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Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ëàäàñòåíà íà àêòèâàöèîííî-èíäóöèðîâàííóþ ýêñïðåññèþ

Fas-ðåöåïòîðà è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ëèìôîöèòîâ ê Fas-èíäóöèðîâàííîìó àïîïòîçó, à

òàêæå íà ýêñïðåññèþ ìèòîãåí-àêòèâèðóåìûõ ïðîòåèíêèíàç ERK1/ERK2. Ïîêàçàíî,

÷òî ëàäàñòåí â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 0,1 – 1 ìêÌ ïðîÿâëÿåò êîìèòîãåííûé ýôôåêò

ïðè TCR-îïîñðåäîâàííîé ñòèìóëÿöèè T-ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà,

÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû MAP-êèíàçû ERK2.

Ëàäàñòåí ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåò àêòèâàöèîííî-èíäóöèðîâàííóþ ýêñïðåññèþ Fas íà

T-ëèìôîöèòàõ, íî ó ÷óâñòâèòåëüíûõ ê Fas-çàâèñèìîìó àïîïòîçó äîíîðîâ ñíèæàåò èí-

òåíñèâíîñòü Fas-çàâèñèìîãî àïîïòîçà. Ñäåëàí âûâîä, ÷òî â îñíîâå èììóíîïðîòåêòîðíî-

ãî ýôôåêòà ïðåïàðàòà ìîæåò ëåæàòü ñíèæåíèå èòåíñèâíîñòè Fas-çàâèñèìîãî àïîïòîçà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëàäàñòåí, ERK1/2, pERKl/2, Fas-çàâèñèìûé àïîïòîç, êîìèòîãåííûé

ýôôåêò

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Â ïîñëåäíèå ãîäû íàðàñòàåò èíòåðåñ ê ïîèñêó ñïî-

ñîáîâ ôàðìàêîëîãè÷åñêîé êîððåêöèè íàðóøåííîé èì-

ìóíîðåàêòèâíîñòè ïóòåì âîçäåéñòâèÿ íà ìåõàíèçìû

ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ëèìôîöèòîâ

è èõ ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè, â ÷àñòíîñòè,

àâòîíîìíîãî è àêòèâàöèîííî-èíäóöèðîâàííîãî àïîï-

òîçà [6]. Ýòî íàèáîëåå àêòóàëüíî â óñëîâèÿõ âîçäåéñò-

âèÿ íà îðãàíèçì ýêñòðåìàëüíûõ ôàêòîðîâ îêðóæàþ-

ùåé ñðåäû. Â ýêñïåðèìåíòå è êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâà-

íèÿõ àðãóìåíòèðîâàíî óñèëåíèå ìåõàíèçìîâ

Fas-çàâèñèìîãî àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ïðè ñòðåññå,

âîçäåéñòâèè òîêñè÷íûõ êñåíîáèîòèêîâ [16, 18]. Óñèëå-

íèå àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ñîïðîâîæäàþò òÿæåëûå èí-

ôåêöèîííûå è âèðóñíûå çàáîëåâàíèÿ [7, 10, 17]. Ïðå-

îáëàäàíèå àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ (íåãàòèâíîé àê-

òèâàöèè) ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ áàëàíñà ìåæäó

êëîíàëüíîé ýêñïàíñèåé ëèìôîöèòîâ è èõ àïîïòîçîì è

ðàçâèòèþ èììóíîäåôèöèòíûõ ñîñòîÿíèé.

Îñîáåííî öåííî, åñëè ïðåïàðàò ñî÷åòàåò îñíîâíîé

ôàðìàêîëîãè÷åñêèé ýôôåêò (ñòðåññ-ïðîòåêòîðíûé, àê-

òîïðîòåêòîðíûé) è èììóíîìîäóëèðóþùóþ àêòèâ-

íîñòü. Òàêèì ñâîéñòâîì îáëàäàåò ïðîèçâîäíîå áðîìà-

äàìàíòàíà – ëàäàñòåí, èììóíîêîððèãèðóþùèé ýôôåêò

êîòîðîãî ïðîäåìîíñòðèðîâàí â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è

