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Показники, що витчались Орган Статист.
покази.

Групи тварин
Контрольні Дослідні

ї '; V Пародонт М±т, р 1,34±0,09 1,46±0,1 <0,5
Слинні залози М±т, р 4,01 ±0,33 3,88±0,2 <0,5

Каталаза (КП) (нмоль Н20 2Лсв) Печінка М ±т,р 20,52±0,48 18,18±0,72 <0,05
Кишечник М±т, р 0,39±0,00 0,55±0,03 <0,5
Шлунок М±т, р 0,6±0,07 0,72±0,11 <0.5
Серце М±т, р 3,83±0,44 2,38±0,42 <0,25
Нирки М±т, р 9,07±0,85 17,Є0±1,8 <0,05

Селезінка М±т, р 4,80±0,45 6,30±0,65 <0,01
СОД (У.Од.) Пародонт М±т, р 0,67±0,06 0,540,03 <0,001

Слинні залози М±т, р 2,19±0,14 1,96±0,18 <0,25
Печінка М±т, р 2,4340,7 3,65±0,13 <0.005

Кишечник М±т, р 0,Є0±0,04 1,24±0,03 <0,05
Шлунок М±т, р 0,70±0,06 0,62±0,03 <0,05*
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T.A. Kruchko
The purpose of our investigation is developing the experimental model of situation of irradiation of 

rats before conception with investigation of progeny. The object of investigation - rats of Wistar-line, 
which were grouped in the following groups: 1 group - the progeny from healthy parents - control 
group; 2 group - the progeny from irradiated bucks (dose lGr) - experimental group* 3 group - crossing 
of the irradiated bucks (lGr) and doses (2Gr), they had no progeny, the rats were bom  unviable. The 
progeny of rats in the age of 1,5-2 m onth were investigated for the effect of radiation on the peroxygen 
oxygenation of lipides, activity of physiological antioxygen system, hemostasis.

The results, wich we have, we will use for our next work, for formulation the tasks and methods of investigation, they 
may be used for comparison of the results by other investigators and for their future w ork
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ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДНОГО КОМПЛЕКСА 
ПОЧЕК НА ЭКСПРЕССИЮ 
ПОВЕРХНОСТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
ЛИМФОЦИТОВ В УСЛОВИЯХ СВЯЗЫВАНИЯ 
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В настоящее время большое количество исследова- интерес представляет иммуномодулирующее действие 
ний посвящено изучению нового класса биологических этих соединений. РП, выделенные из иммунокомпе- 
регуляторов - регуляторным пептидам (РП). Особый текгных клеток, влияют на пролиферацию и дифферен-
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цировку Т- и В-клеток, усиливают экспрессию И ПЛОТ

НОСТЬ рецепторов [3], восстанавливают состояние им
мунологической толерантности [12,14]. Способность 
восстанавливать иммунологическую толерантность к 
тканевым антигенам открыта и для природного пептид
ного комплекса из коркового вещества почек [2].

Обнаруженные эффекта пептидного комплекса по
чек вызвали необходимость объяснения механизмов его 
взаимодействия с иммунокомпетентными клетками. В 
экпериментах in vitro ранее нами было обнаружено 
усиление экспрессии лимфоцитарных рецепторов CD 3, 
CD 4, CD 8 и HLA-Dr под влиянием пептидного ком
плекса почек [1].

Известно, что воздействие на иммунокомпетентную 
клетку активационных стимулов любой природы - анти
генов, митогенов, медиаторов и гормонов иммунной 
системы приводит к запуску трех внутриклеточных 
сигналов: увеличению концентрации внутрицитозоль- 
ного кальция, стимуляции протеинкиназы С и протеин- 
тирозин-фосфатаз [8]. По мнению большинства иссле
дователей кальцийзависимый механизм активации им- 
мунокомпетентных клеток является ведущим, обеспе
чивая ответ на стимуляцию ТCR-CD3 -рецепторного 
комплекса [6,9,11], реализацию эффектов тимических 
гормонов [10] и т.д.

Таким образом, учитывая важность кальцийзави- 
симых механизмов для активации лимфоцитов было 
необходимым изучить связь между реализацией эффек
тов природного пептидного комплекса почек и уровнем 
внеклеточного кальция.

М А Т Е Р И А Л Ы  И  М Е Т О Д Ы

Исследования in vitro проводили, используя кровь 
здоровых доноров, стабилизированную гепарином (25 
ЕД/мл). Мононуклеары периферической крови выделя
ли в градиенте плотности фиколл-триомбраст [7]. Гото
вили суспензию мононуклеаров с концентрацией клеток 
1-1,5*106 в 1 мл в забуференном физиологическом рас
творе.

