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Проведено дослідження експресії мРНК фібронектину-1 в лімфоцитах хворих на еритремію та 
здорових донорів, визначено вміст фібронектину у плазмі крові та його гепаринзв’язуючу активність, а 
також рівень і внутрішньоклітинну локалізацію фібронектину в лімфоцитах.  Показано, що в лімфо-
цитах крові хворих на еритремію спостерігається істотне підвищення рівня експресії мРНК фібронек-
тину-1 порівняно із здоровими донорами. Встановлено також вірогідне зниження концентрації фібро-
нектину та його гепаринзв’язуючої активності у плазмі крові та збільшення кількості лімфоцитів із 
поверхневою та внутрішньоклітинною локалізацією фібронектину-1 у хворих на еритремію порівняно з 
цими показниками у здорових донорів. Показано наявність позитивної кореляції між рівнем фібронек-
тину плазми крові та його гепаринзв’язуючою активністю, а також негативної кореляції між рівнем 
фібронектину у плазмі крові та кількістю лімфоцитів, що експресують цей глікопротеїн на поверхні 
та всередині клітини. Результати роботи свідчать про порушення експресії фібронектину-1 у лімфо-
цитах хворих на еритремію, яка супроводжується зниженням вмісту фібронектину у плазмі крові.

К л ю ч о в і  с л о в а: фібронектин-1, експресія мРНК, лімфоцити, плазма крові, еритремія.

Ф ібронектин – високомолекулярний 
поліфункціональний глікопротеїн, що 
здебільшого знаходиться у формі ди-

меру, мономери якого зв’язані на С-терміналь-
ному кінці двома дисульфідними зв’язками. 
Особливістю фібронектину є наявність в його 
послідовності резистентних до дії протеаз до-
менів, здатних зв’язуватись із різноманітними 
лігандами, завдяки чому цей глікопротеїн бере 
участь у перебігу багатьох процесів, зокрема у 
міграції та диференціації клітин [1–3]. Фібро-
нектин синтезується в гепатоцитах, ендотеліо-
цитах, фібробластах та багатьох інших кліти-
нах, у тому числі і у клітинах крові, але він 
виявляється також в екстрацелюлярному мат-
риксі та плазмі крові і суттєво змінюється при 
багатьох патологічних станах [4–11]. Важливу 
роль фібронектин відіграє в еритропоезі, взає-
модіючи із специфічними рецепторами VLA-4 
та VLA-5, що приводить до істотної актива-
ції мітогеном р38 МАРК (активованої мітоге-
ном протеїнкінази), причому було встановлено 
опосередкованість цієї активації геміном [12]. 
Відомо, що р38 МАРК є ключовою сигналь-
ною молекулою у процесі диференціації клі-
тин під час еритропоезу. Фібронектин також 
бере участь у регуляції апоптозу: посилення 
експресії  фібронектину і активація його ре-

цептора (VLA-4) призводить до загибелі клі-
тин лімфоми шляхом апоптозу [13]. 

Нещодавно було встановлено, що посилен-
ня апоптозу пухлинних клітин лінії НЕК293 
має місце за одночасного виключення двох 
генів – фібронектину і рибонуклеази Dicer, а 
у разі виключення одного гена Dicer спостері-
гається посилення експресії гена фібронекти-
ну шляхом індукції транскрипційного фактора 
Egr1 [14]. Ці дані свідчать про участь мікроРНК 
у регуляції експресії фібронектину. Експресія 
фібронектину та його рецептора α5‑інтегрину, 
що є основними факторами, задіяними в ін-
вазії пухлинних клітин, посилюється інтерлей-
кіном 18, а також транскрипційним фактором, 
що індукується гіпоксією, HIF-1α, експресія 
якого різко посилюється у різних злоякісно 
трансформованих клітинах [15, 16]. Активація 
інтегринів, зокрема α5‑β1‑інтегрину, та полі-
меризація фібронектину контролюється сиг-
нальною системою рецептора активатора плаз-
міногену за участю кавеоліну-1, що важливо 
також і для процесу неоваскуляризації [17–21]. 
Встановлено важливу роль фібронектину та-
кож у дестабілізації колагену та його протеолі-
зу [22, 23]. Останнім часом було показано, що 
фібронектин бере участь у прогресії злоякісних 
пухлин, індукуючи адапторний протеїн mda9/
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синтенін, що є позитивним регулятором рос-
ту пухлинних клітин і активує протеїнкіназу 
С-α та FAK-кіназу, а це сприяє адгезії фібро-
нектину до пухлинних клітин грудної залози 
та меланоми [24, 25]. Оскільки адгезія фібро-
нектину до пухлинних клітин пригнічується 
PPAR-β рецептором, то припускається, що він 
може відігравати роль інгібітора канцерогенезу 
та прогресії пухлин [26]. 

