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Досліджені лектини різного походження здатні впливати на проліферацію соматичних клітин 
людини і китайського хом'ячка в культурі. їхні ефекти є порівнянними з дією цитостатика 
мітоміцину С. Виявлено пряму залежність впливу лектину кори бузини чорної Sambucus nigra на 
генетичну стабільність соматичних клітин ссавців за локусом hprt від концентрації білка. При 
концентраціях 20—200 мкг/мл проявлявся ефект насичення. Статистично достовірне під
вищення частоти генних мутації за локусом hprt, а також пригнічення проліферації та/або 
цитотоксичну дію спостерігали в діапазоні концентрацій білків від 2 до 2000 мкг/мл. Імовірно, 
вплив рослинних лектинів родини RIP білків на проліферацію культур клітин не пов'язаний з 
їхньою вуглеводною специфічністю, а залежить від структурно-функціональних особливостей 
системи лектин—клітина. Одержано нові дані про здатність лектину ікри окуня Persa fluviatilis 
змінювати проліферацію клітин ссавців порівняно з дією рослинних RIP білків. 

Ключові слова: лектини, RIP білок, генетична стабільність, пригнічення проліферації, цитоток
сична дія, клітини ссавців у культурі. 

Вступ. Лектини належать до широко розповсюдже
них у природі вуглеводзв'язу вальних білків. Біо
логічні функції цих білків різноманітні і залежать 
від структурно-функціональних особливостей біо-
систем, але вважається, що ці функції здебільшого 
обумовлені їхньою здатністю взаємодіяти з вугле
водами, тобто субстратною специфічністю. Біл
ково-вуглеводні взаємодії відбуваються у різно
манітних біологічних процесах і слугують однією з 
форм передачі біологічної інформації [1, 2] . Екзо
генні лектини здатні впливати через глікозильо-
вану поверхню клітинної мембрани, яка містить 
чисельні сигнальні точки клітини, на адгезію, міг
рацію, апоптоз, проліферацію і, як показано нами 
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[4—7], на спонтанний та індукований мутаційний 
процес у про- та еукаріотних системах. 

Таким чином, лектини завдяки своїй розпов-
сюдженості у природі і здатності впливати на 
процеси біосинтезу білка в клітині становлять при
нциповий інтерес в плані наукових досліджень для 
їхнього подальшого використання як модуляторів 
спонтанного мутаційного процесу [8 ]. 

Мета нашої роботи полягала у вивченні впливу 
лектинів, різних за походженням і вуглеводною 
специфічністю, на проліферацію і генетичну ста
більність у клітинах ссавців в умовах in vitro. 

Матеріали і методи. При проведенні дослід
жень використовували лектини рослинного (кори 
бузини чорної Sambucus nigra, насіння сочевиці 
Lens culinaris) та тваринного (ікри окуня Persa 
fluviatilis) походження, одержані з НВК «Лектино-
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Рис. 1. Вплив лектинів на проліферацію культур клітин китайського хом'ячка (а) та клітин людини А-102 (б) (середні дані трьох 
дослідів): / — лектин ікри P. fluviatis\ 2 — мітоміцин С; 3 — лектин насіння L. culinaris; 4 — лектин кори 5. nigra; 5 — контроль 

тест» (Україна). Ці лектини відрізняються не лише 
за своїм походженням, а й за молекулярною ма
сою, яка становить 140, 49 і 100 кДа відповідно, а 
також за вуглеводною специфічністю. Так, лектин 
бузини чорної, специфічний до D-галактози, М-
ацетил-О-галактозаміну та до залишків сіалової 
кислоти, лектин сочевиці — до a-D-глюкози та а-
D-манози. За існуючими класифікаціями лектинів 
вищих рослин, обидва білки належать до так зва
них рибосомінактивуючих білків (RIP білки) [10]. 
На сьогодні відомо, що лектин окуня (власна роз
робка НВК «Лектинотест») є специфічним до а-фу-
кози, але стосовно його класифікації та можливої 
дії на культури клітин ссавців літературних даних 
ще немає. 

Всі експерименти проводили в умовах in vitro 
з використанням культур клітин китайського хо
м'ячка лінії Blld-ii-FAF28C1237 та клітин людини 
лінії А-102. Остання люб'язно надана нам проф. 
МакКормиком (Мічиганський університет). 

