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Ізоформи фітогемаглютиніну як індуктори апоптозу пухлинних клітин in vitro
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Мета. Вивчити вплив фітогемаглютиніну (ФГА) та його окремих ізоформ на частоту 
апоптозу в культурі клітин раку гортані (Нер-2), а також дослідити можливі шляхи індукції 
апоптозу досліджуваними лектинами. Методи. Оцінку частоти апоптозних клітин про-
водили за допомогою методу забарвлення специфічними флюоресцентними барвни-
ками. Рівень експресії медіаторів апоптозу (каспаза-3 і каспаза-8) та проапоптозного 
білка Вах вивчали із застосуванням Вестерн-блот-аналізу. Результати. Показано, що 
сумарний препарат ФГА та його ізоформи здатні індукувати апоптоз у культурі клітин 
раку гортані за умов експерименту. З’ясовано, що як сумарний препарат ФГА, так і його 
окремі ізоформи спричинюють апоптоз пухлинних клітин людини, індукуючи каспази-3 
та -8, а також проапоптозний білок Bax. Виявлено, що ефективнішим індуктором як кас-
пази 3, так і морфологічних змін ядра, типових для апоптозу, є глікопротеїнспецифічна 
еритроцитарна ізоформа (ФГА-Е). Висновки. Сумарний препарат ФГА та його окремі 
ізоформи спричинюють підвищення частоти апоптозу в культурі клітин раку гортані лю-
дини опосередковано за участі каспазозалежного і мітохондріального механізмів. 

Ключові слова: фітогемаглютинін, ізоформи фітогемаглютиніну, апоптоз, каспаза-3, 
каспаза-8, білок Вах.

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

робки нових п³дход³в д³агностування та ³дентиф³кац³ї злояк³сних кл³тин [1], ви-
вчення процесу кл³тинного под³лу та проведення цитолог³чних досл³джень [2,3]. 
Àктивне вивчення лектин³в та застосування на практиц³ [1–3] стиìулює ³ розви-
ток фундаìентальних досл³джень у ц³й галуз³. Àктуальниìи стають роботи ³з ви-
вчення неканон³чних властивостей ц³єї групи б³лк³в, а саìе: вплив на так³ проце-
си як прол³ферац³ю та апоптоз [4–7].

Ì³тогенну активн³сть ФÃÀ в³дкрито на початку 60-х рок³в XX стор³ччя [8,9]. 
Ñуìарний препарат ф³тогеìаглютин³ну (ФÃÀ-Ð) ìає вуглеводну специф³ч-
н³сть до ол³госахарид³в, тод³ як його лейкоцитарна ³зофорìа (ФÃÀ-L) ìає 
спор³днен³сть до вуглевод³в, що ì³стять ìанозу, а еритроцитарна (ФÃÀ-Å), – 
до гл³копротеїн³в [9,10]. Òакож показано, що ФÃÀ-L, на в³дì³ну в³д ФÃÀ-Å, 
здатна розп³знавати три- ³ тетраантенн³ β-1-6-N-ацетилглюкозаì³нн³ залиш-
ки N-гл³кан³в, п³двищення експрес³ї яких на поверхн³ деяких злояк³сних пух-
лин св³дчить про ìетастазування та прогрес³ю пухлини [10]. Îписана р³зни-
ця вуглеводної специф³чност³ зазначених лектин³в пояснює ³ в³дì³нност³ їх-
нього специф³чного зв’язування з поверхневиìи кл³тинниìи рецептораìи 
в³дпов³дно до в³дì³нност³ в ìехан³зìах реал³зац³ї б³олог³чної активност³ ³зо-
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форì ф³тогеìаглютин³ну. Âарто також за-
уважити, що окр³ì ì³тогенної д³ї ФÃÀ ìає 
й ³нш³ б³олог³чн³ ефекти, як³ в свою чергу 
недостатньо вивчен³, хоча для деяких 
лектин³в-ì³тоген³в описан³ ³ зворотн³ вла-
стивост³, а саìе ³ндукц³я апоптозу [4]. За 
останн³ìи л³тературниìи даниìи показа-
но, що ФÃÀ здатен ³ндукувати харчов³ 
алерг³ї [5]. Íещодавно показано здат-
н³сть еритроцитарної ³зофорìи ФÃÀ ³нду-
кувати апоптоз у культур³ кл³тин раку ле-
ген³в людини [7]. Проте не в³доìо, чи 
лише еритроцитарна ³зофорìа ФÃÀ здат-
на ³ндукувати апоптоз ³ як³ ще, окр³ì ì³-
тохондр³ального шляху, сигнальн³ систе-
ìи кл³тини залучен³ до реал³зац³ї про-
апоптозної д³ї лектин³в ФÃÀ.

