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В  роботі вивчено можливий вплив пептидних комплексів тимусу і нирок на процеси 
ремоделювання нових рецепторних молекул на фоні блокади метаболізму імуноком- 
петентних кліт ин за  допомогою метотрексата. Інкубація лімфоцитів з метотрек
сатом призводила до зменшення експресії вивчаємих антигенних детермінант лім 
фоцитів, їх щільності на мембрані та перегрупувань з утворенням кепів, класт ерів  
та петчів. Д одавання в середовище інкубації пептидних комплексів тимусу і коркової 
речовини нирок супроводжувалось відновленням експреси поверхневих рецепторів, в 
деяких випадках її підвищенням. Тималін викликав вірогідне збільш ення експресії 
імуног лобу лінів і детермінант CD3, пептидний комплекс нирок - молекул CD3 і CD8. 
Відмічено збільш ення щільності рецепторів в площині мембрани та формування пере
групувань. Припущено, що пептидні комплекси тимусу і нирок можуть приймати 
участь не т ільки в регуляції експресії рецепторів безпосередньо на поверхні мембран  
лімфоцитів, їх  дія може бути пов’язана з ремоделюванням мембранних рецепторів 
шляхом м обілізації внутришньоклітинного пула вж е синт езованих рецепторів.

Вступление:
В связи с развитием фундаментальной и при

кладной иммунологии в клинической практике  
появился новый класс лекарственных средств -  
иммунотропные препараты. Особое внимание 
среди них привлекаю т регуляторные пептиды - в 
большинстве своем представленные низком оле
кулярными пептидами и пептидными ф рагмен
тами эндогенных и экзогенны х белков, которые  
обладают способностью воздействовать на раз
личные этапы иммунного ответа [1 2 ,1 3 ].

На основе пептидных экстрактов тимуса, 
ответственных за  созревание и ф ункциональную  
активность Т-лимф оцитов разработаны и ш иро
ко  используются препараты для коррекции на
рушенных ф ункций Т-лимфоцитов [5 ]. Способ
ность оказывать влияние на Т -клетки присуща  
продукту диализного лейкоцитарного экстракта  
препарата имрег [1 ]. У  лимфотилина, низком о
лекулярного пептида лимфоидной ткани обна
ружены антипролиферативные, иммуномодули
рую щие, иммуностимулирующие влияния [1 3 ]. 
Иммунорегуляторны е пептиды, вырабатываемые 
клетками костного мозга -  миелопептиды, уси
ливают антителообразование в продуктивную  
ф азу иммунного ответа [8 ]. Пептидный ком 
плекс, выделенный из коркового вещества по
чек, воздействует на пролиферацию лимф оци
тов и тимоцитов, активирует Т-клетки, облегчает 
активацию лимф оцитов ф итогемагглютинином  
[6 ], препятствует дексаметазон-индуцированному  
апоптозу тимоцитов [9 ].

П о-преж нем у актуальным остается проблема  
выяснения механизмов иммунотропного дейст
вия регуляторных пептидов, в частности, полу

ченных из паренхиматозных органов, не имею 
щих прямого отношения к иммунной системе. 
Одним из таких пептидов является пептидный 
комплекс, выделенный из коркового вещества 
почек, для которого предположен мембраноо
посредованный механизм действия на иммуно- 
компетентные клетки, проявляющийся в модуля
ции поверхностных антигенных детерминант ли
мфоцитов [2 ,3 ]. Показано, что пептидный ко м 
плекс почек вызывает ремоделирование поверх
ностных антигенных детерминант лимфоцитов, 
предварительно обработанны х трипсином, восс
танавливает их способность к перегруппировке в 
плоскости мембраны [4 ]. Сходное действие выя
влено у тимогена, тимопоэтина, тималина, а , -  
тимозина, которые значительно ускоряют появ
ление рецепторов на клетках тимуса, предвари
тельно обработанны х трипсином [5 ,10 ].

В настоящем исследовании мы предприняли 
попытку выяснить, влияет ли пептидный ко м 
плекс почек на процессы ремоделирования но
вых рецепторных молекул на ф оне блокады ме
таболизма иммунокомпетентных клеток с помо
щью метотрексата.

