
ìою, частота живих кл³тин нав³ть дещо 
зростала (р³вень значиìост³ в³дì³нностей 
розпод³лу частот становив p<0,001). Âар-
то зауважити, що розпод³л частот живих та 
апоптозних кл³тин в³дразу п³сля обробки 
лейкоцитарною ³зофорìою ФÃÀ ìало в³д-
р³знявся в³д контрольного: к³льк³сть живих 
кл³тин була на р³вн³ контролю, ³ лише сп³в-
в³дношення кл³тин на ранн³х та п³зн³х стад³-
ях апоптозу дещо зì³стилося в б³к цих 

 
Âар³ант

 I II III
Рèñ. 7. Індукц³я апоптозних кл³тин суìарниì препаратоì ФÃÀ та його ³зофорìаìи 
за уìов р³зних вар³ант³в обробки у культур³ кл³тин 4BL. Âар³ант I – концентрац³я до-
сл³джуваних б³лк³в становила 1 ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин про-
водили в³дразу п³сля обробки; Âар³ант II – концентрац³я досл³джуваних б³лк³в ста-
новила 1 ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин проводили через 14 годин 
п³сля обробки; Âар³ант III – концентрац³я досл³джуваних б³лк³в становила 100 ìкг/
ìл, врахування частоти апоптозних кл³тин проводили в³дразу п³сля обробки;  на 
д³аграìì³ позначено: а – жив³ кл³тини; б – кл³тини на стад³ї раннього апоптозу; в – 
кл³тини на стад³ї п³знього апоптозу
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останн³х (p<0,05). При концентрац³ї досл³-
джуваних б³лк³в 100 ìкг/ìл, як ³ у попере-
дн³х досл³дах, спостер³гали  статистично 
достов³рну ³ндукц³ю частоти апоптозних 
кл³тин ус³ìа досл³джуваниìи лектинаìи 
(p<0,001). 

Ö³каво, що вплив досл³джуваних ³зо-
форì лектину на кл³тини р³зного похо-
дження in vitro дещо р³знився. Òак, п³сля 
обробки суìарною та лейкоцитарною 
форìаìи лектин³в в концентрац³ї 1 ìкг/ìл 
в культур³ кл³тин китайського хоì’ячка спо-
стер³гали достов³рно вищий р³вень апоп-
тозу, н³ж в культур³ Íер-2; в той же час п³сля 
обробки еритроцитарною форìою спо-
стер³гали ц³лкоì протилежну картину.

Äостов³рно р³знився ³ вплив лектин³в на 
культури 4BL та китайського хоì’ячка п³сля 
обробки б³лкоì у концентрац³ї 1 ìкг/ìл ³з 
подальшою пост³нкубац³єю. Ó кл³тинах ки-
тайського хоì’ячка суìарна та еритроци-
тарна форìи лектину спричиняли зì³ну 
розпод³лу частот живих та апоптичних кл³-
тин у б³к живих, – в той же час у культур³ 4BL 
п³сля такої обробки суìарною та еритро-
цитарною форìаìи лектину спостер³га-
лось, навпаки, поì³тне зниження частоти 
живих кл³тин. П³сля обробки ж лейкоцитар-
ною форìою, навпаки, в культур³ 4BL спо-
стер³гали достов³рне зростання частот жи-
вих кл³тин, а в культур³ китайського 
хоì’ячка – незначне її зниження. Îтриìан³ 
наìи дан³ св³дчать про вплив досл³джених 
лектин³в на апоптоз у культур³ кл³тин ссав-
ц³в, а також їхн³й дозозалежний вплив на 
прол³ферац³ю. При низьких концентрац³ях 
спостер³гали переважно або ì³тогенну ак-
тивн³сть б³лк³в, або в³дсутн³сть ³ндукц³ї 
апоптозу, окр³ì д³ї лейкоцитарної форìи, у 
культур³ кл³тин раку гортан³ (рис. 5). Ö³каво 
також, що в³дсоток апоптичних кл³тин од-
разу п³сля обробки б³лкаìи у концентрац³ї 
1 ìкг/ìл був ³нод³ вищий, н³ж через 12 год 
п³сля обробки. Îск³льки б³льша частина 
кл³тин у цьоìу випадку перебувала на ста-
д³ї раннього апоптозу, такий ефект ìожна 

пояснити тиì, що певна частина цих кл³тин 
активно репарується та прол³ферує. Öе 
вказує на складн³ ìолекулярно-б³олог³чн³ 
ìехан³зìи реал³зац³ї д³ї лектин³в та потре-
бує подальших досл³джень.

