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ЭКСПРЕССИЯ МЕМБРАННЫХ РЕЦЕПТОРОВ ЛИМФОЦИТОВ 
ПОД ВЛИЯНИЕМ ПЕПТИДНОГО КОМПЛЕКСА ПОЧЕК НА ФОНЕ 
ДЕЙСТВИЯ ИММУНОМОДУЛЯТОРОВ

Украинская медицинская стоматологическая академия. Полтава

Благодаря развитию молекулярной иммуноло
гии и совершенствованию методов иммунологиче
ских-исследований стало возможным открытие ря
да .биологически активных веществ, модифици
рующих иммунный ответ. Оказалось, что раствори
мым эндогенным факторам принадлежит одно из 
центральных мест в регуляции иммунологических 
процессов и межклеточных взаимодействий в им
мунном ответе [1, 4]. Эндогенные иммуномодуля
торы являются регуляторами иммунных реакций, 
инициирующими воспаление, острофазовый ответ 
организма, модифицирующими функциональное 
состояние нервной и эндокринной систем и т. д. 
[4,6].

Способность'изменять состояние иммунитета и 
неспецифической резистентности организма свой
ственна особому классу биологических регулято
ров полипептидноЙ природы [10]. С одной сторо
ны1/* пептиды, выделенные из иммунокомпетент- 
ныхорганов,— тимуса, бурсы Фабрициуса, селе
зенки, лимфоцитов, восстанавливают состояние 
природной иммунологической толерантности, из
меняют активность иммунокомпетентных клеток

[10], а с другой — пептиды, выделенные из иелим- 
фоидных органов, по-видимому, способны оказы
вать модулирующее влияние на состояние иммуно
компетентных клеток. Так, пептидный экстракт, 
выделенный из коркового вещества почек, давал 
терапевтический эффект при их иммунных пора
жениях [5]. На этом фоне было отмечено восста
новление толерантности организма лабораторных 
животных к смеси тканевых антигенов, что послу
жило основанием для предположения о возможном 
участии-пептидного экстракта в процессе взаимо
действия Т-клеточного рецептора с его лигандами. 
Кроме того, отмечено сходство между исследован
ными пептидными субстанциями и эндогенными 
пептидами, выделенными из молекул главного 
комплекса гистосовместимости [5].

В предыдущей работе [2] нами показано, что 
комплекс пептидов коркового вещества почек in 
vitro может вызывать изменение функционального 
состояния Т-клеток, что сопровождается усилени
ем экспрессии комплекса TCR—CD3, Многие ве
щества in vitro могут изменять экспрессию мем
бранных рецепторов клеток, в то же время имму-
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Рис. 1. Изменение экспрессии поверхностных иммуноглобули
новых рецепторов лимфоцитов под действием ИЛ-2 (а) и пеп
тидного комплекса почек (б).
По оси абсцисс — распределение по группам; по оси ординат (здесь и на рис. 2—4) — 
процент клеток с флюоресценцией.
а: I — исходный уровень флюоресценции, 2—5 — уровень флюоресценции,при до* 
баолении ИЛ-2 а разведен и их соответственно 1:1, 1:2, 1:4 и 1:8;' б: / — исходный 
уровень флюоресценции, 2 — уровень флюоресценции при добавлении ИЛ-2 в раз
ведении 1:8, 3 — уровень флюоресценции при добавлении пептидного комплекса 
почек в дозе 0,5 мкг/мл, 4 — уровень <1»люорссиснции при добавлении' ИЛ-2 в раз
ведении 1:8 и пептидного комплекса почек вдрэс О,  ̂ мкг/мл. г • '

номодулирующие эффекты зависят от ряда усло
вий, в том числе от исходного состояния клеток 
[11]. Представляется необходимым выяснить, как 
будет изменяться экспрессия мембранных рецеп
торов иммунокомпетентных клеток на фоне дейст
вия различных иммуномодуляторов.

В связи с этим в настоящей работе мы изучили 
влияние пептидного экстракта коркового вещества 
почек на экспрессию мембранных рецепторов им
мунокомпетентных клеток на фоне действия эндо
генных иммуномодуляторов — интерлейкина-2 
(ИЛ-2) и кортизола.