Материалы и методы:
Исследование in v itro  проводили, используя 

периф ерическую  кровь здоровых доноров, ста
билизированную гепарином (25 Е Д /м л ). М о н о - 
нуклеары выделяли по методу В е у о т  [7] путем  
центрифугирования в градиенте плотности ф и- 
колл-триомбраст (d = 1 ,077 г /с м 3) с последую
щим отмыванием в фосфатно-солевом буф ере  
при pH 7,2. Лимфоциты в конечной концентра
ции (1 -1 ,5 )1 0 6 /м л  культивировали в среде 199
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("Sigm a") c 1 0 %  инактивированной телячьей 
сывороткой ("B io M ark Inc", Львов, Укр аина). 
Уровень жизнеспособности клеток в тесте с  
трипановым синим составил в среднем 9 5 % -  
9 7 % . <

Инкубацию  клеток с метотрексатом  
("LA C H E M A ", Чехия) в д о зе  1 м г /м л  [1 1 ] про
водили в течение 6 часов при 37° С . В опытных 
пробах после отмывания лимфоцитов путем ц е ^  
триф угирования в ф осф атно-солевом буф ере  
дополнительно вводили пептидные комплексы  
тимуса и почек и продолжали инкубацию  в тех  
ж е  условиях в течение 1 часа. В качестве конт
роля использовали ф осф атно-солевой буф ер.

В работе использовали пептидный комплекс, 
выделенный из коркового  вещества почек по 
оригинальной методике [1 4 ]. Экстракцию  тканей  
почек проводили органической галогенсодер
ж ащ ей кислотой в присутствии катионов двухва
лентных металлов с последующим осаждением  
пептидов органическим растворителем с доба
вочной очисткой путем гель-фильтрации для вы
деления пептидов с молекулярной массой ме
ньше 10 кД . Д о за  пептидных комплексов, вно
симых в инкубационную  среду составила 0 ,5  
м к г /м л . В качестве контрольного препарата ис
пользовали коммерческий препарат тималина.

Экспрессию  мембранных иммуноглобулино
вых рецепторов лимфоцитов определяли в реа
кции прямой иммуноф лю оресценции с исполь
зованием антител против иммуноглобулинов А , 
М , G ("S anofi", France). В реакции непрямой  
иммуноф лю орёсценции с моноклональными ан
тителами LT3 (C D 3), LT4 (C D 4), LT8 (C D 8), 3F3  
(C D 72) выявляли экспрессию соответствующих  
антигенных детерминант лимфоцитов с помо
щью анти-Р(аЬ)2 -  антител, коньюгированны х с 
ф лю оресцеинизотиоцианатом (Т О О  "Сорбент", 
Москва, Россия).

Экспрессию  поверхностных рецепторов лим
фоцитов оценивали по изменению  уровня и ха
рактера ф лю оресценции соответствующих мо
ноклональных антиТел. Результаты оценивали на 
люминесцентном микроскопе "Лю мам Р -8", под
считывая число светящихся клеток на 2Q0 кле
ток и выражали в процентах. При оценке ре
зультатов учитывали общ ее число светящихся 
клеток, диф ф еренцировали степень ф лю оресце
нции, выделяя слабую, средню ю  и сильную сте
пени в баллах, типы перегруппировок рецепто
ров в плоскости Мембраны в виде кэпов, клас
теров, пэтчей. М орф ологический контроль кле
то к  осуществляли в фазовом контрасте.

Результаты обрабатывали статистически с 
использованием t -критерия Стьюдента.

Р е з у л ь т а т ы  и  о б с у ж д е н и е :  
Добавление в суспензию лимфоцитов метот

рексата в дозе  1 м г /м л  приводило к сниж ению  
исходного уровня экспрессии исследованнь|х 
мембранных маркеров. Вы ражённое ингибиру
ю щее действие препарат оказывал на экспрес
сию детерминант CD 3, достоверно снижалась  
экспрессия CD 8, C D 72, поверхностных иммуног
лобулинов (рис. 1).