Встановлено, що у дефіцитних на фібри-
ноген мишей різко збільшується рівень фібро-
нектину і має місце агрегація тромбоцитів, що 
обумовлено важливою функцією фібриногену 
в інтерналізації фібронектину та його експону-
ванні на мембрані тромбоцитів і що свідчить 
про потенційну роль фібронектину в патоге-
незі кардіоваскулярних захворювань [27, 28]. 
Виявлено також, що фібронектин може експо-
нуватися і на плазмолемі лімфоцитів, але роль 
його експресії та експонування на цих кліти-
нах ще недостатньо вивчено, хоча є роботи, що 
вказують на можливий вплив фібронектину на 
функціонування клітин крові [29–31]. 

Метою роботи було вивчити експресію 
гена фібронектину-1 у лімфоцитах здорових 
донорів та хворих на еритремію, а також роз-
поділ лімфоцитів за локалізацією фібронекти-
ну і рівень та функціональну активність цього 
глікопротеїну у плазмі крові.

Матеріали і методи

РНК із лімфоцитів виділяли за допомогою 
реагенту Trizol (Invitrogen, США). Для цього 
до суспензії лімфоцитів додавали 80 мкл реа
генту Trizol, перемішували, додавали 20 мкл 
хлороформу, знову перемішували та центри-
фугували при 16 000 g і +4 °С протягом 10 хв. 
Відбирали 50 мкл супернатанту і РНК осаджу-
вали рівним об’ємом ізо-пропанолу впродовж 
двох годин при –20 °С. Одержані осади РНК 
промивали 100 мкл 75%-го етанолу та розчи-
няли у стерильній воді, вільній від рибонукле-
аз (QIAGEN, Німеччина).

Зворотну транскрипцію РНК проводи-
ли за допомогою набору «Quantiteсt Reverse 
Transcription Kit» (QIAGEN) відповідно до 
протоколу виробника. Для реакції зворот-
ної транскрипції брали 1 мкг РНК та суміш 
праймерів із набору. Далі проводили ампліфі-
кацію одержаних препаратів кДНК. Реакційна 
суміш містила 8 мкл води, вільної від нуклеаз, 
1 мкл кДНК, 1 мкл 10 мкM суміші праймерів 
та 10 мкл двократної суміші для полімеразної 
ланцюгової реакції (QIAGEN). Ампліфікацію 
фібронектину-1 проводили протягом 35 циклів 
в апараті «MasterCycler Personal» (Eppendorf, 

Німеччина), використовуючи пару праймерів: 
прямий 5′-ACCAACCTACGGATGACTCG-3′ 
та зворотний праймер для мРНК фібронекти-
ну-1: 3′-GCTCATCATCTGGCCATTTT-5′. Ці 
олігонуклеотиди відповідають нуклеотидним 
послідовностям 6769–6788 та 6998–6979 кДНК 
фібронектину-1 людини (GenBank номер NM_
002026). Відповідність продукту ампліфікації 
фібронектину-1 було перевірено шляхом сек-
венування. 

Експресію мРНК фібронектину-1 дослі
джували також методом кількісної полімераз-
ної ланцюгової реакції кДНК, використовуючи 
описані вище праймери. Кількісну полімераз-
ну ланцюгову реакцію проводили на апараті 
«Stratagene Mx 3000P cycler» із застосуванням 
SYBRGreen Mix. Аналіз результатів викону-
вали за допомогою спеціальної комп’ютерної 
програми «Differential expression calculator», а 
статистичний аналіз – в Excel програмі. 

Експресія мРНК β-актину та рибо-
сомного протеїну S16 слугувала додатко-
вим контролем кількості аналізуємої РНК. 
Для ампліфікації кДНК β-актину викорис-
товували наступні праймери: форвард – 5′-
GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3′ та зворот-
ний – 5′-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3′. Ці 
олігонуклеотиди відповідають нуклеотидним 
послідовностям 704–723 та 937–918 кДНК 
β‑актину людини (GenBank номер Х00351). 

Для ампліфікації кДНК рибо-
сомного протеїну S16 використовува-
ли наступні праймери: форвард – 5′-
GGCAATGGTCTCATCAAGGT-3′ та 
зворотний – 5′-TCTCCTTCTTGGAAGCCTCA-
3′. Ці олігонуклеотиди відповідають нук-
леотидним послідовностям 133–152 та 373–
354 кДНК рибосомного протеїну S16 людини 
(GenBank номер Х00351). Всі праймери отри-
мані від компанії Sigma (США). 