В первой серии пробы крови инкубировали при 37°
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Диаграмма 1.

Изменение уровня экспрессии мембранных рецепторов лим

фоцитов при добавлении ЗДТА:

( } -  при добавлении физиологического раствора /контроль/;

Щ ) -  при добавлении ЭДТА в дозе 9 ,2  мг/мл:

Ж -  статистически достоверные различия меаду контрольной и 

опытной группами.

С в течение 60 минут с этилендиаминотетраацетатом 
(Serva) в экспериментально подобранных дозах 4,6 
мг/мл, 9,2 мг/мл, 92 мг/мл. Во второй серии исследова
ний последовательно инкубировали пробы с этилен
диаминотетраацетатом (ЭДТА) в средней дозе 9,2 
мг/мл как описано выше, и в течение 60 минут с пеп
тидным комплексом коркового вещества почек [5] в до
зах 0,05 мкг/мл, 0,12 мкг/мл, 0,5 мкг/мл. В контроль
ные пробы вместо ЭДТА и пептидного комплекса до
бавляли физиологический раствор в соответствующем 
объеме (0,1 мл).

Экспрессию мембранных иммуноглобулинов лим
фоцитов в реакции прямой иммунофлюоресценции 
оценивали с помощью поликлональных антител свиньи, 
конъюгированных с флюоресцеинизотиацианатом 
(ФИТЦ) (Производства института вакцин и сывороток, 
Прага, Чехословакия). Неспецифическое связывание 
устраняли с помощью адсорбции сыворотки на порош
ке крысиной печени.

Экспрессию CD3, CD4, CD8, CD23 определяли в 
реакции непрямой иммунофлюоресценции с помощью 
моноклональных антител LT3, LT4, LT8, LT23 
(Производства ТОО "Сорбент”, Москва, Россия). В ка
честве вторых антител использовали aKm-F(ab)2 - анти
тела, меченные ФИТЦ. Регистрацию зеленой флюорес
ценции ФИТЦ осуществляли на микроскопе ”Люмам-Р- 
8й.

По интенсивности флюоресценции выделяли собст
венную флюоресценцию клеток (отрицательная реак
ция) и выраженную флюоресценцию (положительная 
реакция) слабой, средней и сильной степени [4]. Рас-

Дхаграяма 2 . V-
Изменение уровня экспрессии мембранных рецепторов лимфоцитов 

при добавлении ЗИТА и пептидного комплекса почек:
! 1 -  при добавления физиологического раотвора. /контроль/;
Щ | -  при добавлении ЗДТА в дозе 9 ,2  мг/мл;
{Щ  -  при добавлении пептидного комплекса почек.
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считывали средний цитохимический коэффициент 
(СЦК). По характеру флюоресценции выделяли: диф
фузное свечение всей клетки, диффузную флюоресцен
цию мембраны, группировку рецепторов в виде кэпов, 
пэтчей, отдельных кластеров. Морфологический кон
троль клеток осуществляли в фазовом контрасте.

Результаты исследований обработаны с применени
ем вариационной статистики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Первая серия исследований была проведена для оп
ределения величины эффективной дозы ЭДТА, ингиби
рующей экспрессию мембранных молекул лимфоцитов 
и изучения влияния сниженного уровня внеклеточного 
кальция на экспрессию мембранных рецепторов лим
фоцитов. Как показали наши исследования, добавление 
ЭДТА в среду инкубации во всех выбранных дозах (4,6;
9.2 и 92 мг/мл) приводило к дозозависимому снижению 
уровня экспрессии всех исследованных мембранных 
маркеров (диагр. 1). Однако, степень снижения экс
прессии лимфоцитарных рецепторов при внесении 
ЭДГА в дозе 92 мг/мл по сравнению с внесением дозы
9.2 мг/мл была менее выражена. Эго дало нам основа
ния дальнейшие исследования проводить при использо
вании ЭДТА в дозе 9,2 мг/мл. Наиболее чувствительной 
к снижению уровня внеклеточного кальция оказалась 
экспрессия CD23, иммуноглобулиновых молекул 
(преимущественно локализованных на В-клетках), экс
прессия CD3 и CD4 снижалась достоверно, a CD8 
практически не менялась.

Добавление пептидного комплекса почек способст
вовало увеличению количества клеток с перегруппиров
кой рецепторов в виде кэпов, пэтчей и кластеров в ос
новном средней и сильной степени флюоресценции для 
маркеров CD3, CD4 и антител к иммуноглобулинам. 
Клетки, выявляемые антителами к CD23, усиливали 
перегруппировку рецепторов в виде кэпов средней сте
пени интенсивности при добавлении пептида в дозе 
0,12 и 0,5 мкг/мл. Пептидный комплекс уменьшал ко
личество клеток, формирующих на мембране кластеры 
средней степени интенсивности.