Ðан³ше наìи та ³ншиìи автораìи пока-
зано здатн³сть деяких лектин³в рослинно-
го та тваринного походження дозозалеж-
но впливати на прол³ферац³ю кл³тин ссав-
ц³в та ³ндукувати апоптозн³ зì³ни, як 
описано в огляд³ л³тератури та експери-
ìентальних досл³дженнях [11,12]. І хоча 
для окреìих лектин³в показана лектино-
асоц³йована ензиìатична активн³сть [13], 
завдяки як³й вони здатн³ безпосередньо 
взаєìод³яти з ìакроìолекулаìи у кл³тин³, 
б³льш³сть ³з них реал³зує свою активн³сть 
опосередковано, через взаєìод³ю з вуг-
леводниìи детерì³нантаìи на поверхн³ 
кл³тинної ìеìбрани. Îднак ìи висунули 
припущення, що важливе значення при 
реал³зац³ї впливу лектин³в на сигналь-
но-регуляторн³ систеìи ìають не лише 
вуглевод-б³лков³ взаєìод³ї, а й б³лок-б³л-
ков³ взаєìод³ї, як³ ìожуть бути реал³зован³ 
за певних уìов, ³ такиì чиноì лектини 
здатн³ взаєìод³яти з б³лкаìи на поверхн³ 
кл³тинної ìеìбрани.

Ìетою даної роботи було вивчити 
вплив суìарного препарату та ³зофорì ф³-
тогеìаглютин³ну на частоту апоптозу в 
культур³ кл³тин раку гортан³ та досл³дити 
ìожлив³ шляхи ³ндукц³ї апоптозу циìи б³л-
каìи.

Ìàòеð³àëè ³ меòодè
Äосл³джували вплив коìерц³йних пре-

парат³в лектин³в квасол³ звичайної 
Phaseolus vulgaris – ф³тогеìаглютин³н 
ФÃÀ («ËÅÊÒÈÍÎÒÅÑÒ», Ëьв³в) на апоптозн³ 
процеси. Як ìодельну тест-систеìу вико-
ристовували л³н³ю кл³тин раку гортан³ лю-
дини Hep-2. Êл³тини культивували у стан-
дартноìу ростовоìу середовищ³ «Ігла» 
(ÌÅÌ, Sigma, USA), що ì³стило 5 % еìбр³-
ональної сироватки великої рогатої худоби 
(Sigma, USA) та антиб³отики пен³цил³н та 
стрептоì³цин (Sigma, USA) по 100 Îд./ìл 
[14].

Âизначення апоптозного ³ндексу про-
водили ìетодоì забарвлення специф³чни-
ìи барвникаìи етид³уì броì³доì та акри-
диновиì оранжевиì за ìетодикою, що 
описана ран³ше [15]. Êл³тини обробляли 
ФÃÀ-Ð, ФÃÀ-Å та ФÃÀ-L у концентрац³ї 1ìкг/
ìл протягоì 4 годин з подальшиì анал³-
зоì в³дразу п³сля завершення обробки та 
через 12 год культивування. Як контроль 
досл³ду використовували кл³тини ìодель-
ної л³н³ї, як³ культивували за тих же уìов, 
але не обробляли досл³джуваниìи лекти-
наìи. При досл³дженн³ апоптозу як додат-
ковий позитивний контроль використову-
вали культуру кл³тин, що були оброблен³ 
N-ìетил-N’-н³тро-N-н³трозогуан³диноì 
(ÌÍÍÃ) у концентрац³ї 5 ìкг/ìл впродовж 
1 год. Препарати анал³зували за допоìо-
гою люì³несцентної ì³кроскоп³ї (зб³ль-
шення 90х), ËÎÌÎ, Ðос³я.