Продукти ампліфікації аналізували елект-
рофорезом у 2%-му агарозному гелі, забарвлю-
ючи ДНК 5x Sight DNA Stain (EUROMEDEA). 
Гелі аналізували в системі Quantity One BioRad 
System (США). 

Рівень фібронектину визначали також у 
плазмі здорових донорів (n = 12) та хворих на 
еритремію (n = 12) методом імунодоту з вико-
ристанням поліклональних кролячих антитіл 
до фібронектину. Одержані результати аналізу-
вали за допомогою програми GelProAnalyser 32. 
Гепаринзв’язуючу активність фібронектину 
плазми крові визначали методом холодової 
гепарин-преципітації за кількістю фібронек-
тину, що перейшов у гепариновий преципі-
тат [32]. Розподіл лімфоцитів за локалізацією 

Експериментальні роботи
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фібронектину визначали методом протокової 
цитофлуориметрії. Для цього спочатку провo-
дили лізис еритроцитів за допомогою розчину 
OptiLyse C (Beckman Coulter, США), а потім 
клітини фіксували 8%-им параформальдегі-
дом і визначали рівень фібронектину на по-
верхні клітин. Для визначення внутрішньоклі-
тинної локалізації фібронектину здійснювали 
пермеабілізацію лімфоцитів розчином дигі-
тоніну (Fluka, Швейцарія) з концентрацією 
250 мкг/мл. Як первинні антитіла використову-
вали моноклональні антитіла до фібронектину 
(AbD Sеrotec, Велика Британія), а антитіла до 
імуноглобулінів миші, що були кон’юговані з 
ізотіоціанатом флуоресцеїну (Millipore, СШA), 
використовували як вторинні антитіла. Аналіз 
лімфоцитів, отриманих від здорових донорів 
та хворих на еритремію, проводили на прото-
ковому цитометрі EPICS XL (Beckman Coulter, 
СШA). Статистичну обробку даних здійсню-
вали за допомогою програми Statistics 6.0.

Результати та обговорення

Результати дослідження експресії мРНК 
фібронектину-1 у лімфоцитах крові здорових 
донорів та хворих на еритремію пацієнтів із 
допомогою полімеразної ланцюгової реакції 
наведено на рис. 1, які свідчать про наявність 
експресії мРНК фібронектину-1 як у здорових 
людей, так і у хворих на еритремію, але кількіс-
ний аналіз її експресії був проведений методом 
полімеразної ланцюгової реакції в реальному 
часі в розрахунку на експресію двох контроль-
них генів – β-актину та S16 рибосомного про-
теїну. Із даних, наведених на рис. 2, видно, що 
у хворих на еритремію порівняно із здоровими 
донорами спостерігається істотне підвищення 
рівня експресії мРНК фібронектину-1. 

Було встановлено, що рівень фібронек-
тину-1 у плазмі хворих на еритремію та його 
гепаринзв’язувальна активність істотно зни-
жуються порівняно зі здоровими донорами, а 
також було виявлено наявність позитивного 
кореляційного зв’язку між зазначеними вище 
параметрами (таблиця).

Дослідження розподілу лімфоцитів за ло-
калізацією фібронектину показало, що у здоро-
вих донорів лише частина популяції лімфоцитів 
представлена клітинами, що мають фібронек-
тин як на поверхні, так і всередині клітини, а у 
хворих на еритремію майже у всіх лімфоцитів 
є наявним поверхнево-асоційований та внут-
рішньоклітинний фібронектин (рис. 3, А, Б). 
Так, кількість клітин із поверхнево-асоційова-
ним фібронектином збільшується у хворих на 
еритремію на 31,4%, а з внутрішньоклітинним 

фібронектином – на 45,2% (рис. 4), причому 
виявлено негативний кореляційний зв’язок 
між концентрацією фібронектину у плаз-
мі крові та кількістю лімфоцитів, які мають 
фібронектин на поверхні або всередині клітин 
при еритремії (рис. 5). Так, для лімфоцитів 
із поверхнево-асоційованим фібронектином 
коефіцієнт кореляції у хворих на еритремію 
дорівнює -0,757, у здорових донорів – -0,577, а 
для клітин із внутрішньоклітинним фібронек-
тином він змінюється з -0,125 у нормі до -0,410 
у хворих на еритремію. 