êëèíè÷åñêèõ óñëîâèÿõ [1, 3, 5]. Â ïðåäûäóùåì èññëå-

äîâàíèè óñòàíîâëåíî, ÷òî ëàäàñòåí, íå îáëàäàÿ

ñîáñòâåííûì ìèòîãåííûì ýôôåêòîì íà ëèìôîöèòû

÷åëîâåêà â 72-÷àñîâûõ êóëüòóðàõ, òåì íå ìåíåå ïðîÿâ-

ëÿë ñëàáûé êîìèòîãåííûé ýôôåêò ïðè TCR-îïîñðåäî-

âàííîé ñòèìóëÿöèè T-ëèìôîöèòîâ [2], ÷òî çàêîíîìåð-

íî ñîïðîâîæäàëîñü íåêîòîðûì íàðàñòàíèåì èíòåíñèâ-

íîñòè àêòèâàöèîííîãî àïîïòîçà êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ

ëàäàñòåí èíãèáèðîâàë àïîïòîç àêòèâèðîâàííûõ êëå-

òîê, èíäóöèðîâàííûé ïîâðåæäåíèåì ÄÍÊ èëè ïðîîê-

ñèäàíòíûì âîçäåéñòâèåì (ïåðåêèñü âîäîðîäà). Îñíîâ-

íûì ìåõàíèçìîì ðåãóëÿöèè ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷-

íîé ãèáåëè àêòèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ

àïîïòîç, ðåàëèçóåìûé ÷åðåç ðåöåïòîðíóþ ñèñòåìó

Fas-ðåöåïòîð/Fas-ëèãàíä (Fas/FasL) [13]. Â íàñòîÿùåé

ðàáîòå èçó÷åíî âëèÿíèå ëàäàñòåíà íà àêòèâàöèîí-

íî-èíäóöèðîâàííóþ ýêñïðåññèþ Fas ðåöåïòîðà è ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòü ëèìôîöèòîâ ê Fas-èíäóöèðîâàííîìó

àïîïòîçó, à òàêæå íà ýêñïðåññèþ ìèòîãåí-àêòèâèðóå-

ìûõ ïðîòåèíêèíàç ERK1/ERK2 (extracellular signal re-

gulated kinase).

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà êóëüòóðàõ ëèìôîöèòîâ

ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ-äîáðîâîëü-

öåâ. Âñå äîíîðû áûëè ïîñòàâëåíû â èçâåñòíîñòü î

ïðîâîäèìîì èññëåäîâàíèè è äàëè ñîãëàñèå íà ó÷àñòèå

â íåì.

Ìîíîíóêëåàðû ïîëó÷àëè èç ïåðèôåðè÷åñêîé âåíîç-

íîé êðîâè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ãðàäèåíòíîãî öåíò-

ðèôóãèðîâàíèÿ. Êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè ñðåäîé

Ýêcïåpèìåíòàëüíàÿ è êëèíè÷åcêàÿ ôàpìàêîëîãèÿ 2004 Òîì 67 ¹ 5 Ñ. 34 – 38

© 2004 Êîëëåêòèâ àâòîðîâ 34

1 ÃÓ ÍÈÈ ôàðìàêîëîãèè èì. Â. Â. Çàêóñîâà ÐÀÌÍ, Ìîñê-
âà,125315, óë. Áàëòèéñêàÿ, 8.

2 Âñåðîññèéñêèé öåíòð ãëàçíîé è ïëàñòè÷åñêîé õèðóðãèè ÌÇ
ÐÔ, Óôà, 450075, óë. Ð. Çîðãå, 67/1.

3 Èíñòèòóò áèîõèìèè è ãåíåòèêè Óôèìñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà
ÐÀÍ, Óôà, 450054, Ïð. Îêòÿáðÿ, 69.



RPMI-1640 (“Sigma”, St. Louis, Mo). Ïîëó÷åííóþ

âçâåñü êëåòîê ðåñóïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ñðåäå êóëüòè-

âèðîâàíèÿ (ñðåäà RPMI-1640, 0,3 ìêã/ìë L-ãëþòàìèíà,

10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, 50 ìêã/ìë

ãåíòàìèöèíà ñóëüôàòà) â êîíöåíòðàöèè 1 � 106 êë/ìë è

ïåðåíîñèëè â 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû äëÿ êóëüòèâèðî-

âàíèÿ (Costar). Ëèìôîöèòû êóëüòèâèðîâàëè 72 ÷

(37 °C, 5 % CO2). Â êà÷åñòâå Ò-êëåòî÷íîãî ìèòîãåíà

èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ

CD3-ðåöåïòîðà (aCD3 MKA, 2,5 ìêã/ìë, êëîí ICO-90,

ÂÎÍÖ ÐÀÌÍ).