Вплив досліджуваних білків на темп пролі
ферації методом мікрокультур виявляли за допомо
гою клітин обох ліній; вплив білків на спонтанний 
мутаційний процес — лише однієї лінії Blld-ii-
FAF28C1237, яка чутлива до дії аналогів пуринових 
основ. Завдяки цьому описана тест-система дозво
ляє вивчати індукцію генних мутацій за локусом 
hprt. Селекцію мутантних клонів проводили протя
гом 12—14 діб у культуральному середовищі Ігла з 
додаванням 6-меркаптопурину (6-МП) у концент
рації 60 мкг/мл. Методику виконання експери
ментів детально описано в [11 ]. 

Вивчення впливу на темп проліферації клітин 
усіх досліджуваних лектинів здійснювали за такою 

схемою: клітини обробляли лектинами протягом 
4 год, концентрація білка становила 0,002; 0,02; 
0,2; 2; 20; 200 і 2000 мкг/мл в культуральному 
середовищі Ігла за відсутності сироватки. У нега
тивному контролі клітини інкубували в середовищі 
Ігла без сироватки. У позитивному контролі для 
пригнічення клітинного поділу використовували ві
домий цитостатик мітоміцин С у концентрації 
10 мкг/мл. Фіксацію, фарбування клітин та аналіз 
результатів проводили через 43—44 год. 

У дослідах з індукції генних мутацій за локу
сом hprt використовували лише лектин кори S. 
nigra; обробка лектином тривала 3 і 4 год у різних 
дослідах. Як позитивний контроль у цих експери
ментах використано алкілуючий агент М-метил-N-
HiTpo-N-нітрозогуанідин (МННГ) у концентрації 
0,5 мкг/мл; клітини обробляли упродовж 1 год. 
Мутагенну дію цього чинника досліджено нами 
раніше [12]. 

Результати і обговорення. Вплив лектинів на 
проліферацію. Результати аналізу впливу лектинів 
S. nigra, L. culinaris і P. fluviatilis на проліферацію 
клітин китайського хом'ячка показали, що всі біл
ки здатні пригнічувати поділ клітин китайського 
хом'ячка в діапазоні концентрацій 2—2000 мкг/мл 
нарівні з мітоміцином С (рис 1, а). Не виключено 
також, що зниження кількості клітин при викори
станні досліджуваного мікротесту зумовлене не ли
ше інгібуючим впливом на проліферацію, а й 
цитотоксичною дією лектинів на досліджувані клі
тини. На рис. 1 представлено усереднені дані за 
трьома експериментами. Для всіх лектинів спо
стерігали тенденцію до послаблення пригнічення 
клітинного поділу та/або цитотоксичної дії при 
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Концентрація лектину, мкг/мл 

Рис. 2. Залежність індукції резистентних до 6-МП клонів від 
концентрації лектину кори бузини чорної (S. nigra) 

зменшенні концентрації білка, однак при концент
рації 0,2 мкг/мл цей ефект взагалі був відсутнім. 
При подальшому зменшенні концентрації лектину 
до 0,002 мкг/мл знов виявлялася тенденція до 
підсилення інгібування проліферації та/або зро
стання цитотоксичної дії. Детальніші дослідження 
впливу білків за малих концентрацій, можливо, 
підтвердять наявність другого, менш вираженого 
піку інгібуючої активності. 

Таким чином, з використанням клітин китай
ського хом'ячка як тест-системи виявлено значну 
подібність у біологічній дії лектинів різного поход
женням та вуглеводної специфічності. 

Аналогічну залежність інгібуючої та/або цито
токсичної дії лектинів насіння сочевиці та ікри 
окуня від концентрації ми спостерігали і при вико
ристанні як модельного об'єкта клітин клітин лю
дини А-102 (рис. 1, б). Потрібно відзначити, що 
найвиразнішу інгібуючу дію у даній тест-системі 
демонструє лектин насіння сочевиці в концент
раціях 20 і 200 мкг/мл. Але, на відміну від клітин 
китайського хом'ячка, в цій системі знайдено і 
деякі відмінності у біологічній дії лектинів різної 
природи. Так, лектин ікри окуня виявив досить 
високу мітогенну активність при концентраціях 0,2 
і 2 мкг/мл. За малої концентрації (0,002 мкг/мл) 
усі досліджувані лектини не проявляли біологічної 
активності. А при дослідженні дії різних концент
рацій лектину кори бузини чорної не помічено 
їхнього значного впливу на проліферацію клітин 
людини, за винятком концентрацій білка 0,2 і 
200 мкг/мл (рис. 1,6). 