Äосл³дження зì³н р³вня експрес³ї б³л-
к³в-ìед³атор³в апоптозу (каспази -3 та -8), 
а також проапоптозного б³лка Bах п³д д³єю 
зазначених лектин³в проводили ³з застосу-
ванняì Âестерн-блот-анал³зу [16]. Äля 
вид³лення загального б³лка кл³тини культи-
вували в стандартних уìовах, обробляли 
досл³джуваниìи лектинаìи у концентрац³ї 
1 ìкг/ìл протягоì 4 годин. Ñуìарний б³-
лок вид³ляли за ìетодоì [17] та розд³ляли 
за допоìогою електрофорезу в 15  %-ìу по-
л³акрилаì³дноìу гел³ у присутност³ 0,1 %-го 
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Рèñ. 1. Індукц³я апоптозних кл³тин суìарниì препаратоì ФÃÀ та його ³зофорìаìи за уìов р³зних вар³ант³в обробки 
у культур³ кл³тин Íер-2. Êонцентрац³я досл³джуваних б³лк³в становила 1 ìкг/ìл, врахування частоти апоптозних кл³-
тин проводили в³дразу п³сля обробки (а) та через 12 годин п³сля обробки (б): ÌÍÍÃ-N-ìетил-N’-н³тро-N-н³трозогу-
ан³дин; ФÃÀ-Ð-суìарний препарат ф³тогеìаглютин³ну; ФÃÀ-Ë – лейкоцитарна ³зофорìа ф³тогеìаглютин³ну; ФÃÀ-Å– 
еритроцитарна ³зофорìа ф³тогеìаглютин³ну

додецилсульфату натр³ю за ìетодоì Ëеì-
л³ [18]. Äля оц³нки р³вня експрес³ї б³лк³в ви-
користовували коìерц³йн³ специф³чн³ по-
л³клональн³ антит³ла Santa Cruz 
Biotechnology, inc Cleaved caspase-3 p11 
(h 176)-R: sc-22171;Cleaved caspase-8 
p18 (H134): Sc-7890, Sigma Anti-BAX 
HPA027878, а як контроль р³вноì³рност³ 
навантаження дор³жок б³лкоì – антит³ла до 
гл³церальдег³д-фосфат-дег³дрогенази 
(GAPD)[19]. Проведено три повтори кож-
ного експериìенту. Ê³льк³сть досл³джува-
них б³лк³в представлено у в³дносних оди-
ницях, як³ вираховували як в³дношення 
вì³сту досл³джуваного б³лка до вì³сту кон-
трольного б³лка GAPD на т³й саì³й дор³жц³ 
гелю. Äля статистичної обробки результа-
т³в досл³дження використовували пакет 
статистичних програì STATISTICA 7.0 
(StatSoft,Inc. 2004,ÑШÀ), а для оц³нки р³з-
ниц³ показник³в – t-критер³й Ñтьюдента.

Резуëüòàòè òà обãовоðеííя
Ó попередн³й робот³ наìи показано, що 

³зофорìи ФÃÀ-L та ФÃÀ-Å, а також ФÃÀ-Ð у 
концентрац³ях в³д 1 до 1000 ìкг/ìл ³нг³бу-
ють р³ст культури ракових кл³тин в уìовах in 
vitro [20]. Ìожливиì шляхоì впливу на 
р³ст кл³тин у культур³ є цитотоксична актив-
н³сть досл³джуваних б³лк³в, одниì ³з про-
яв³в якої, в свою чергу, ìоже бути ³ндукц³я 
апоптозу. Òоìу в дан³й робот³ вивчали здат-
ност³ досл³джуваних лектин³в ³ндукувати 
апоптозн³ процеси в культур³ кл³тин in vitro.