Методика исследований. В исследованиях использовали 
кровь * здоровых доноров, стабилизированную гепарином 
(25 ЕД/мл). Суспензию лимфоцитов периферической крови 
выделяли по стандартной методике в градиенте плотности фи- 
колла—триомбраста с последующим отмыванием в фосфатное 
солевом буфере ("Дельбекко А”) при pH 7,2 [9J. Количество кле
ток в суспензии при подсчете в камере Горяева в среднем со
ставило (1—1,5)* 106 в 1мл.

Использовали ИЛ-2, полученный из иадосадочной жидко
сти 3-дневной культуры спленоцитов крысы, стимулированных 
КонА [9]. В I серии исследований проводили инкубацию лим
фоцитов с последовательными разведениям!* ИЛ-2 (1:1,1:2, 1:4, 
1:8) в течение 60 мин при температуре 37вС. В опытной серии 
в среду инкубации добавляли пептидный комплекс, 'получен
ный из коркового вещества почек по оригинальной методике. 
Коротко сутьметода заключается в экстракции тканей органи
ческой галогенсодержащей кислотой в присутствии катионов 
двухвалентных металлов с последующим осаждением пептидов 
органическим растворителем с дополнительной очисткой путем 
гель-фильтрации для выделения пептидов с мол. массой менее 
10 кД. Использовали дозы пептидного комплекса 0,05, 0,12 и 
0,5 мкг/мл. В качестве контроля использовали физиологиче
ский раствор.; *

Во 11 серии исследований вначале проводили инкубацию 
суспензии лимфоцитов ,с гидрокортизона сукцинатом 
("Astrapin”) в концентрациях 10~8, ИГ5 и 10~2 М в течение 30 мин 
при температуре 3VC [7]. В опытной серии затем в среду инку
бации добавляли пептидный комплекс почек в аналогичной до
зировке и продолжали инкубировать в течение 60 мин при 37вС.

В реакции прямой иммунофлюоресценции были использо
ваны поликлональные антитела свиньи к поверхностным мем
бранным иммуноглобулинам человека, конъюгированные с 
ФИТЦ производства Института сывороток и вакцин (Прага). 
Неспецифическое связывание устраняли с помощью сыворотки 
на порошке крысиной печени.

Регистрацию зеленой флюоресценции ФИТЦ проводили на 
микроскопе "Люмам Р-8". Результаты оценивали по степени ин
тенсивности флюоресценции и делили исследуемые клетки на 
4 группы: с отрицательной (0 баллов), со слабоположительной 
(1 балл), с положительной (2 балла) и с резко положительной (3 
балла) реакцией. Рассчитывали средний цитохимический коэф
фициент (СЦК): дифференцировали НК) исследованных клеток 
по указанной выше системе; полученный процент клеток в ка
ждой группе умножали на соответствующее данной группе чис
ло баллов. Сумма этих величин, разделенная на 100, представ
ляет собой СЦК для одной клетки [ 12]. По характеру флюорес
ценции выделяли диффузную флюоресценцию мембраны, ко
гда равномерно светилась вся клетка, группировку рецепторов 
в виде отдельных кластеров, кэпов и пэтчей. Флюоресцентная 
микроскопия мембранных маркеров сопровождалась Морфоло
гическим контролем клеток в фазовом контрасте. ’ !

Р е з у л ь т а т ы  и о б с у ж д е н и е .  Вработемы 
оценивали изменение функциональной активно
сти лимфоцитов по способности экспрессировать 
на мембранной поверхности рецепторы под влия
нием внешнего сигнала с изменением флюорес
ценции.

Согласно результатам наших исследований, при 
добавлении ИЛ-2 в суспензию лимфоцитов пери
ферической крови отмечалось дозозависимое' уси
ление экспрессии рецепторов (рис. 1, о). Макси
мальная стимуляция экспрессии (практически в 2 
раза по сравнению с исходным уровнем) наблюда
лась при наибольшем разведении (1:8). СЦК, ха
рактеризующий интенсивность свечений и соот
ветственно плотность рецепторов на мембране, 
также возрос и составил соответственно 1,21, 1,16, 
1,51 и 1,55 по сравнению с исходным, равным 0,70.