Iß CD3 CD4 CD8 CD72

Рис. 1. Влияние тималина и пептидного комплекса почек 
на экспрессию поверхностных рецепторов лимфоцитов, 
предобработанных метотрексатом. Но оси ординат - 

процент клеток с флюоресценцией; по оси абсцисс - р а 
спределение по группам; 1 - исходный уровень ф люорес

ценции; 2  -  уровень флюоресценции при добавлении в 
суспензию лимфоцитов метотрексата; 3 -  уровень 

флюоресценции при добавлении в суспензию предобрабо
танных метотрексатом лимфоцитов тималина; 4 - 

уровень флюоресценции при добавлении в суспензию пре
добработ анных метотрексатом лимфоцитов пептидного 

комплекса почек.

Помимо снижения общ его уровня ф лю орес
ценции мы наблюдали для всех маркеров уме
ньшение интенсивности свечения в виде практи
чески полного исчезновения клеток с сильной  
степенью ф лю оресценции, что свидетельствует о  
снижении плотности соотвествующих рецепто
ров на мембране. Наряду с уменьшением коли
чества клеток, несущих дифференцировочные  
маркеры , наблюдалось изменение перегруппи
ровки рецепторов в плоскости мембраны. Т а к , в 
два раза снизилось количество клеток, о бр азу
ю щ их на мембране кэпы иммуноглобулиновых 
рецепторов (р < 0 ,0 5 ) . Для С 0 3 +  клеток хар ак
терным было достоверное снижение в ,6 раз ко^. 
личества образовавшихся кэпов, в 3 раза -  клас
теров и в 2 раза пэтчей (гист. 1).
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Тистограмма 1. Мембранная флюоресценция С03+ 
лимфоцитов периферической крови в интактной гру

ппе (сплошная линия) и при добавлении метотрексата 
(пунктирная линия). Здесь и далее по оси ординат -  
процент клет ок с  флюоресценцией; по оси абсцисс - 
виды перегруппировок рецепторов; о - клетки, у  ко
торых отсутствует флюоресценция, й  -  диффузное 
свечение мембраны, к  -  кэпы, п -  пэтчи, кл -  клас
теры. * - достоверность изменений по отношению к  

интактной группе (р< 0,05).

Для С Э 4 +  клеток отмечалось уменьшение  
образования кластеров в 2 ,5  раза (р < 0 ,0 5 ) , для 
С 0 8 +  клеток -  в 3,8 раза (р < 0 ,0 5 ) .

Таким образом, под действием метотрексата  
отмечалось уменьшение экспрессии поверхност
ных антигенных детерминант лимфоцитов, их 
плотности на мембране и перегруппировки с 
образованием кэпов, кластеров и пэтчей.

В опытной серии исследований мы добавляли 
к лимф оцитам, прединкубированным с метотре
ксатом, пептидные комплексы, выделенные из 
тимуса и коркового вещества почек. Так, введе
ние тималина в дозе 0 ,5  м к г /м л  в инкубацион
ную среду способствовало увеличению экспрес
сии поверхностных иммуноглобулинов и моле
кул СЭЗ (Рис.1). Помимо этого нами зарегист
рировано изменение характера перераспределе
ния рецепторов в плоскости мембраны -  отме
чено достоверное увеличение образования клас
теров в 2 ,5  раза для С Э 4 +  клеток, в 3 ,9  раза -  
для СОЗ-Г клеток, тенденция к  увеличению клас
теризации поверхностных иммуноглобулинов. 
Т акж е , у С 0 3 +  клеток наблюдалось увеличение 
образования пэтчей в плоскости мембраны  
(Гист. 2 ,а).
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Тистограмма 2. М ембранная флюоресценция CD3+ лимфоцитов периферической крови, обработанных метотрек
сатом (пунктирная линия) и при добавлении пептидного коллплекса почек (точка-пунктир) (а ) ; обработанных 

метотрексатом (пунктирная линия) и при добавлении тималина (точка-пунктир) (б), * - достоверность изм е
нений по отношению к  группе с  добавлением метотрексата (р< 0,05).

