
I S S N 0233-7657. Біополімери і клітина. 2004. Т. 20. № 6 

ГЕНОМ І ЙОГО РЕГУЛЯЦІЯ 
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використання для модуляції процесів індукованого 
мутагенезу в соматичних клітинах ссавців in vitro 
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Порівнювали вплив лектинів суцвіть і кори бузини чорної, а також інсуліну на проліферацію 
культури клітин китайського хом'яка Для одного з цих білків, а саме — лектину кори стовбура 
бузини чорної виявлено протекторні властивості стосовно процесів індукованого мутагенезу. 

Вступ. Досліджували два аспекти біологічної ак
тивності лектинів бузини чорної: їхній вплив на 
проліферацію клітин in vitro та здатність до моду
ляції процесів індукованого мутагенезу для з'ясу
вання можливсті використання цих білків як ге-
нопротекторних речовин. 

На сьогодні основні напрямки вивчення та 
застосування лектинів пов'язані з їхньою здатністю 
до специфічного зв'язування з рецепторами цито-
мембрани; цим, зокрема, обумовлене їхнє викори
стання з діагностичною метою [1, 2] . Характерною 
рисою багатьох лектинів є висока токсичність для 
ссавців, але існують і порівняно низькотоксичні 
білки, які також належать до групи лектинів. Саме 
останні є привабливим об'єктом щодо застосування 
їх для модифікації біологічних (у тому числі гене
тичних) властивостей інших сполук. Це, зокрема, 
лектин кори бузини чорної: одна з переваг цього 
білка полягає в тому, що він практично не накопи
чується у клітині (швидко деградує) [3 ]. 

Вибір сполук нікелю як основного модельного 
мутагену пов'язаний з тим, що сполуки важких 
металів є одним із найрозповсюдженіших хімічних 
факторів професійного ризику в умовах сучасної 
промисловості, а також значним забруднювачем 
довкілля. Для сполук нікелю показано цитоток-
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сичні [4] та канцерогенні властивості [5]. Надли
шок нікелю у клітині призводить також до пато
логічних біохімічних змін [6]. 

За існуючими літературними даними, нікель і 
його сполуки здатні індукувати мутації як in vivo 
[4, 7—12], так і in vitro, В останньому випадку 
результати неоднозначні, особливо для хлориду 
нікелю [13—15]. Ймовірно, мутагенні властивості 
цієї солі значною мірою залежать від умов культи
вування [16, 17]. 

На рівні первинних пошкоджень показано ін
дукцію іонами Ni 2 + однониткових розривів ДНК та 
крос-лінків [8, 12, 18—20]. Крім того, склад мік
роелементів в організмі є збалансованим [21 ], тому 
зростання вмісту іонів Ni 2 + порушуватиме рівно
вагу у клітині, що може впливати на рівень стабі
лізації структури ДНК. 

Багатьма дослідниками виявлено значні між-
індивідуальні відмінності індукції мутацій сполука
ми нікелю. Тому питання про мутагенну дію важ
ких металів та механізми захисту від неї залиша
ються актуальними, особливо в контексті розробки 
підходів до тестування індивідуальної чутливості та 
підбору конкретних доз захисних факторів. 

Матеріали і методи. У роботі використано 
культивовану лінію клітин Blld-ii-FAF28C127. За
стосовано метод мікрокультивування для визначен
ня цитотоксичної/мітогенної активності [22] та 
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Таблиця 1 
Вірогідність впливу на ріст клітинної культури різних концентрацій досліджуваних білків 

бузини чорної 

Оптична 
густина, D 

0 -І . , , , , 
0,063 0,125 0,25 0,5 J 2 

Концентрація білка, мкг/мл 

Рис. 1. Вплив досліджуваних білків на ріст клітинної культури: 
1 — лектин кори; 2 — інсулін; З — лектин суцвіть; 4 — конт
роль 

comet-аналіз — для виявлення пошкодження хро
матину окремих клітин [23, 24] з модифікаціями 
за [25 ]. Для виконання даної роботи потрібно було 
обрати зручний модельний мутаген. У зв'язку з 
цим протестовано дві сполуки з принципово різ
ними механізмами дії: ^метил-Н-нітро-ЬЇ-нітро-
зогуанідин (МННГ) та хлорид нікелю. 