При досл³дженн³ впливу препарату 
ФÃÀ-Ð та його ³зофорì ФÃÀ-Å ³ ФÃÀ-L на 
частоту апоптозних кл³тин показано, що 
обробка лектинаìи у концентрац³ї 1ìкг/ìл 
призводила до зìеншення к³лькост³ живих 
кл³тин у культур³ пор³вняно з контролеì 
(рис.1). Ðозпод³л частот живих та апоптоз-
них кл³тин для ус³х досл³дних вар³ант³в (кр³ì 
ФÃÀ-Å через 12 годин п³сля обробки) ста-
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тистично в³др³знявся в³д контролю 
(p<0,05).

Îдразу п³сля обробки найвищу частоту 
апоптозних кл³тин спостер³гали в культу-
рах, оброблених ФÃÀ-Å – 92,13 %. Öей по-
казник ìожна з³ставити з д³єю ÌÍÍÃ, що 
спричиняв ³ндукц³ю апоптозу в 92,57 % кл³-
тин. Ëейкоцитарна ³зофорìа виявилася 
ìенш ефективниì ³ндуктороì п³двищення 
частоти апоптозних кл³тин – 43,24 %. За 
своєю апоптозною д³єю препарат ФÃÀ-Ð 
зайìав проì³жне ì³сце пор³вняно з д³єю 
його ³зофорì. 

Àнал³зуючи частоту живих та апоптоз-
них кл³тин п³сля 12-годинної пост³нкубац³ї 
досл³джуваниìи лектинаìи у концентрац³ї 
1ìкг/ìл, з’ясували, що б³олог³чна актив-
н³сть ³зофорì ìала дещо ³нший характер, 
пор³вняно ³з попередн³ì вар³антоì, де вра-
ховували число апоптозних кл³тин в³дразу 
п³сля обробки (рис. 1а).

Òак, не виявлено статистично достов³р-
них в³дì³нностей ì³ж частотаìи апоптоз-
них кл³тин у контрол³ та в кл³тинах, що були 
оброблен³ еритроцитарною ³зофорìою. Â 
той же час лейкоцитарна ³зофорìа ³ндуку-
вала апоптоз в кл³тинах на р³вн³ 79,71 %, 
що наближається до ефекту, спричиненого 
ÌÍÍÃ – на в³дì³ну в³д культур, оброблених 
лектинаìи протягоì 4 годин. Äостов³рно 
(p<0,001) в³др³знявся в³д контролю також ³ 
розпод³л частот живих та апоптозних кл³-
тин п³сля обробки ФÃÀ-Ð: к³льк³сть живих 
кл³тин була нав³ть вищою, н³ж у контрол³, ³ 
становила 89,29 %. 

Öей феноìен ìожна пояснити загибел-
лю та повною деструкц³єю частини кл³тин ³з 
подальшиì розìноженняì кл³тин, ст³йких 
до д³ї цих чинник³в, у яких п³д впливоì ери-
троцитарної ³зофорìи та суìарного пре-
парату ФÃÀ в³дбулася ³ндукц³я апоптозу. 
Проте у випадку ФÃÀ-L зниження частоти 
апоптозних кл³тин п³сля 12-годинної пост-
³нкубац³ї не спостер³гали. Öя в³дì³нн³сть 
ìоже ìати ряд пояснень, серед яких – 
ìожлив³сть присутност³ в кл³тинн³й культу-

р³ субпопуляц³ї кл³тин, ст³йких до про-
апоптозної д³ї ФÃÀ-Å (але не ФÃÀ-L); або ж 
йìов³рна здатн³сть досл³джуваних кл³тин 
адаптуватися до пошкоджуючої д³ї еритро-
цитарної ³зофорìи лектину шляхоì ³ндук-
ц³ї тих чи ³нших захисних ìехан³зì³в 
 кл³тини.

Öе припущення п³дтверджується наши-
ìи попередньо отриìаниìи даниìи щодо 
вираженої цитотоксичност³ ФÃÀ-Ð та його 
³зофорì, показаної на культур³ кл³тин 
 Íер-2 [20].