Ëàäàñòåí ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ (ICN) è äîáàâëÿëè â

êóëüòóðû îäíîâðåìåííî ñ ìèòîãåíîì â êîíå÷íîé êîí-

öåíòðàöèè 0,1 – 1,0 ìêÌ. Â êîíòðîëüíûå êóëüòóðû äî-

áàâëÿëè òîëüêî ÄÌÑÎ (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ íå áî-

ëåå 0,4 %).

Îöåíêó ýêñïðåñèè Fas ðåöåïòîðà (CD95) îñóùåñòâ-

ëÿëè ñòàíäàðòíûì èììóíîôëþîðåñöåíòíûì ìåòîäîì.

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè ëèìôîöèòû îòìûâàëè

ðàñòâîðîì CellWash (BD), ðåñóñïåíäèðîâàëè â ýòîì æå

ðàñòâîðå è îêðàøèâàëè FITC-ìå÷åíûìè ÌÊÀ ïðîòèâ

CD3 ðåöåïòîðà (Caltag) è ÐÅ-ìå÷åíûìè ÌÊÀ ïðîòèâ

CD95 ðåöåïòîðà (Caltag) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó, ïðåäëî-

æåííîìó èçãîòîâèòåëåì àíòèòåë. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ

êëåòêè ïîäâåðãàëè ïðîòî÷íîé öèòîôëþîðîìåòðèè íà

ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå FACS Calibur (BD). Ïîëó÷åííûå

äàííûå àíàëèçèðîâàëè â ðàìêàõ ïðîãðàììíîãî îáåñïå-

÷åíèÿ CellQuest (BD).

Àïîïòîç îöåíèâàëè ôëþîðîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì,

îïðåäåëÿÿ ñóììàðíóþ àêòèâíîñòü “òåðìèíàëüíûõ”

êàñïàç 3, 7, 10 (Cs-3,7,10) â ëèçàòàõ ëèìôîöèòîâ, èñïî-

ëüçóÿ ñòàíäàðòíûé íàáîð ðåàãåíòîâ FuorAce Apopain

Assay Kit (BIO-RAD). Èíòåíñèâíîñòü ôëþîðåñöåíöèè

ðåãèñòðèðîâàëè íà ôëþîðèìåòðå VersaFluor 1.3 (BIO -

RAD) è ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü (ñêîðîñòü ðàñ-

ùåïëåíèÿ ôëþîðîãåííîãî ñóáñòðàòà Ac-DEVD-AFC)

âûðàæàëè â óñëîâíûõ åäèíèöàõ ôëþîðåñöåíöèè —

èçìåíåíèå ôëþîðåñöåíöèè (dS) çà åäèíèöó âðåìåíè

(dt).

Äëÿ èíäóêöèè àïîïòîçà ëèìôîöèòû ïîñëå êóëüòè-

âèðîâàíèÿ îòìûâàëè, ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñâåæåé ñðå-

äå áåç ñûâîðîòêè è îáðàáàòûâàëè ìûøèíûìè ÌÊÀ

ïðîòèâ Fas ðåöåïòîðà ÷åëîâåêà (500 íã/106 ëèìôîöè-

òîâ, DX-2 êëîí, IgGl, PharMingen, BD) â òå÷åíèå 5 ÷. Â

êà÷åñòâå ïàðàëëåëüíûõ êîíòðîëüíûõ (íåèíäóöèðîâàí-

íûõ) êóëüòóð èñïîëüçîâàëè êëåòêè, îáðàáîòàííûå ìû-

øèíûìè IgGl.

Ïðè îïðåäåëåíèè ýêñïðåññèè íåôîñôîðèëèðîâàí-

íûõ è ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì ìèòîãåí-àêòèâèðóå-

ìûõ êèíàç (ERK1/ERK2) êëåòêè ïîñëå èíêóáàöèè öåí-

òðèôóãèðîâàëè ïðè 1400 îá/ìèí 15 ìèí (B 3.11, Gou-

an, Ôðàíöèÿ), ïðîìûâàëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå

è ñ÷èòàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà. Îñàæäåííûå êëåòêè (107)