Цитотоксичність лектинів — це наслідок про
яву відомих на сьогоднішній день типових для них 
ензиматичних активностей, але для багатьох RIP 
білків описано також неканонічні ензиматичні вла

стивості, а саме — ДНКазна та/або РНКазна, які 
спостерігаються при їхніх високих концентраціях. 
Показано, що цитотоксичність лектинів сочевиці і 
бузини чорної є наслідком основної функції усіх 
RIP білків — деаденілювання рибосом. Той факт, 
що білки з різною вуглеводною специфічністю 
однаково впливають на проліферацію клітин ки
тайського хом'ячка, свідчить, скоріше за все, про 
залежність такого ефекту від внутрішньоклітинних 
процесів. Це не суперечить існуючому уявленню 
стосовно того, що вуглеводна специфічність лек
тинів принципово важлива лише на перших стадіях 
взаємодії білка і клітини: розпізнавання та зв'язу
вання. А токсичність білків RIP обумовлена домен
ною організацією самого лектину та рибосомних 
білків клітини-реципієнта [10, 13]. Так, наприк
лад, відомо, що рицин є високоактивним відносно 
рибосом дріжджів і ссавців та майже або повністю 
неактивний щодо рибосом рослин і деяких бакте
рій. Більшість RIP білків першого типу мають 
ширший спектр взаємодії на відміну від RIP білків 
другого типу, які проявляють PHK-N-глікозидазну 
активність переважно до рибосом тварин. Ця різни
ця залежить від типу рибосомних білків, які пере
шкоджають або сприяють зв'язуванню А-ланцюга 
лектину і сарцин/рицинової петлі рРНК з консер
вативною послідовністю. Зокрема, ідентифіковано 
специфічні до А-ланцюга рицину білки L9 і L10 з 
печінки щурів; описано рибосомні білки, специ
фічні і до інших лектинів [13]. Саме цим, на нашу 
думку, пояснюється і практично відсутня токсична 
дія лектину бузини чорної на клітини людини на 
відміну від клітин китайського хом'ячка. 

Вплив лектинів на мутаційний процес. Ці
кавим, з нашої точки зору, було зіставити при
гнічу вальний та/або цитотоксичний ефект лектину 
з можливим впливом і на генетичну стабільність у 
клітинах ссавців. Ці дослідження ми проводили, 
індукуючи прямі рецесивні мутації. Як діючий 
чинник використовували лектин кори бузини чор
ної, оскільки його досить добре вивчено [4—7] і 
його виразний інгібуючий вплив на клітини китай
ського хом'ячка в діапазоні концентрацій від 2 до 
2000 мкг/мл також відомий. 

При виконанні дослідів з індукції генних мута
цій за локусом hprt лектин кори S. nigra використо
вували у широких межах концентрацій (таблиця, 
рис. 2). В обох дослідах спостерігали підвищення 
частоти резистентних клонів до аналога азотистих 
основ 6-МП при всіх досліджуваних концентраціях 
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Залежність частоти резистентних клонів від концентрації лектину S. nigra 

П р и м і т к а . Частоту резистентних клонів визначали з урахуванням ефективності клонування. 

білка, за винятком однієї — 0,002 мкг/мл. Частота 
резистентних клонів, індукованих лектином, стати
стично достовірно перевищує таку в контролі. Саме 
в діапазоні концентрацій 2—2000 мкг/мл відмічено 
найвищу кратність зростання частоти мутантних 
клонів в обох дослідах. При концентрації білка 
20 мкг/мл спостерігається максимальний мутаген
ний ефект, при подальшому підвищенні концент
рації частота індукованих мутантних клонів три
мається на такому ж рівні або дещо знижується, 
тобто має місце ефект насичення. Це проілюст
ровано даними, наведеними на рис. 2. Аналогічні 
результати одержано нами з лектином, виділеним 
із суцвіть лектину бузини чорної [7]. Мутагенний 
ефект лектинів бузини чорної, скоріш за все, не 
залежить від їхньої вуглеводної специфічності. 