Íаступниì етапоì нашої роботи було 
з’ясувати, як³ саìе ìолекулярн³ ìехан³зìи 
залучен³ до реал³зац³ї апоптозної д³ї досл³-
джуваних б³лк³в. Із використанняì Âес-
терн-блот-анал³зу ìи досл³дили зì³ни екс-
прес³ї ³н³ц³аторної каспази-8 та ефекторної 
каспази-3, а також проапоптозного б³лка 
Bах.

Як позитивний контроль використову-
вали ÌÍÍÃ, що є активниì ³ндуктороì 
апоптозу, проте його д³я опосередкована 
не через каспазний каскад, а через каспа-
зонезалежний ìехан³зì ³з залученняì 
AIF-б³лка [21].

Ó результат³ проведеної роботи виявле-
но, що обробка культури кл³тин Íер-2 до-
сл³джуваниìи б³лкаìи протягоì 4 год ста-
тистично достов³рно ³ндукує п³двищення 
р³вня експрес³ї каспази-3 пор³вняно ³з 
контролеì (рис 2, а).

Зростання р³вня експрес³ї останньої 
було ìайже вдв³ч³ вищиì п³сля обробки 
кл³тин ФÃÀ-Å пор³вняно ³з д³єю ФÃÀ-L та 
ФÃÀ-Ð.

Ð³вень експрес³ї каспази-8 також був 
статистично достов³рно вищиì п³сля об-
робки лектинаìи пор³вняно ³з контролеì 
(рис. 2, б). При цьоìу ìаксиìальне п³дви-
щення р³вня експрес³ї каспази-8 спостер³-
гали п³сля обробки кл³тин суìарниì пре-
паратоì ФÃÀ.

Âиявили статистично достов³рне п³дви-
щення р³вня експрес³ї Bax у культур³ кл³тин, 
обробленої р³зниìи ³зофорìаìи лектину.
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Òакиì чиноì, виявлено в³дì³нност³ ì³ж 
експрес³єю каспаз та Bax б³лка в культурах 
кл³тин, оброблених р³зниìи препаратаìи 
ФÃÀ. Ізофорìа ФÃÀ-Å ³ндукувала значне 
зростання експрес³ї каспази-3, що незво-
ротно призводить до апоптозу, та дещо 
б³льше п³двищувала експрес³ю Bax, тод³ як 
суìарний препарат цього лектину найак-
тивн³ше ³ндукував п³двищення експрес³ї 
³н³ц³аторної каспази-8.

Äан³ про ìаксиìальну ³ндукц³ю каспа-
зи-3 ФÃÀ-Å добре узгоджуються ³з резуль-
татаìи к³льк³сного анал³зу апоптозних кл³-

тин одразу п³сля обробки лектиноì 
(рис. 1а). Ñаìе у цьоìу вар³ант³ досл³ду 
спостер³гали найвищий в³дсоток кл³тин у 
ранн³й та п³зн³й стад³ї апоптозу одразу п³с-
ля обробки ФÃÀ-Å у концентрац³ї 1 ìкг/ìл.

Îтриìан³ наìи дан³ також св³дчать про 
те, що як ФÃÀ-Ð, так ³ його окреì³ ³зофорìи 
ефективно ³ндукують активац³ю ³н³ц³атор-
ної каспази-8, яка, у свою чергу, бере 
участь у активац³ї ц³лого каскаду каспаз, у 
тоìу числ³ ³ ефекторної каспази-3. Îкр³ì 
того, активац³я каспази-8 призводить ³ до 
активац³ї б³лка Bax, який, за л³тературниìи 

Рèñ. 2. Àктивац³я ìед³атор³в апоптозу на р³вн³ б³лка суìарниì препаратоì ФÃÀ та його окреìиìи ³зофорìаìи 
(1 ìкг/ìл) у культур³ кл³тин Íер-2. Òривал³сть обробки становила 4 год. Ê³льк³сн³ зì³ни р³вня експрес³ї б³лка об-
раховували в³дносно GAPDH: а – каспаза-3; б – каспаза-8; в – Bах; MNNG-N-ìетил-N’-н³тро-N-н³трозогуан³дин; 
ФÃÀ-Å– еритроцитарна ³зофорìа ф³тогеìаглютин³ну; ФÃÀ-L – лейкоцитарна ³зофорìа ф³тогеìаглютин³ну; ФÃÀ-Ð–
суìарний препарат ф³тогеìаглютин³ну, GAPDH– гл³церальдег³д-фосфат-дег³дрогеназa
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даниìи [22], у коìплекс³ ³з пориноì при-
зводить до утворення каналу у зовн³шн³й 
ìеìбран³ ì³тохондр³й та спричиняє вив³ль-
нення цитохроìу Ñ та AIF ³з ì³тохондр³й.