Обращает на себя внимание усиление подвижно
сти рецепторов в плоскости мембраны под действи
ем ИЛ-2, что сопровождалось перегруппировкой ре
цепторов в виде отдельных кэпов, кластеров и пэт
чей и отражало функциональную активацию клеток. 
На рис. 2 показано изменение перегруппировки ре
цепторов под влиянием. ИЛ-2 в разведении 1:8.,

Предварительно, мы выбрали наиболее эффек
тивную дозировку пептидного комплекса почек,

Рис 2. Мембранная флюоресценция поверхностных иммуног
лобулиновых рецепторов 'интактных лимфоцитов (сплошная 
линия) и при добавлении ИЛ-2-в разведении Н8 (штриховая
ЛИНИЯ).

По оси абсцисс — виды перегруппировок рецепторов: О — клетки, у которых отсут
ствует флюоресценция; Д  -  диффузная флюоресценция мембраны; /Г — кэпы. Л  -  
петчи. КЛ — кластеры; по оси ординат — процент клеток с флюоресценцией. Звез
дочка — р < 0,05 по сравнению с интактными лимфоцитами.
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Рис. 3. Изменение экспрессии поверхностных иммуноглобули
новых рецепторов под действием гидрокортизона (л) и пептид
ного комплекса почек (б).
а; 7 ,— исходный уровень флюоресценции» 2—4 — уровень флюоресценции при до
бавлении гидрокортизона в дозах соответственно Ю*\ КГ5 и КГ* М; б: /  — исход
ный уровень флюоресценции, 2 — уровень флюоресценции при добавлении гидро
кортизона в дозе 10"5 М, 3—5 — уровень флюоресценции при добавлении гидрокор
тизона в дозе ДО“5 М и пептидного комплекса почек в дозах соответственно 0,05, 
0,12 и 0.5 мкг/мл.

которая составила 0,5 мкг/мл. Добавление в ин
тактную суспензию пептидного комплекса привело 
к значительному приросту процента клеток с 
флюоресценцией (рис. 1, б). Совместная инкуба
ция клеток с ИЛ-2 и пептидом способствовала од
нонаправленному увеличению процента связыва
ния клеток с антителами, что свидетельствует о си
нергизме действия иммуномодулятора и пептида.

Важно было выяснить характер изменения экс
прессии рецепторов при изучении взаимодействия 
полипептида в дозе 0,5 мкг/мл и ИЛ-2 в разведении 
1:8. Так, если добавление ИЛ-2 в среду инкубации 
способствовало увеличению кэппинга рецепторов 
в-3,8 раза, то дополнительное внесение полипепти
да приводило к снижению кэппинга практически 
до уровня контрольной группы. В то же время со
держание клеток, формирующих на своей мембра
не отдельные кластеры из рецепторов, при добав
лении ИЛ-2 снижалось в 1,7 раза по сравнению с 
контролем, а инкубация с полипептидом при води - 
ла к увеличению уровня кластеризации в 2,2 раза. 
В целом СЦК изменялся незначительно — от 1,57 
до 1,61 (при добавлении пептидного комплекса).

Во II серии исследований использовали ком
мерческий препарат гидрокортизона сукцинат в 
дозировках 10“*,КГ5 и КГ2 М. Широкий охват кон
центраций препарата объясняется их разными эф
фектами. Специфическое действие кортикостерои
дов (полураспад мРНК или специфических белков) 
в системе in vivo проявляется в концентрации 
КГ* М. Неспецифическое действие, в частности, 
на систему иммунитета предполагает другие дози
ровки. Четкий эффект изменения кинетики, инак
тивации и пролиферации лимфоцитов, воздейст
вия на активность NK-клеток и клеток-супрессо
ров наблюдается только при концентрации 10-i М 
и выше [7].