Кожна субодиниця молекули фібро-
нектину містить по три домени, що можуть 
зв’язуватись із гепарином. Вважають, що 

Рис. 1. Експресія мРНК фібронектину в лім-
фоцитах здорових донорів (К) та хворих на 
еритремію (Е) за допомогою полімеразної ланцю-
гової реакції. Продукти ампліфікації розділяли 
електрофорезом в 2%-му агарозному гелі, забарв
лювали «5x Sight DNA Stain» і фотографували. За 
експресією мРНК β-актину оцінювали кількість 
аналізуємої РНК. Представлено типову із п’яти 
електрофореграм
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Рис. 2. Кількісна оцінка експресії мРНК фібро-
нектину в лімфоцитах здорових донорів (К) та 
хворих на еритремію (Е) за допомогою полімераз-
ної ланцюгової реакції в реальному часі. Величину 
експресії мРНК фібронектину нормалізували за 
експресією β-актину та рибосомного протеїну 
S16 і виражали у відсотках по відношенню до 
контролю; n = 3; P < 0,05
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Вміст та гепаринзв’язуюча активність фібронектину плазми

Досліджувана група
Вміст фібронектину, 

мкг/мл

Ступінь зв’язування 
фібронектину з 
гепарином, %

Коефіцієнт 
кореляції, r

Здорові донори 328,21 ± 16,97 100 0,322

Хворі на еритремію 239,01 ± 11,96; Р < 0,001 55,48 ± 7,22; Р < 0,05 0,849; Р < 0,01

Рис. 3. Розподіл лімфоцитів за наявністю поверхнево-асоційованого (А) та внутрішньоклітинного (Б) 
фібронектину за еритремії. Квадранти 3 та 4 – клітини, що мають фібронектин
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Рис. 4. Кількісна оцінка розподілу лімфоцитів за 
локалізацією фібронектину на поверхні та все-
редині клітин в нормі (К) та при еритремії (Е), 
* Р < 0,001
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Локалізація фібронектину

ступінь зв’язування фібронектину з гепарином 
відображає функціональну активність моле-
кули фібронектину [32]. Результати проведе-
них нами досліджень продемонстрували, що 
при еритремії як вміст фібронектину у плазмі 
крові, так і рівень зв’язування гепарину плаз-
мою крові, обумовлений фібронектином, іс-
тотно знижуються. Позитивна кореляція між 
зазначеними вище показниками може вказува-
ти на те, що зниження функціональної актив-
ності фібронектину за рівнем зв’язування ге-
парину плазмою крові обумовлене переважно 
зниженням його концентрації у крові. Серед 
причин зниження вмісту цього глікопротеїну 
може бути підвищене його використання як 
опсоніну для виведення із кровотоку різних 
мікрочастинок, а також відкладення у тромбах 
судин, утворення яких характерно для  хворих 
на еритремію [33, 34].

Досліджуючи розподіл лімфоцитів за ло-
калізацією фібронектину, нами встановлено, 
що при еритремії збільшується кількість клі-
тин із внутрішньоклітинною та поверхневою 

локалізацією цього глікопротеїну. Враховуючи 
те, що фібронектин  синтезується в лімфоцитах 
і може експонуватися на їхній поверхні [30], 

Експериментальні роботи
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Рис. 5. Коефіцієнт кореляції (r) між рівнем 
фібронектину у плазмі та кількістю лімфоцитів 
із поверхневою (1) та внутрішньоклітинною (2) 
локалізацією фібронектину у здорових донорів 
та за еритремії. * Р < 0,05; ** Р < 0,01
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логічно припустити, що при еритремії збіль-
шується інтенсивність синтезу фібронектину 
в  лімфоцитах. Це і знайшло підтвердження 
у проведених нами дослідженнях з вивчення 
експресії мРНК фібронектину-1 у лімфоцитах 
методом кількісної полімеразної ланцюгової 
реакції. 

Разом з тим, повідомлялося, що рецеп-
тори, які належать до β1-інтегринів, а саме 
VLA-4 та VLA-5, можуть зв’язуватись із фібро-
нектином та імобілізувати його на клітинній 
поверхні, з чим пов’язана не лише полімери-
зація фібронектину та колагену типу І і ІІІ, 
а і його участь у різних біологічних процесах 
[35–37]. Наявність негативної кореляції між 
рівнем фібронектину у плазмі крові та кількіс-
тю лімфоцитів, що мають мембранозв’язаний 
фібронектин, може вказувати на його часткове 
екзогенне походження у хворих на еритремію. 
Саме тому, збільшення кількості клітин із по-
верхневою локалізацією фібронектину може 
бути однією з причин зниження вмісту фібро-
нектину, що циркулює у крові.