Добавление пептидного комплекса почек в 
среду инкубации способствовало восстановле
нию экспрессии C D 3 й CD8 детерминант 
(р < 0 ,0 5 )  (Р ис.1). О дновременно отмечалось по
вышение интенсивности ф лю оресценции, что 
свидетельствует о б  увеличении плотности рецеп
торов в плоскости мембраны. Были та кж е  отме
чены и изменения характера флю оресценции -

снижение количества клеток с перегруппировкой  
рецепторов в виде кэпов, пэтчей на ф оне увели
чения образования кластеров мембранных ре
цепторов. П од влиянием пептидного комплекса  
почек наблюдалось увеличение количества 
С Б З +  клеток, образую щ их на мембране кэпы (в 
3 раза), кластеры (в 2 раза) (р < 0 ,0 5 )  (Гист. 2 ,6 ). 
Т а кж е  усиливалась перегруппировка рецепторов
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на поверхности С 0 8 +  клеток под влиянием, пеп
тидного комплекса почек (Гист. 3).
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Гистограмма 3. М ембранная флюоресценция СП8+ 
лимфоцитов периферической крови при добавлении 

метотрексата (пунктирная линия) и при добавлении  
метотрексата и пептидного комплекса почек (точка- 
пунктир). * - достоверность изменений по отноше

нию к  группе с добавлением метотрексата (р< 0,05).

Согласно результатам наших исследований, 
под влиянием метотрексата наблюдалось сни
ж ени е  экспрессии практически всех изученных 
антигенны х детерминант, но наиболее чувстви
тельными оказались клетки, у которых выявляли 
антигенную  детерминанту СОЗ.

В малых дозах (10 -  30 м г / к г )  метотрексат 
проникает в клетки посредством активного  
транспорта, где частично остается в свободном  
состоянии, частично связывается с дегидроф о- 
латредуктазой. При использовании в больш их  
дозах (50 -  200  м г /к г )  проникает в клетки и пу
тем пассивной диф ф узии [11].

М етотрексат относится к  препаратам цикло
неспециф ического действия, вызывающих ги
бель клетки преимущественно в ф азу Э клеточ
ного  цикла [1 1 ]. К ак  структурный аналог ф оли
евой кислоты, ингибирует дегидроф олатредук- 
тазу, тем самым подавляя образование коф ер- 
мента тетрагидроф олата, и, следовательно, пре
вращение фолиевой кислоты в тетрагидроф оли- 
евую. Подавляет тимидилсинтетазу, что ведет к  
наруш ению  образования пуринов и тимидина. В 
результате нарушается рост клеток, метаболизм  
Р Н К  и Д Н К . Вероятно, наблюдаемая нами тен
денция к  снижению  экспрессии, рецепторов яв
ляется результатом угнетения метаболических  
процессов под действием метотрексата, что  
проявляется в замедлении доставки на поверх
ность мембраны ранее синтезированных рецеп
торов и изменении функциональной активности  
клётрк.

Добавление в среду инкубации пептидных 
комплексов тимуса и коркового вещества почек  
сопровождалось восстановлением экспрессии  
поверхностны х рецепторов, а в некоторы х слу
чаях д аж е  ее повышением. Т ак , тималин вызы
вал достоверное увеличение экспрессии имму
ноглобулинов и детерминант CD3, пептидный 
ком плекс почек -  молекул CD3 и CD8. О б ращ ает  
на себя внимание сходное действие обоих пеп
тидных комплексов на экспрессию антигенной  
детерминанты  CD3. Мультимолекулярный ко м 
плекс C D 3 принимает участие в ф ормировании  
Т -кл еточного  рецептора (TCR). В озм ожно, что  
усиление экспрессии CD 3 сопровождается таким  
ж е  изменениям состояния TCR [1 5 ]. П о -  
видимому, действие пептидных комплексов м о
ж е т  быть связано с ремоделированием м ем
бранны х рецепторов путем мобилизации внутри
клеточного пула уж е синтезированных рецепто
ров.