ñóñïåíäèðîâàëè â ëèçèðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì

10 ìÌ òðèñ, pH 7,4; 100 ìÌ NaCl, 1 ìÌ EDTA, 1 ìÌ

EGTA, 1 ìÌ NaF, 20 ìÌ Na4P2O7, 2 ìÌ NaVO4, 0,1 %

SDS, 0,5 % äåçîêñèõîëàò Na, 1 % òðèòîí — X 100,

10 % ãëèöåðèí, 1 ìÌ PMSF, 60 ìêã/ìë àïðîòèíèíà,

10 ìêã/ìë ëåóïåïòèíà, 1 ìêã/ìë ïåïñòàòèíà. Çàòåì èí-

êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë

çàìîðàæèâàëè – ðàçìîðàæèâàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè

10 ìèí, ïðè 12000 g. Ôðàêöèîíèðîâàíèå áåëêîâ ïðîâî-

äèëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â 10 % ïîëèàêðèëàìèä-

íîì ãåëå (ÏÀÀÃ) â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íà-

òðèÿ â ìîäèôèêàöèè Ëýììëè [14]. Âñå äîðîæêè ñîäåð-

æàëè îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî áåëêà ñóììàðíîãî

êëåòî÷íîãî ëèçàòà. Ýëåêòðîïåðåíîñ áåëêîâ íà íèòðî-

öåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó ïðîâîäèëè â êàìåðå äëÿ âëàæ-

íîãî ïåðåíîñà ñ èñïîëüçîâàíèåì áóôåðà, ñîäåðæàùåãî
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Ðèñ. 1. Öèòîôëþîðîãðàììû, èëëþñòðèðóþùèå âëèÿíèå ëàäà-
ñòåíà íà ýêñïðåññèþ Fas ðåöåïòîðà (CD95) íà àêòèâèðîâàííûõ
aCD3 MKA CD3+ T-ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðî-
âûõ äîíîðîâ.

Ëåâûå öèòîôëþîðîãðàììû: ïàðàìåòðû ïåðåäíåãî (FSC) è áîêîâîãî
(SSC) ñâåòîðàññåÿíèÿ àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê. Ïðàâûå öèòîôëþîðîã-
ðàììû: ýêñïðåññèÿ CD95 íà Ò ëèìôîöèòàõ. Ïî îñè àáñöèññ — (FL1) —
CD3+ ëèìôîöèòû; ïî îñè îðäèíàò — (FL2) — CD95+ ëèìôîöèòû.



25 ìÌ òðèñ, 192 ìÌ ãëèöèíà, 20 % ìåòàíîëà, pH 8,3.

Îáîðóäîâàíèå ïðîèçâîäñòâà BIO-RAD (Mini-PROTE-

AN II Electrophoresis Cell, Mini Trans-Blot Electrophore-

sis Transfer Cell) è âñå îïåðàöèè âûïîëíÿëè â ñîîòâåò-

ñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ ñíèæåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîé ñîðáöèè àíòèòåë

ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè â 0,2 % îáåçæèðåííîì ìîëî-

êå, ðàçâåäåííîì â TBS (20 ìÌ Tris, pH 7,4; 0,9 % NaCl)

è ñîäåðæàùåì 0,1 % òâèí — 20, â òå÷åíèå 1 ÷, ïîñëå

÷åãî ïðîìûâàëè ìåìáðàíó â TBS-Ò è èíêóáèðîâàëè â

ðàñòâîðå ïåðâûõ àíòèòåë, ðàçâåäåííîì â 0,2 % TBS-Ò.

Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíà-

ëüíûå àíòèòåëà (BIOSOURCE, USA) íà ôîñôîðèëèðî-

âàííûå (pERK 1,2) è íåôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû

ïðîòåèíêèíàç, â ðàçâåäåíèè 1:2000. Ïîñëå îòìûâêè îò

ïåðâè÷íûõ àíòèòåë (3 ðàçà ïî 5 ìèí â TBS-Ò) ìåìáðà-

íó èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â ðàñòâîðå âòîðûõ àíòèòåë, ðàçâå-

äåííûõ â 0,2 %-íîì ìîëîêå â TBS-Ò (ðàçâåäåíèå

1:6000). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè èì-

ìóíîãëîáóëèíû êîçû, êîíúþãèðîâàííûå àâèäèí ôîñ-

ôàòàçîé, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðî-

ëèêà. Áåëêè âûÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåíèÿ õåìèëþìè-

íåñöåíöèè (ECL) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèç-

âîäèòåëÿ (Ummun-Star Chemiluminescent Protein Detec-

tion Systems, BIO-RAD).