Согласно полученным нами данным, при добав
лении в инкубационную среду гидрокортизона в 
концентрации 10"*. М практически не изменялся

процент клеток с флюоресценцией, но изменялся 
характер свечения. Следует отметить увеличение в 
2 раза по сравнению с контролем количества кле
ток, формирующих на мембране пэтч с сильной 
степенью флюоресценции, увеличение СЦК с 0,94 
до 1,13.

Выраженный ингибирующий экспрессию ре
цепторов лимфоцитов эффект был обнаружен при 
концентрации КГ5 М (рис. 3, а). Помимо значи

тельного снижения процента клеток с флюорес
ценцией* отмечено изменение ; перегруппировки 
рецепторов в - плоскости мембраны (рис. 4, а): 
уменьшение кластеризации, образования кэпов и 
пэтчей, 'практически полное исчезновение пере
группировки рецепторов с сильной степенью 
флюоресценции, снижение СЦК до 0,26. Сниже
ние процента клеток с флюоресценцией отмечено 
также и при использовании гидрокортизона в дозе 
КГ2 М, что сопровождалось уменьшением количе
ства клеток, формирующих пэтчи, кэпы и кла
стеры.

Для оценки влияния пептидного комплекса по
чек на экспрессию мембранных рецепторов была 
выбрана максимально ингибирующая доза гидро
кортизона — 10-5 М. Добавление в среду инкуба
ции комплекса пептидов в дозах 0,05, 0,12 и 
0,5 мкг/мл на фоне действия гидрокортизона при
вело к однонаправленному повышению процента 
клеток с флюоресценцией (рис. 3, б). Наиболее вы
раженное действие отмечено при использовании 
средней дозировки 0,12 мкг/мл, когда, помимо 
роста уровня флюоресценции, отмечается измене
ние подвижности рецепторов в плоскости мембра
ны и способности к перегруппировкам (рис. 4, б). 
•При использовании пептидного комплекса в дозе 
0,5 мкг/мл также наблюдалось увеличение в 2 раза 
процента клеток, образующих пэтчи и кластеры 
средней степени свечения.

а б
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Рис. 4. Мембранная флюоресценция поверхностных иммуног
лобулиновых рецепторов.
а — при добавлении гидрокортизона и дозе КГ* М, сплошная линия — интактные 
лимфоциты, штриховая — »несение, гидрокортизона. Звездочка — р < 0,05 по срав
нению с интактными лимфоцитами; £ — при сочетанном добавлении гидрокортизо
на в д о х  10“* М и пептидного комплекса почек в л о х  0,12 мкг/мл, штриховая ли
ния — внесение гидрокортизона, сплошная линия — сочетанное действие гидро
кортизона и пептидного комплекса. Звездочка — р < 0,05 по сравнению с лимфоци
тами, прединкубированными с гидрокортизоном.
Остальные обозначения те же, что на рис. 2.
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Известно, что рецепторы к ИЛ-2 экспрессируют 
клетки различных популяций и субпопуляций, в 
том числе В-клетки [1]. После увязывания ИЛ-2 с 
клеточным рецептором происходит каскад собы
тий, обеспечивающих^передачу ростового сигнала. 
ИЛ-2 индуцирует фосфорилирование рецептора и 
всей популяции Т-клеточных мембранных белков 
[14]. Эти внутриклеточные превращения в конеч
ном счете ведут к метаболическим изменениям [1].

Изолированное внесение ИЛ-2 в суспензию 
лимфоцитов приводило к кэппингу, а внесение в 
совокупности с пептидным комплексом — к кла
стеризации. Хотя кэппинг и нельзя считать "акти
вационным процессом" [4], поскольку отсутствуют 
синтез ДНК и секреция иммуноглобулинов, не ис
ключено, что сигнал к кэппингу представляет со
бой своеобразное "регулировочное устройство". 
Продолжаясь всего несколько минут, он служит 
быстрым индикатором того,.что в результате сшив
ки рецепторов на поверхности .мембраны возник 
сигнал, поступивший в клетку [4].