Використовували два лектини бузини чорної 
(Sambucus nigra): комерційний лектин кори стовбу
ра («Лектинотест», Львів) та лектин суцвіть (лю
б'язно наданий І. С. Карповою); а також інсулін 
свині (перекристалізований з фармацевтичного 
препарату). 

Вірогідність різниці між контрольними та до
слідними варіантами обчислювали за методом 
Ст'юдента. Для статистичної обробки отриманих 
даних застосовували також методи дисперсійного 
аналізу. 

Результати і обговорення. Результати вивчен
ня впливу досліджуваних білків на ріст культури 
наведено на рис. 1 та в табл. 1. Як видно, в 
низьких концентраціях має місце їхня стимулю-
вальна дія на проліферацію клітинної культури. За 
високих концентрацій подібного ефекту не спо
стерігається, а у випадку лектину суцвіть S. nigra, 

навпаки, відмічено вірогідне пригнічення проліфе
рації. Показник впливу застосованої концентрації 
білків на інтенсивність росту культури становив 
84,1±20,5 % (р< 0,001), 60,1±51,6 % (р<0,05) та 
67,3±42,3 % (р < 0,05) відповідно для лектину 
кори, інсуліну та лектину суцвіть. Продемонстро
вано також наявність вірогідного (р < 0,001) впливу 
залежно від виду застосованого білка на ріст куль
тури; відсоток впливу складав 21,1. 

За раніше отриманими даними, досліджувані 
лектини у концентрації 0,2 мкг/мл проявляють 
також протекторну активність відносно мутагенно
го чинника МННГ [26]. 

У зв'язку з виявленою мітогенною дією лек
тинів кори і суцвіть досліджували також їхній 
ефект на ріст мікрокультур, попередньо обробле
них мітоміцином С, Спочатку було протестовано 
цитостатичну дію мітоміцину за різних концент
рацій у даній тест-системі. Показано пригнічення 
проліферації клітин у діапазоні концентрацій 
1,25—40 мкг/мл, причому це пригнічення не мало 
дозозалежного характеру. Цікаво, що в межах 
концентрацій 1,25—40 мкг/мл не виявлено ві
рогідного впливу застосованої концентрації міто
міцину на інтенсивність проліферації, що дозволяє 
зробити висновок про повне інгібування клітинного 
ділення у використаній культурі вже в концент
рації 1,25 мкг/мл. 

У дослідах з модифікації впливу мітоміцину С 
на ріст клітинної культури за допомогою лектинів 
кори і суцвіть S. nigra концентрація мітоміцину 
становила 10 мкг/мл (рис. 2). 

Як видно з рис. 2, передобробка мітоміцином 
(10 мкг/мл) значною мірою нівелює мітогенний 
ефект лектинів. Проте максимально активна кон
центрація лектину кори (0,25 мкг/мл) вірогідно 
стимулює ріст клітинної культури порівняно з мі-
томіциновим контролем. Для лектину суцвіть ві-
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Рис. 2. Мітогенна дія лектинів бузини чорної у культурах з 
повністю пригніченою проліферацією: 1 — мітоміцин + лектин 
кори; 2 — мітоміцин + лектин суцвіть; пунктиром позначено 
мітоміциновий контроль 

Таблиця 2 
Результати дисперсійного аналізу впливу концентрації 
лектинів бузини чорної на ріст культур, оброблених 
мітоміцином С (10 мкг/мл) 

рогідної стимуляції росту попередньо оброблених 
мітоміцином культур не виявлено, проте спосте
рігалася певна тенденція до такої стимуляції в 
концентрації білка 0,125 мкг/мл (значення кри
терію Ст'юдента 2,4 порівняно із стандартним 2,8). 
Дисперсійний аналіз отриманих даних також пока
зав наявність вірогідного впливу концентрації лек
тину кори на ріст клітинної культури, попередньо 
обробленої мітоміцином С (табл. 2). 