Таким образом, пептидные комплексы тимуса  
и почек могут принимать участие не только в 
регуляции экспрессии рецепторов непосредст
венно на поверхности мембран лимфоцитов, но  
и по-видимому, влиять на процессы транспорти
ровки новых рецепторных молекул на м ем бра
ну.
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RESTORATION O F LYMPHOCYTE SURFACE RECEPTORS UNDER INFLUENCE O F KIDNEY AND THYMUS PEPTIDE 
COMPLEXES (THYMALINUM) AFTER THE TREATMENT BY METHOTREXAT 
L .E .V esn ina, N .L.Kutsenko, I.P.Kaidashev.I.N . Zviagolskya
In this w o rk  has in vestiga ted  the influence o f thymus and kidney p e p tid e  com plexes to  the processes o f recep to r  
molecules rem odelazing  on the background o f blockade im m unocom petent cells m ethabolism  by the m etho trexat. 
According to  received d a ta  the lym phocyte incubation w ith  m eth o trexat resu lta ted  in decreasing o f antigen lym phocyte  
determ inants, their density  on the cell m em brane and recom bination w ith  the form ing -  capps, patches, blasters. Thymus 
and kidney p ep tid e  com plexes added to  substance of incubation led to  the  res tora tion  o f superfac ia l.receptors  expression  
and, in som e cases, increasing of th is expression. Thymalinum caused relable im m unoglobulin and determ inant C D 3  
expression increasing, kidney p ep tid e  com plex caused the increasing o f C D 3 and CD8 molecules expression ,1 A lso w as  
noted the increasing o f recep to r density on cell m embranes and form ing o f recom binations. It w as supposed that thym us 
and kidney p ep tid e  com plexes take part not only in regulation o f recep tors  expression directly  on. the surface of the  
lym phocyte cells m em brane, but their action can be connected w ith  rem odeiizm g m em brane receptors by the m obilizing  
inner cell pool of recep to rs , which has been already synthesized. -'.-'•'u
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ВІДТВОРЕННЯ ІМУННОЇ ВІДПОВІДІ НА АЛО- ТА ГЕТЕРОАНТИГЕНИ ВВЕДЕННЯМ 
ЕКЗОГЕННИХ ПЕПТИДНИХ КОМПЛЕКСІВ ЗДОРОВИХ ТКАНИН ПРИ ВТОРИННИХ 
ІМУНОДЕФІЦИТАХ, ВИКЛИКАНИХ ДІЄЮ АНТИЦИТ0ХР0М0КСИДАЗН0Ї СИРОВАТКИ
Г у б е н к о  І . Я .
Українська медична стоматологічна академія

Исследовано влияние регулят орных пепт идных комплексов на развит ие иммунно
го ответа при вторичном иммунодефиците, вызванном введением анти ЦХО — 
сыворотки. Выявлены значит ельные изменения в составе регулят орны х пептид
ных комплексов тимуса, селезенки и лимф атических узлов. Пепт идные комплексы  
тимуса, селезенки и лимфоузлов приводили к восстановлению ответа иммунной  
системы крыс на алоантигены, но только пептиды тимуса (т им алин) имели  
статистически достоверное действие. Дейст вие пептидов селезенки было пре
имущественно направлено на активацию процессов первичного иммунного ответа 
на гетероантиген, пептидов лимфоузлов -  на процессы вторичного иммунного  
ответа. Введение пептидов лимфоузлов вызывало усиление первичного и вторич
ного иммунного ответа на гетероантиген.

Розробка методів регуляції ф ункціональної 
активності імунної системи має велике значення  
для клінічної ім мунології, алергології та транс
плантологи [1 ,2 ]. Розв'язання цієї проблеми ба
зується на фундаментальних дослідженнях при
родних регуляторних процесів, які відбуваються 
в імунній системі за  участю клітинних та гумо
ральних ф акторів [3 ].

Традиційно основна увага дослідників приді
лялася вивченню д ії антитіл проти компонентів  
зовніш ніх клітинних мембран, і лише поодинокі 
роботи були присвячені дослідженню  еф ектів,

викликаних антитілами проти внутрішньоклітин
них антигенів [4 ]. П ізніш і дослідження показали, 
щ о всі антигени у вигляді пептйдних ф рагментів  
презентуються на поверхні імунокомпетентних  
клітин у комплексі з молекулами головного  
комплексу гістосумісності І класу [5 ], де вони 
стають доступними для подальшого розпізна
вання. Ц е  не тільки забезпечує здійснення ф ун
кцій ім унного нагляду, але, як показано сучас
ними дослідж енням и, є основою цілісної пепти- 
дергічної системи регуляції імунного статусу 
[6 ,7 ].
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