Ñпостер³гали п³двищення р³вня експре-
с³ї б³лка Bax п³сля обробки досл³джувани-
ìи агентаìи, причоìу як при д³ї ФÃÀ-Ð, так 
³ його окреìих ³зофорì р³вень п³двищення 
б³лка був в³рог³дно вищиì пор³вняно ³з 
контролеì (рис 2, в). Ö³ дан³ ìожуть св³д-
чити про ìожлив³сть активац³ї досл³джува-
ниìи лектинаìи апоптозу за участ³ каспа-
зозалежного ³ ì³тохондр³ального ìехан³з-
ì³в. Б³льш високий ефект ФÃÀ-Å на ³ндукц³ю 
каспази-3 пор³вняно ³з ³ншиìи досл³джу-
ваниìи лектинаìи, ìожливо, пояснюється 
тиì, що цей б³лок на в³дì³ну в³д лейкоци-
тарної ³зофорìи ìає вуглеводну специф³ч-
н³сть до гл³копротеїн³в [10], як³, як в³доìо, є 
структурниìи коìпонентаìи багатьох ре-
цептор³в на поверхн³ кл³тини. Ìожливо, 
завдяки своїй вуглеводн³й специф³чност³ 
³зофорìа ФÃÀ-Å здатна зв’язуватися та ак-
тивувати б³льшу к³льк³сть рецептор³в сìер-
т³, таких як TNF та FAS, але так³ припущен-
ня потребують подальшої перев³рки.

Íараз³ варто зазначити, що саì факт 
³ндукц³ї лектинаìи апоптозу за участ³ кас-
пазозалежного та ì³тохондр³ального ìе-
хан³зì³в у культур³ кл³тин раку гортан³ є 
важливиì ³ з точки зору розробки нових 
п³дход³в до терап³ї онколог³чних захворю-
вань. Â³доìо, що ³дея впливу на специф³чн³ 
рецептори сìерт³ пухлинних кл³тин актив-
но розвивається останн³ì часоì, оск³льки 
ц³ рецептори безпосередньо пов’язан³ ³з 
д³єю каспаз. Б³льше того, на противагу ба-
гатьоì х³ì³отерапевтичниì засобаì та ра-
д³отерап³ї, рецептори сìерт³ ³н³ц³юють 
апоптоз незалежно в³д р53, який внасл³док 
ìутац³й дезактивується у переважн³й б³ль-
шост³ пухлин людини. Òа, незважаючи на 
так³ переваги, кл³н³чне використання як 
TNF, так ³ CD95L досить ускладнене через 
їхню цитотоксичн³сть [23]. Òож, на нашу 
дуìку, ìожлив³сть використання лектин³в 

для специф³чної активац³ї рецептор³в 
сìерт³ та апоптозу ракових кл³тин ìоже 
бути досить ц³кавою альтернативою вико-
ристання специф³чних антит³л.

Вèñíовкè
Показано, що суìарний препарат ф³то-

геìаглютин³ну та його окреì³ ³зофорìи ³н-
дукують п³двищення частоти апоптозу в 
культур³ кл³тин раку гортан³ людини за уча-
ст³ каспазозалежного ³ ì³тохондр³ального 
ìехан³зì³в. За короткотривалого досл³-
дження найефективн³шиì ³ндуктороì як 
каспази-3, так ³ ìорфолог³чних зì³н ядра, 
типових для апоптозу, виявилася гл³копро-
теїнспециф³чна ³зофорìа ФÃÀ-Å – проте 
при тривал³ш³й експозиц³ї у експериìент³ 
ставав б³льш виражениì проапоптичний 
вплив ФÃÀ-L на стан кл³тинного ядра.
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ÈЗÎФÎÐÌЫ ФÈÒÎÃÅÌÀÃËЮÒÈÍÈÍÀ  
ÊÀÊ ÈÍÄÓÊÒÎÐЫ ÀПÎПÒÎЗÀ  
ÎПÓÕÎËÅÂЫÕ ÊËÅÒÎÊ IN VITRO