Для дослідження модулювальної дії лектину на 
утворення первинних пошкоджень ДНК також оби
рали модельний мутаген. Тестували алкілувальний 
агент МННГ та хлорид нікелю (рис. 3). 

Літературні дані щодо мутагенних властиво
стей водорозчинних солей нікелю є досить супереч
ливими. Проте раніше нами опрацьовано опти
мальний метод індукції первинних пошкоджень 
ДНК подібними солями у використовуваній тест-
системі [16] 

Оскільки, як показано вище, порівняно високі 
концентрації досліджуваних лектинів не лише не 
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контроль 

стимулюють, а навіть до певної міри пригнічують 
проліферацію клітинної культури, ми вивчали ін
дукцію цими білками первинних пошкоджень 
ДНК. 

Застосування методу DNA-comet виявило на
явність індукції таких пошкоджень, починаючи 
уже з концентрації білка 0,5 мкг/мл (для лектину 
кори); у разі лектину суцвіть досліджували лише 
дві концентрації — 0,2 та 2 мкг/мл; перша з них 
не спричиняла пошкоджень, тоді як друга призво
дила до появи значної кількості розривів ДНК (рис. 
4, а). 

Хоча розроблена нами раніше модельна систе
ма для вивчення модулювальної дії біологічно ак
тивних чинників передбачає експериментальну об
робку клітин у присутності сироватки, виникла 
також необхідність аналізу генетичної активності 
лектину саме в цій системі. Результати наведено на 
рис. 4, б. Як видно, порогова концентрація білка 
лишається незмінною, проте змінюється характер 
розподілу кількості пошкоджень на клітину в попу
ляції, 

У подальших дослідах вивчали модулювальний 
вплив лектину кори бузини чорної на індукцію 
пошкоджень ДНК модельним мутагеном NiCl2. Для 
цієї серії дослідів обрано концентрацію білка 
0,2 мкг/мл. За такої концентрації білок проявляє 
мітогенні властивості і, як показано раніше, про
текторний вплив відносно цитотоксичної дії алкілу-
вального агента МННГ (рис. 5). 

Лектин кори бузини чорної проявляє виразну 
антагоністичну дію відносно іонів нікелю при будь-
якій послідовності обробки клітин мутагеном і біл
ком. Проте характер цієї антагоністичності відріз
няється в окремих варіантах досліду. 

Так, за умов, коли обробку лектином проводи
ли після експозиції клітин з мутагеном, спосте-
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Рис. 4. Індукція розривів Д Н К лектином кори бузини чорної у безсироватковому середовищі (а) та у присутності сироватки (б) 

Рис. 5. Модуляція пошко
джуючої дії хлориду ніке
лю лектином кори бузини 
чорної: 1 — інтактні кліти
ни; 2 — інкубація з NiCl2 
(1 год); постінкубація у се
р е д о в и щ і б е з н і к е л ю 
(З год); 3 — інкубація з 
NiCl 2 (1 год); 4 — інкуба
ція з лектином (3 год); ін
кубація з N1CI2 (1 год); 
5 — і н к у б а ц і я з N i C l 2 

(І год), інкубація з лекти-
І ном (3 год); 6 — ко-інку-
5 бація з NiCb та лектином 
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рігалося вірогідне зниження частоти появи клітин з 
пошкодженнями ДНК, але відмінностей між се
реднім показником деформації гало (тобто числом 
розривів на клітину) в дослідному варіанті та у 
відповідному позитивному контролі виявлено не 
було. Цікавим видається порівняння цих даних з 
результатами тестування генетичної активності 
лектину per se. Оскільки, за нашим припущенням, 
останні свідчать про наявність взаємодії лектину 
лише з частиною клітинної популяції, можна вва
жати за одну з імовірних гіпотез наявність репа
рації нікель-індукованих розривів у клітинах, які 
зв'язали лектин, тобто про репарогенні властивості 
даного білка. Дане припущення до певної міри 
підтверджується також тим, що за умов поперед
ньої обробки клітин лектином як кількість роз
ривів, так і частота клітин з деформацією гало 
спадають нижче контрольного рівня. 