Возможно, при сочетанном внесении ИЛ-2 и 
пептидного комплекса мы регистрировали уже рас
павшийся на отдельные кластеры рецепторных им
муноглобулинов кэп как следствие приема актива
ционного.сигнала клеткой.

В данном случае мы наблюдали стимуляцию под 
влиянием ИЛ-2 зкецрессии иммуноглобулиновых 
рецепторов Вгклеток,увеличение их плотности и 
перегруппировки в плоскости мембраны, что.сви- 
детельствует об активации клеток. Врзможно, ис
пользуя сходные механизмы активации, пептид
ный комплекс опосредует передачу ростового сиг
нала внутрь клетки и облегчает дальнейший путь — 
синтез клеточных протоонкогенов, реципрокное 
индуцирование синтеза рецептора для ИЛ-2 [6].

Несомненно важное значение имеет существен
ное подавление экспрессии иммуноглобулиновых 
рецепторов при использовании гидрокортизона в 
дозе КГ5 М. Известно, что в целом на уровне лим
фоидной ткани действие крр’гикостероидных гор
монов проявляется общей депрессией функцио
нальной активности лимфоцитов. Установлено, 
что ингибирующий эффект кортикостероидов тес
но связан с их способностью ингибировать продук
цию АТФ в лимфоцитах через глюкозу [8]. Важной 
особенностью гормонов является их влияние на из
менение концентрации внутрицитозольного каль
ция [3]. Активаторы протеинкиназы С, факторы, 
способствующее накоплению в клетке цАМФ, и 
аналоги циклических нуклеотидов ослабляют, но 
не отменяют полностью действие кортикостерои
дов на выживаемость тимоцитов [ 13].

В наших исследованиях совместная инкубация 
суспензии лимфоцитов с гидрокортизоном и пеп
тидным экстрактом коркового вещества почек 
приводила к более чем 2-кратному приросту числа 
клеток с флюоресценцией (при дозе пептида 
0,12 мкг/мл).

Маловероятно, что пептидный комплекс явля
ется прямым антагонистом гидрокортизона. Ско
рее всего передача активационного сигнала пеп

КЛЕТОЧНАЯ ИММУНОЛОГИЯ

тидным комплексом почек осуществляется альтер
нативным путем, минуя путь, заблокированный 
гидрокортизоном. Не исключено, что на опреде
ленном этапе (возможно, это процесс увеличения 
внутриклеточной концентрации Саг+) эти пути пе
рекрещиваются.

Выводы

1. Пептидный комплекс, выделенный из корко
вого вещества почек, проявляет синергизм в уси
лении экспрессии поверхностных иммуноглобули
новых рецепторов с эндогенным иммуномодулято
ром ИЛ-2.

2. Пептидный комплекс выступает в качестве
функционального антагониста . гидрокортизона, 
восстанавливая снижение экспрессии изученных 
рецепторов. ...... ,, ... •

3. Полученные данные свидетельствуют об уча
стии тканевых пептидных молекул во взаимодейст
вии между специализированными- паренхиматоз
ными клетками и иммуноцитами, регулируемом 
иммуномодуляторами. •; •
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INFLUENCE OF THE KIDNEY PEPTIDE EXTRACT AND 
IMMUNOMODULATORS ON THE EXPRESSION QF LYM
PHOCYTES MEMBRANE RECEPTORS -  L  E,  Vesnina, /. P.
Kaidashev

S u m m a r y .  We studied the effect of a peptide extract from re
nal cortex on expression of lymphocyte surface immunoglobulin re
ceptors under the action of endogenic immunomodulators 1L-2 and 
hydrocortisone in direct immunofluorescence reaction. We found 
out maximal fluorescence (as single clusters and patches), in incuba
tion of lymphocytes with IL-2 (1:8). IL-2 incubation with the pep
tide extract increased binding of the cells with the antibodies. Hy
drocortisone induced a decrease in fluorescence and disappearance 
of receptor rearrangement. In this case the peptide complex in
creased amount o f fluorescent cells two-fold. The findings suggest 
that peptide molecules may be involved into interaction between 
immunocytes and special parenchymal.cells which is controlled by 
immunomodulators.