Порівняння частоти індукованих мутацій при 
дослідженні біологічного і хімічного чинників у 
досліді № 2 показало (таблиця), що ефект лектину 
в концентрації 200 мкг/мл не перевищує значення 
частоти мутантів, індукованих супермутагеном 
МННГ у концентрації 0,5 мкг/мл. 

Імовірно, одержані нами результати вивчення 
мутагенної дії, пригнічення проліферації та/або 

цитотоксичності лектинів не пов'язані з їхньою 
вуглеводною специфічністю, а залежать від струк
турно-функціональних особливостей системи лек
тин—клітина. Стосовно RIP білків, до яких нале
жать досліджувані нами рослинні лектини, то різ
ний прояв їхньої біологічної дії при використанні 
двох тест-систем можна пояснити особливостями 
взаємодії з клітинними рибосомними білками, але 
це питання потребує подальшого вивчення. 

Висновки. Досліджені лектини різного поход
ження та з різною субстратною специфічністю 
здатні впливати на проліферацію популяцій сома
тичних клітин ссавців у культурі. Цей ефект мож
на зіставити з дією хімічних чинників. Пригні
чення проліферації та/або цитотоксичний ефект 
показані в діапазоні концентрацій лектину від 2 до 
2000 мкг/мл. 

Лектин тваринного походження може впливати 
на проліферацію клітин ссавців in vitro так само, 
як і інші RIP білки рослинного похоження. 

Виявлено пряму залежність регуляторної дії 
лектину S. nigra на генетичну стабільність від 
концентрації білка — це статистично вірогідне під
вищення частоти генних мутацій за локусом hprt. 
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При концентраціях 20—200 мкг/мл спостерігався 
ефект насичення. 

О. О. Kovalenko, К V. Kostetskaia, L L. Lukash 

The influence of lectins of different origin on mutagenic process of 
mammalian somatic cells in vitro 

Summary 

Lectins of different origin can influence proliferation of human and 
Chinese humster cells in vitro, this effect may be compared with the 
action of cytostatic agent mitomicyn C. We have demonstrated that 
Sambucus nigra bark lectin controls genetic stability of mammalian 
somatic cells (hprt locus), in dose dependent manner reaching the 
maximum at the concentration of 20—200 g/ml. Significant in
crease in gene mutation frequency in the hprt locus, inhibition of cell 
proliferation and cytotoxic action were observed in the range of 
protein concentration from 2 to 2000 g/ml. Probably, the influence 
of plant lectins (which belong to the RIP-protein family) on cell 
proliferation is not linked to their carbohydrate specificity but 
depends on the specific interactions of the lectin chain A with 
ribosomal proteins of the recipient cell which provide or hinder 
lectin associated N-glycosidase activity. Also, we have found that 
Perca fluviatilis roe lectin affects cell proliferation in the same way 
as plant RIP lectins. 

Key words: lectins, RIP proteins, genetic stability, inhibition of 
proliferation, cytotoxic action, mammalian cells in vitro. 

О. А. Коваленко, E. В. Костецкая, Л. Л. Лукаиі 

Влияние лектинов разного происхождения на мутационный 
процесс в популяциях соматических клеток млекопитающих in 
vitro 

Резюме 

Исследованные лектины разного происхождения способны вли
ять на пролиферацию соматических клеток человека и китай
ского хомячка. Их эффекты сопоставимы с действием цито
статика митомицина С. Обнаружена прямая зависимость 
влияния пектина коры бузины черной Sambucus nigra на гене
тическую стабильность соматических клеток млекопитаю
щих от концентрации белка. Статистически достоверное 
повышение частоты генных мутаций по локусу hprt, а также 
ингибирование и/или цитотоксическое действие наблюдались в 
диапазоне концентраций белков 2—2000 мкг/мл. При концен
трациях белка 20—200 мкг/мл проявлялся эффект насыще
ния. Вероятно, влияние растительных лектинов, относящих
ся к RIP белкам, на пролиферацию культур клеток не связано 
с их углеводной специфичностью, а зависит от структурно-
функциональных особенностей системы лектин—клетка. Пол
учены новые данные о способности лектина икры окуня Persa 
fluviatilis изменять пролиферацию клеток млекопитающих в 
сравнении с действием растительных RIP белков. 

Ключевые слова: лектины, RIP белок, генетическая ста
бильность, ингибирование пролиферации, цитотоксическое 
действие, клетки млекопитающих в культуре. 
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