У разі інкубації клітин з лектином перед об
робкою їх мутагеном спостерігається значне зни
ження як частки клітин з пошкодженнями ДНК, 
так і середнього числа нікель-інду кованих розривів. 

Це дозволяє припустити, що поряд з індукцією 
репаративних систем має місце також зменшення 
кількості іонів нікелю, які проникають до клітини. 
Повністю віднести згадане зменшення на рахунок 
неспецифічного зв'язування іонів нікелю лектином 
при даній схемі досліду, на нашу думку, не можна, 
оскільки перед обробкою мутагеном лектин видаля
ли зі складу культурального середовища. Попе
реднє припущення підтверджується також резуль
татами останнього дослідного варіанту — одночас
ної інкубації клітин з хлоридом нікелю і лектином. 
Тут спостерігається значне зниження кількості роз
ривів ДНК у клітинах, проте за умов попередньої 
обробки клітин лектином число розривів знижуєть
ся вірогідно сильніше. Повертаючись до дослідного 
варіанту з одночасною обробкою клітин сіллю ні
келю і лектином, слід зауважити, що зниження 
частоти появи клітин з деформацією гало у даному 
випадку порівняно незначне, хоч і має вірогідний 
характер. На нашу думку, усе викладене вище 
свідчить про наявність виражених десмутагенних 
властивостей досліджуваного лектину, тобто в ре-
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зультаті безпосередньої взаємодії іонів нікелю з 
лектином відбувається масове зв'язування цих іо
нів білковою молекулою. 

Висновки. Лектини кори стовбура і суцвіть 
бузини чорної, а також інсулін у концентраціях 
0,125—0,25 мкг/мл вірогідно стимулюють пролі
ферацію клітинної культури, проте при збільшенні 
концентрації до 0,5 мкг/мл ці білки не проявляють 
мітогенних властивостей. Для лектину кори пока
зано навіть пригнічення проліферації культури при 
застосуванні цього білка в концентрації 2 мкг/мл. 
Характер залежного від концентрації впливу для 
всіх досліджуваних білків відрізняється. 

Лектин кори бузини чорної стимулює також 
ділення клітин у культурах з попередньо повністю 
пригніченою мітоміцином С проліферацією. 

Досліджено індукцію первинних пошкоджень 
ДНК деякими низькомолекулярними сполуками. 
На основі отриманих результатів хлорид нікелю 
обрано як модельний мутаген для дослідження 
модуляції процесу мутагенезу за допомогою біо
логічно активних білків у даній тест-системі. 

Лектин кори бузини чорної у концентрації 
0,2 мкг/мл поряд з вираженими мітогенними вла
стивостями має здатність знижувати кількість ін
дукованих модельним мутагеном первинних по
шкоджень ДНК. 

L. L. Macewicz, О. М. Suhorada, L. L. Lukash 

Biological activity of some proteins and their usage for modulation of 
induced mutagenesis in mammalian somatic cells in vitro 

Summary 

The influence of some proteins, such as elderberry bark and 
inflorescences lectins, and insulin, on cell culture proliferation, was 
compared. The antimutagenic properties for one of those proteins 
(elderberry bark lectin) were demonstrated. 

Л. Л. Мацевич, E. M. Сухорада, Л. Л. Лукаиі 

Биологическая активность некоторых белков и использование 
их для модуляции процессов индуцированного мутагенеза в 
соматических клетказх млекопитающих in vitro 

Резюме 

Сравнивали влияние ряда белков (лектины коры и соцветий 
бузины черной, инсулин) на пролиферацию клеточной культу
ры. Для одного из этих белков выявлены протекторные 
свойства в отношении процессов индуцированного мутагенеза. 
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