При високих концентрац³ях лектини 
спричиняли зìеншення к³лькост³ живих 
кл³тин та статистично достов³рно п³двищу-
вали в³дсоток апоптичних кл³тин, причоìу 
у цих досл³дних вар³антах  переважно спо-
стер³гали кл³тини на стад³ї п³знього апоп-
тозу, на в³дì³ну в³д досл³д³в, де б³лки вико-
ристовувались при низьких концентрац³ях.

Вèñíовкè
Показано, що суìарний препарат ФÃÀ 

та його окреì³ ³зофорìи ìають дозоза-
лежний характер впливу на прол³ферац³ю 
кл³тин та впливають на частоту апоптозу. 
Ìожливо, ³зофорìи ФÃÀ конкурують за 
одн³ й т³ ж саì³ ì³шен³, а д³я суìарного пре-
парату є результатоì такої конкуренц³ї. 
Ó подальшоìу плануєìо детальн³ше досл³-
дити сигнально-регуляторн³ ìехан³зìи ³н-
дукц³ї апоптозу лектинаìи, оск³льки так³ 
дан³ ц³кав³ з точки зору фундаìентальної 
б³олог³ї та ìожуть бути перспективниìи 
при розробц³ нових ìетод³в таргетної те-
рап³ї злояк³сних утворень.
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ÂËÈЯÍÈÅ ФÈÒÎÃÅÌÀÃÃËЮÒÈÍÈÍÀ  
PHASEOLUS VULGARIS È ÅÃÎ ÈЗÎФÎÐÌ  
ÍÀ ПÐÎËÈФÅÐÀÖÈЮ È ÂЫЖÈÂÀÍÈÅ  
ÊËÅÒÎÊ ÌËÅÊÎПÈÒÀЮЩÈÕ IN VITRO

Т.А. Кочубей,  О.А. Пивень, В.И. Андриенко, 
Л.Л. Мацевич, И.С. Карпова, Л.Л. Лукаш

Èнститут ìолекулярной биологии и генетики ÍÀÍ 
Óкраины,  
Óкраина, 03143, Êиев, ул. Заболотного, 150,  
e-mail: lukash@imbg.org.ua

Цåëü ðàбоòы. Ñравнить влияние изолектинов 
фасоли обыкновенной (Phaseolus vulgaris), 
суììарного препарата и его отдельных изо-

форì на пролиферацию, выживание и индук-
цию апоптоза в культуре клеток ìлекопита-
ющих. Ìåòоды. Èспользовался ìетод оцен-
ки цитотоксичности/ìитогенности с поìощью 
ìикрокультурального теста, и ìетод оцен-
ки апоптоза путеì окраски флуоресцентныìи 
красителяìи. Выводы. Èсследовано влияние 
фитогеìагглютинина и его отдельных изофорì 
на пролиферацию и апоптоз клеток разного ви-
дового происхождения в условиях in vitro. По-
казано, что лектины способны дозозависи-
ìо влиять на пролиферацию, а также индуци-
ровать апоптоз. При высоких концентрациях 
исследуеìых белков наблюдали подавление 
пролиферации клеток и индукцию апоптоза, 
регистрировали клетки как на ранней, так и на 
поздней стадии апоптоза.

Кëючåвыå ñëовà: фитогеìагглютинин, изо-
лектины, пролиферация, апоптоз, культура 
клеток in vitro.

INFLUENCE OF PHASEOLUS VULGARIS PHY-
TOHEMAGGLUTININ AND ITS ISOFORMS ON 
THE PROLIFERATION AND SURVIVAL  
OF MAMMALIAN CELLS IN VITRO 

Т.O. Коchubei,  О.O. Piven, V.I. Аndrienko,  
L.L. Маcewicz, I.S. Karpova, L.L. Lukash 

Institute of Molecular Biology and Genetics NÀS 
Ukraine 
150 Zabolotnogo Street, Êyiv, 03143 Ukraine 
e-mail: lukash@imbg.org.ua

Aim. To compare the influence of kidney beans 
(Phaseolus vulgaris) isolectins, total protein and 
its individual isoforms on proliferation, surviv-
al and apoptosis induction in mammalian cell 
culture. Methods The method of cytotoxici-
ty/mitogenicity evaluation by microculture test 
and apoptosis testing by fluorescent dyes were 
used. Conclusions. The influence of phytohe-
magglutinin and its individual isoforms on prolif-
eration and apoptosis of different origin cells in 
vitro was investigated. It was shown that all lec-
tins studied can affect the cells proliferation in 
dose-dependent mode and induce the apopto-
sis. At high levels of the proteins examined there 
was observed inhibition of cell proliferation, in-
duction of apoptosis with cells being on its vari-
ous stages.

Key words: phytohemagglutinin, isolectins, 
proliferation, apoptosis, cell culture in vitro.