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç îñóùåñòâëÿëè ñòàíäàðòíû-

ìè ìåòîäàìè âàðèàöèîííîé ñòàòèñòèêè â ðàìêàõ ïðî-

ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Statistica for Windows (âåðñèÿ

5.0). Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè ñóùåñòâåííûìè ïðè p < 0,05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Êàê è â ïðåäøåñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ëàäàñòåí

ïðîÿâëÿë ñëàáûé êîìèòîãåííûé ýôôåêò, ÷òî áûëî âû-

ÿâëåíî ïðè àíàëèçå ïàðàìåòðîâ ïåðåäíåãî (FSC) è áî-

êîâîãî (SSC) ñâåòîðàññåÿíèÿ êëåòîê. Ëàäàñòåí

óâåëè÷èâàë ñîäåðæàíèå ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê —

êðóïíûõ êëåòîê ñ ïîâûøåííûì áîêîâûì ñâåòîðàññåÿ-

íèåì (ðåãèîí R3), êîòîðûå ðàñöåíèâàëèñü êàê áëàñò-

íûå êëåòêè [11], ïðè÷åì êîìèòîãåííûé ýôôåêò ïðåïà-

ðàòà áûë áîëåå âûðàæåí ïðè èñïîëüçîâàíèè åãî â ìè-

íèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè — 0,1 ìêÌ (ðèñ. 1).

Îòíîøåíèå ñîäåðæàíèÿ êëåòîê â ðåãèîíå R3 ê ñîäåð-

æàíèþ êëåòîê â ðåãèîíå R2 (íå ïðîëèôåðèðóþùèå

êëåòêè) ñîñòàâèëî â êóëüòóðàõ ñòèìóëèðîâàííûõ

aCD3 ÌÊÀ (M � SD) 1,46 � 0,27, â êóëüòóðàõ ìîíîíóê-

ëåàðîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè 0,1 è 1,0 ìêÌ

ëàäàñòåíà — 1,7 � 0,16 (p = 0,035, ïàðíûé êðèòåðèé

Ñòüþäåíòà) è 1,61 � 0,35 ñîîòâåòñòâåííî.

Êîìèòîãåííûé ýôôåêò ñîïðîâîæäàëñÿ óâåëè÷åíèåì

ýêñïðåññèè ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû MAP-êèíàçû

ERK2 è ñíèæåíèåì åå íåôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû

(ðèñ. 2).

Ðèñ. 1 è 3 èëëþñòðèðóþò ýêñïðåññèþ Fas ðåöåïòîðà

CD3+ íà T-ëèìôîöèòàõ. Ëàäàñòåí íå èçìåíÿë ýêñïðåñ-

ñèþ Fas ðåöåïòîðà â êîíòðîëüíûõ (íåñòèìóëèðîâàí-

íûõ) êóëüòóðàõ. Àêòèâàöèÿ T-ëèìôîöèòîâ aCD3 ÌÊÀ

ïðèâîäèëà ê ðåçêîìó óâåëè÷åíèþ ýêñïðåññèè CD95,

÷òî ñâÿçàíî ñ çàâèñèìîé îò ïðîòåèíêèíàçû Ñ (ÐÊÑ) àê-

òèâàöèåé ò.í. ãåíà, àññîöèèðîâàííîãî ñ T-êëåòî÷íîé

ñìåðòüþ (T-cell death-associated gene 51, TDAG51)

[16]. Ëàäàñòåí (0,1 ìêÌ) íåçíà÷èòåëüíî óñèëèâàë àê-

òèâàöèîííî-èíäóöèðîâàííóþ ýêñïðåññèþ CD95 (ñòà-

òèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ îòëè÷èé îò êóëüòóð ëèìôîöè-

òîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ aCD3 MKA áåç ëàäàñòåíà, íå

áûëî), ÷òî çàêîíîìåðíî ñâÿçàíî ñ áîëåå èíòåíñèâíûì

ìèòîãåíåçîì.
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Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ìèòîãåíàêòèâèðóåìûõ ïðîòåèíêèíàç ERK 1/2 (à ) è pERK 1/2 (á ) â T-ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëî-
âåêà ïîä äåéñòâèåì ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé ëàäàñòåíà (â % ê óðîâíþ àêòèâàöèè ìèòîãåíîì).



Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ëàäàñòåíà íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü

àêòèâèðîâàííûõ êëåòîê ê Fas-èíäóöèðîâàííîìó àïîï-

òîçó ïîñëå èíêóáàöèè êëåòêè îòìûâàëè è îáðàáàòûâà-

ëè â òå÷åíèå ïÿòè ÷àñîâ ïîëóàãîíèñòè÷åñêèìè ÌÊÀ ê

B-ýïèòîïó Fas-ðåöåïòîðà (êëîí DX-2, ïîäêëàññ IgGl).

Èç 8 äîíîðîâ èíäóêöèÿ Fas-çàâèñèìîãî àïîïòîçà àêòè-

âèðîâàííûõ T-ëèìôîöèòîâ (íàðàñòàíèå ñóììàðíîé àê-

òèâíîñòè Cs-3,7,10 ïîñëå èíêóáàöèè ñ àíòèÐàç ÌÊÀ)

íàáëþäàëàñü ó 5 ÷åëîâåê (ðèñ. 4). Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì,

÷òî T-ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ðåçèñòåíòíû

ê Fas-çàâèñèìîìó àïîïòîçó è, â îòëè÷èå îò T-êëåòî÷-

íûõ ëèíèé, õàðàêòåðèçóþòñÿ çíà÷èòåëüíîé ìåæèíäè-

âèäóàëüíîé âàðèàáåëüíîñòüþ, îòðàæàþùåé îñîáåííî-

ñòè èììóíîðåàêòèâíîñòè [16]. Â êóëüòóðàõ äîíîðîâ,

ðåçèñòåíòíûõ ê Fas-èíäóöèðîâàííîìó àïîïòîçó, ëàäà-

ñòåí íå èçìåíÿë ñóììàðíîé àêòèâíîñòè Cs-3,7,10 ïðè

èíêóáàöèè ñ aFas ÌÊÀ. Ó òåõ äîíîðîâ, ó êîòîðûõ íà-

áëþäàëàñü èíäóêöèÿ àïîïòîçà, ëàäàñòåí ñòàòèñòè÷å-

ñêè çíà÷èìî èíãèáèðîâàë åãî (òàáëèöà).

Òàêèì îáðàçîì, ëàäàñòåí ïðîÿâëÿë êîìèòîãåííûé

ýôôåêò, áîëåå âûðàæåííûé ïðè èñïîëüçîâàíèè íèçêîé

êîíöåíòðàöèè, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü íàðàñòàíèåì ôîñ-

ôîðèëèðîâàííîé ôîðìû êèíàçû ERK2. Êàê èçâåñòíî,

àêòèâàöèÿ ERK ïóòè MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà ïðîèñõî-

äèò ïðè äåéñòâèè íà êëåòêó ìèòîãåíîâ è ðîñòîâûõ

ôàêòîðîâ [19]. Â çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû äåéñòâóþ-

ùåãî àãåíòà è òèïà òêàíè ôîñôîðèëèðîâàíèå ERK 1/2

ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü ñèíòåç ðàçíûõ öèêëèíîâ, êîòî-

ðûå â êîìïëåêñå ñ öèêëèíçàâèñèìûìè êèíàçàìè â êî-

íå÷íî ñ÷åòå è îïðåäåëÿþò ïåðåõîä êëåòîê èç îäíîé

ôàçû â äðóãóþ. Àíàëèçèðóÿ èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå

ñâåäåíèÿ, à òàêæå ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå îá óâåëè-

÷åíèè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû ERK 2 â T-ëèìôîöè-

òàõ ïîä äåéñòâèåì ëàäàñòåíà, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî åãî

êîìèòîãåííûé ýôôåêò, âîçìîæíî, ñîïðÿæåí ñ àêòèâà-

öèåé öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû Cdk 2, îáðàçóþùåé

êîìïëåêñû ñ öèêëèíîì E-îñíîâíûì öèêëèíîì, îáåñ-

ïå÷èâàþùèì ïåðåõîä êëåòîê èç G1 ôàçû â S-ôàçó êëå-

òî÷íîãî äåëåíèÿ. Âûÿñíåíèå äàííîãî âîïðîñà òðåáóåò

äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Àïîïòîç T-ëèìôîöèòîâ, ðåàëèçóåìûé ÷åðåç ñèñòå-

ìó Fas/FasL, ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìåõàíèçìîì óäàëåíèÿ