Т.А. Кочубей, О.В.Максимчук, Л.Л. Мацевич, 
О.О.Пивень, Л.Л.Лукаш

Èнститут ìолекулярной биологии и генетики ÍÀÍ 
Óкраины 
Óкраина, 03143, Êиев, ул. Заболотного, 150 
е-mail: kochubei2009@ukr.net

Цеëü. Èсследовать влияние лектинов на час-
тоту апоптоза в культуре клеток рака гортани, а 
также выяснить возìожные ìолекулярные ìе-
ханизìы индукции апоптоза суììарныì пре-
паратоì ФÃÀ и его отдельныìи изофорìаìи. 
Ìеòоды. Приìенены ìетоды оценки апоптоза 
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путеì окраски флюоресцентныìи красителяìи 
и Âестерн-блот-анализ. Резуëüòàòы. Показа-
но, что лектины способны индуцировать апоптоз 
в культуре клеток рака гортани в условиях экс-
периìента. Âыяснено, что как суììарный пре-
парат, так и отдельные изофорìы ФÃÀ вызыва-
ют апоптоз злокачественных клеток, активируя 
каспазы-3 и -8, а также проапоптический бе-
лок Bax. Âыявлено, что более эффективныì ин-
дуктороì как каспазы-3, так и ìорфологиче-
ских изìенений ядра, типичных для апоптоза, 
оказалась гликопротеинспецифичная изофор-
ìа ФÃÀ-Å. Выводы. Ñуììарный препарат ФÃÀ и 
его отдельные изофорìы вызывают повышение 
частоты апоптоза в культуре клеток рака гортани 
человека опосредованно через активацию кас-
паз и, вероятно, при участии каспазозависиìо-
го и ìитохондриального ìеханизìов.

Ключевые слова: фитогеìаглютинин, изо-
лектины, апоптоз, каспаза-3, каспаза-8, белок 
Âах.

PHYTOHEMAGGLUTININ ISOFORMS AS 
INDUCERS OF APOPTOSIS IN TUMOR CELLS 
IN VITRO

Т.O. Коchubei, О.V. Maksymchuk,  
L.L. Маcewicz, О.O. Piven, L.L. Lukash

Institute of Molecular Biology and Genetics NÀS 
Ukraine 
Ukraine, 03143, Êyiv, Zabolotnoho Str., 150 
e-mail: kochubei2009@ukr.net

Aim. To study the effect of phytohemagglutinin 
(PHA) and its specific isoforms on the 
frequency of apoptosis in cell culture 
of larynx cancer (Hep-2), and explore 
possible ways for apoptosis inducing by 
lectins studied. Methods. Evaluation of the 
apoptotic cells frequency was performed 
using specific fluorescent staining dyes. 
The level of expression for mediators of 
apoptosis (caspase-3 and caspase-8) and 
Bax proapoptotic protein was studied using 
Western blot analysis. Results. The total 
PHA drug and its isoforms were shown to be 
able to induce apoptosis in larynx cancer 
cell culture under experimental conditions. 
Both the total PHA drug and its individual 
isoforms were found to cause apoptosis 
in human tumor cells, inducing caspase-3 
and – 8 as well as proapoptotic Bax protein. 
Most effective inducer of both caspase 3 and 
morphological changes of the nucleus, typical 
for apoptosis proved to be the glycoprotein-
specific erythrocytic isoform (PHA-E). 
Conclusions. Total PHA drug and its individual 
isoforms may cause increased frequency of 
apoptosis in human larynx cancer cell culture 
indirectly involving caspase-dependent and 
mitochondrial mechanisms.

Key words: phytohemagglutinin, isolectins, 
apoptosis, caspase-3, caspase-8, Bax protein.