Відомо, що фібронектин відіграє важливу 
роль в еритропоезі, взаємодіючи із специфіч-
ними рецепторами VLA-4 та VLA-5, а це при-
водить до опосередкованої геміном суттєвої 
активації ключової сигнальної молекули дифе-
ренціації клітин у процесі еритропоезу, а саме 
р38-протеїнкінази, яка активується мітогеном 
[12]. Саме тому, однією з причин стимуляції 
проліферації лімфоцитів у хворих на еритремію 
може бути посилена експресія фібронектину в 
цих клітинах та його локалізація на поверхні 
клітин зокрема. Разом з тим, оскільки фібро-

нектин бере також участь у регуляції апоптозу, 
то індукція фібронектину і активація його ре-
цептора (VLA-4) може призводити до загибелі 
лімфомних клітин шляхом апоптозу [13]. 

Таким чином, одержані в роботі результа-
ти свідчать про порушення експресії фібронек-
тину в лімфоцитах при еритремії як на рівні 
мРНК, так і протеїну, а також його внутрішньо
клітинного розподілу, але для встановлення 
тонких механізмів цих порушень та функціо-
нального значення їх у лімфоцитах хворих на 
еритремію потрібні подальші детальніші до-
слідження.

Экспрессия фибронектина‑1 
в лимфоцитах больных 
эритремией

А. А. Кулинич1, Д. А. Минченко2, 
А. С. Маслак1, А. И. Шевцова1, 
А. З. Бразалук1, А. Г. Минченко2

1Днепропетровская государственная 
медицинская академия, Украина; 

2Институт биохимии им. А. В. Палладина 
НАН Украины Киев;

e-mail: ominchenko@yahoo.com 

Проведено изучение экспрессии мРНК 
фибронектина-1 в лимфоцитах больных эри-
тремией и у здоровых доноров, а также опре-
делено содержание фибронектина-1 в плазме 
крови и его гепаринсвязывающая активность, 
а также уровень и внутриклеточная локализа-
ция фибронектина-1 в лимфоцитах. Показано, 
что у больных эритремией наблюдается сущест
венное увеличение уровня экспрессии мРНК 
фибронектина-1 в лимфоцитах по сравнению 
со здоровыми донорами. Установлено также 
наличие достоверного снижения концентра-
ции фибронектина и его гепаринсвязывающей 
активности в плазме крови и увеличение ко-
личества лимфоцитов с внутриклеточной и 
поверхностной локализацией фибронектина-1 
у больных эритремией при сравнении с эти-
ми показателями у здоровых доноров. Пока-
зано наличие позитивной корреляции между 
уровнем фибронектина плазмы крови и его 
гепаринсвязывающей активностью, а так-
же негативной корреляции между уровнем 
фибронектина плазмы крови и количеством 
лимфоцитов, что экспрессируют данный гли-
копротеин на поверхности и внутри клеток. 
Результаты работы свидетельствуют о наруше-
нии экспрессии фибронектина-1 в лимфоцитах 
у больных эритремией и сопровождаются сни-
жением уровня фибронектина в плазме крови.
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К л ю ч е в ы е  с л о в а: фибронектин-1, 
экспрессия мРНК, лимфоциты, плазма крови, 
эритремия.

fibronectin-1 expression 
in lymphocytes of patients 
with erythremia disease
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S u m m a r y

Expression of fibronectin-1 mRNA in lym-
phocytes in erythremia patients and healthy donors 
as well as fibronectin-1 concentration in plasma 
and its heparin-binding activity have been studied. 
Moreover, we also investigated the expression of fi-
bronectin protein in lymphocytes and cell surface in 
erythremia disease as compared to healthy donors. 
It was shown that fibronectin-1 mRNA expres-
sion in lymphocytes is increased in patients with 
erythremia as compared to healthy donors. The 
decrease of plasma fibronectin concentration and 
its heparin-binding activity as well as the increase 
of lymphocyte content with surface-associated and 
intracellular fibronectin were revealed in eryth-
remia disease in comparison with healthy donors. 
Positive correlation between plasma fibronectin 
level and its heparin-binding activity and negative 
correlation between plasma fibronectin level and 
quantity of lymphocytes which express fibronectin 
inside the cell and on cell surface was detected. 
Results of this investigation demonstrate that fi-
bronectin-1 mRNA expression in lymphocytes is 
disturbed in erythremia disease and is accompa-
nied by a decrease of fibronectin plasma level. 

K e y  w o r d s: fibronectin-1, mRNA expres-
sion, lymphocyte, plasma,  erythremia.
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