“íåâîñòðåáîâàííûõ” â ïðîöåññå èììóííîãî îòâåòà

T-êëåòîê è ðåãóëÿöèè èõ ÷èñëåííîñòè [13, 16]. Äåôåêò-

íîñòü ýòîãî ìåõàíèçìà ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíûì íàðó-

øåíèÿì èììóííîãî ãîìåîñòàçà. Òàê, íåäîñòàòî÷íàÿ

èíòåíñèâíîñòü Fas-çàâèñèìîé ýëèìèíàöèè êëåòîê

âñëåäñòâèå ãåíåòè÷åñêîãî äåôåêòà Fas èëè FasL ïðèâî-

äèò ê ðàçâèòèþ àóòîèììóííûõ ðàññòðîéñòâ [15, 16], à

èçáûòî÷íàÿ ýëèìèíàöèÿ êëåòîê — ê ðàçâèòèþ èììó-

íîäåôèöèòíûõ ñîñòîÿíèé [8, 17]. Óâåëè÷åíèå èíòåí-
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ëàäàñòåíà íà àêòèâàöèîííî-èíäóöèðîâàííóþ
ýêñïðåññèþ Fas-ðåöåïòîðà íà T-ëèìôîöèòàõ â 72-÷àñîâûõ êóëü-
òóðàõ ìîíîíóêëåàðîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ.

Ïî îñè àáñöèññ: 1 — êîíòðîëüíûå êóëüòóðû; 2 — ëàäàñòåí 0,1 ìêÌ; 3
— ëàäàñòåí 1,0 ìêÌ; 4 — aCD3 MKA 2,5 ìêã/ìë; 5 — aCD3 MKA
2,5 ìêã/ìë + ëàäàñòåí 0,1 ìêÌ; 6 — aCD3 MKA 2,5 ìêã/ìë + ëàäàñòåí
1,0 ìêÌ; ïî îñè îðäèíàò-îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå CD3+CD95+ êëå-

òîê, %. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå çíà÷åíèå (Ì) � ñòàíäàðò-
íîå îòêëîíåíèå (SD).
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Ðèñ. 4. Èíäèâèäóàëüíûå ïîêàçàòåëè Fas-èíäóöèðîâàííîãî
àïîïòîçà ñòèìóëèðîâàííûõ aCD3 MKA T-ëèìôîöèòîâ ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè (72-÷àñîâûå êóëüòóðû) çäîðîâûõ äîíîðîâ-äîá-
ðîâîëüöåâ.

Ïî îñè àáñöèññ — äîíîðû; ïî îñè îðäèíàò — àêòèâíîñòü òåðìèíàëüíûõ
êàñïàç (Cs-3,7,10) (S/t) â ëèçàòàõ ëèìôîöèòîâ ïîñëå 5-÷àñîâîé èíêóáà-
öèè ñ ìûøèíûìè IgGl (êîíòðîëü, ñâåòëûå ñòîëáèêè) èëè ìûøèíûìè
MKA (IgGl) ïðîòèâ Fas-ðåöåïòîðà ÷åëîâåêà (òåìíûå).
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�S/�t

Fas-èíäóöèðî-
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�S/�t
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Cs-3,7,10

â % ê
áàçàëüíîé

aCD3 ÌÊÀ,
ìêã/ìë

Ëàäàñòåí,
ìêÌ

2,5 – 19,7 � 8,7 29,6 � 11,1* 88,6

2,5 0,1 20,8 � 7,9 25,3 � 7,7 38,3

2,5 1,0 20,4 � 9,3 22,1 � 6,6 31,6

Ïðèìå÷àíèå. * — ðàçëè÷èÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû ( p < 0,05) â ñðàâ-

íåíèè ñ êóëüòóðàìè, íå îáðàáîòàííûìè aFas MKA. Ïàðíûé êðèòåðèé

Âèëêîêñîíà.



ñèâíîñòè Fas-çàâèñèìîé, àêòèâàöèîííî-èíäóöèðîâàí-

íîé êëåòî÷íîé ñìåðòè ëèìôîöèòîâ íàáëþäàåòñÿ ïðè

ñòðåññîðíûõ âîçäåéñòâèÿõ [16, 20]. Ýòî ñâÿçàíî íå òî-

ëüêî ñ íàðóøåíèåì îïèîèäåðãè÷åñêîé ðåãóëÿöèè èì-

ìóííîãî îòâåòà, íî è ñ íàðóøåíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî

îêñèäàòèâíîãî áàëàíñà, èãðàþùåãî êëþ÷åâóþ ðîëü â

âûáîðå êëåòêîé ïðîãðàììû àêòèâàöèè [12]. Àêòèâíûå

ôîðìû êèñëîðîäà ïîòåíöèèðóþò ýêñïðåññèþ FasL è

Fas-çàâèñèìûé àïîïòîç [9]. Ëàäàñòåí íå óâåëè÷èâàë

èíòåíñèâíîñòè àêòèâàöèîííî-èíäóöèðîâàííîé ýêñï-

ðåññèè Fas íà T-ëèìôîöèòàõ, à íàáëþäåìîå íåçíà÷èòå-

ëüíîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè Fas ñâÿçàíî ñ êîìèòîãåí-

íûì ýôôåêòîì ïðåïàðàòà. Â òî æå âðåìÿ ëàäàñòåí ñíè-

æàë ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê Fas-èíäóöèðîâàííîìó

àïîïòîçó, ò.å. â óñëîâèÿõ èçáûòî÷íîé ýêçîãåííîé àêòè-

âàöèè Fas. Ýòîò ìåõàíèçì ìîæåò ëåæàòü â îñíîâå èì-

ìóíîïðîòåêòîðíîãî ýôôåêòà ëàäàñòåíà è ñêîðåå âñåãî

ñâÿçàí ñ èçâåñòíûì àíòèîêñèäàíòíûì äåéñòâèåì ïðå-

ïàðàòà [4].

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ëàäàñòåí â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 0,1 – 1 ìêÌ

ïðîÿâëÿåò êîìèòîãåííûé ýôôåêò ïðè TCR-îïîñðåäî-

âàííîé ñòèìóëÿöèè T-ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé

êðîâè ÷åëîâåêà, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ýêñ-

ïðåññèè ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû MAP-êèíàçû

ERK2.

2. Ëàäàñòåí ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåò àêòèâàöèîí-

íî-èíäóöèðîâàííóþ ýêñïðåññèþ Fas íà T-ëèìôîöè-

òàõ, íî ó ÷óâñòâèòåëüíûõ ê Fas-çàâèñèìîìó àïîïòîçó

äîíîðîâ ñíèæàåò èíòåíñèâíîñòü Fas-çàâèñèìîãî àïîï-

òîçà, ÷òî ìîæåò ëåæàòü â îñíîâå èììóíîïðîòåêòîðíîãî

ýôôåêòà ïðåïàðàòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïî ïðîãðàììå “Ôèçèêî-õèìè÷å-

ñêàÿ áèîëîãèÿ” Ïðåçèäèóìà ÐÀÍ, ïðè ÷àñòè÷íîé ïîä-

äåðæêå ãðàíòà ÐÔÔÈ ¹ 02-04-97904 è Ïðîãðàììû ãî-

ñóäàðñòâåííîé ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÐÔ
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THE EFFECT OF LADASTEN ON THE ACTIVATION-INDUCED EXPRESSION
OF FAS RECEPTOR ON T-LYMPHOCYTES AND THEIR SENSITIVITY
TO FAS-INDUCED APOPTOSIS

Yu. V. Vakhitova1,2, M. Kh. Salimgareeva2, S. V. Sibiryak3, N. N. Kurchatova3, and S. B. Seredenin1

1 Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Scientific Center, Russian Academy of Sciences, Ufa, Bashkortostan,

450054 Russia;
2 Institute of Pharmacology, Russian Academy of Medical Sciences, Baltiiskaya ul. 8, Moscow, 125315 Russia;
3 All-Russia Center for Ofthalmic and Plastic Surgery, ul. Kol’tsevaya 47, Ufa, Bashkortostan, 450040 Russia

The effects of ladasten on the activation-induced expression of Fas-receptor on T-lymphocytes, their sensitivity to Fas-induced apoptosis, and the expressi-

on of mitogen-activated ERK1�ERK2 protein kinases have been studied. In the range of concentrations 0.1 – 10 	M, ladasten exhibited a comitogenic effect on
the TCR-mediated stimulation of T-lymhocytes ion the peripheral human blood, which was accompanied by an increase in the level of phosphorylated form of
ERK-2. At the same time, ladasten virtually did not change the activation-induced expression of Fas-receptor on T-lymphocytes, but reduced the rate of the
Fas-induced apoptosis. It was concluded that the immunoprotective effect of ladasten is probably based on a decrease in the rate of Fas-induced apoptosis.
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