Наряду с уменьшением числа клеток, несущих 
дифференцировочные маркеры, отмечалось изменение 
характера флюоресценции под влиянием снижения 
уровня внеклеточного кальция (внесение ЭД ТА в сре
ду).

Происходило смещение характера флюоресценции 
CD4 и иммуноглобулиновых молекул в сторону увели
чения выраженной кластеризации, CD8 - наоборот. Мо
лекулы CD23 не претерпевали перегруппировки. В то 
же время CD3 резко уменьшали степень кластеризации.

Во второй серии исследований изучали влияние 
природного пептидного комплекса почек на экспрессию 
мембранных молекул лимфоцитов в условиях блокады 
поступления в клетку внеклеточного кальция.

Инкубация лимфоцитов с природным пептидным 
комплексом почек приводила к увеличению экспрессии 
иммуноглобулиновых молекул, CD4, сниженные вслед
ствие преинкубации лимфоцитов с ЭД ТА (диагр. 2),

Восстановление экспрессии CD3 и CD23 носило 
четкий дозозависимый характер, причем экспрессия 
CD3 при воздействии пептвдного комплекса в макси
мальной дозировке (0,5 мкг/мл) существенно превыша
ла исходное нормальное значение. Обращало на себя 
внимание действие различных доз пептидного комплек
са на экспрессию CD8: если доза 0,05 мкг/мл повыша
ла ее, то внесение пептидного комплекса в дозе 0,5 
мкг/мл - достоверно снижало. Усиление экспрессии 
CD4 и иммуноглобулиновых моле!ул не имело четко 
выраженной дозозависимости.

Характер флюоресценции изменялся разнонаправ
ленно. Так, было отмечено снижекие количества клеток 
с перегруппировкой рецепторов в виде кэпов и пэтчей 
различной степени флюоресценции CD3, CD4, CD8 и 
иммуноглобулиновых молекул, на фоне увеличения ко
личества кластеров сильной и средней степени флюо
ресценции CD4 и CD8.

Известно, что повышение уровня свободного внут
риклеточного кальция обеспечивается не путем подав
ления активного выноса кальция из клетки, а за счет 
его вхождения извне через потенциалнезависимые ка
налы или мобилизации связанною эндогенною каль
ция. Показано, что при стимуляции В-клеток анти- 
иммуноглобулиновыми антителами, связывание вне
клеточною кальция и блокада поступления кальция из 
внутриклеточных депо полностью подавляли увеличе
ние уровня свободного кальция [15]. Связывание вне
клеточного кальция ЭДТА и его производными в низ
ких дозах полностью ингибировало повышение экс
прессии антигенов ГКГС П класса [13], подавляло экс
прессию рецепторов к ИЛ-2 и инсулину, экспрессию ге
на с-шус и синтез ДНК [10].

Согласно результатам наших исследований, связы
вание внеклеточных ионов кальция с помощью ЭДГА 
приводило к снижению уровня экспрессии рецепторов 
лимфоцитов. Причем наиболее чувствительными к 
снижению внеклеточного кальция оказались В-клетки, 
несущие на своей поверхности молекулы иммуноглобу
линов и CD23 (рецептор к Ig Е). Наблюдаемое нами 
снижение интенсивности флюоресценции, вероятно, 
обеспечивалось перераспределением внутриклеточных 
запасов кальция с уменьшением группировок рецепто
ров в ввде кэпов и пэтчей. Добавление пептидного ком
плекса коркового вещества почек в среду инкубации 
способствовало восстановлению исходного уровня экс
прессии иммуноглобулиновых молекул, CD3, CD4 и 
даже ее увеличение (при использовании доз пептидного 
комплекса 0,12 и 0,5 мкг/мл).

Полученные данные дают возможность предполо
жить, что природный пептидный комплекс почек воз
действует на клетку, повышая уровень экспрессии мем
бранных маркеров.

Таким образом, полученные нами результаты пока
зывают, что связывание внеклеточного кальция путем 
внесения в инкубационную среду ЭДТА приводит к 
снижению функциональной активности лимфоцитов, 
причем наиболее чувствительными являются В-клетки. 
Эта данные свидельствуют о важности нормального

36



Проблеми
вхождения внеклеточных ионов кальция в клетку для
активации лимфоцитов.

Действие природного пептидного комплекса почек 
приводит к усилению экспрессии поверхностных моле
кул лимфоцитов, блокированной предшествующим свя
зыванием внеклеточного кальция ЭДТА. Следователь
но, реализация эффектов пептидного комплекса на уро
вень экспрессии поверхностных мембранных молекул 
лимфоцитов не связана с процессами интернализации 
внеклеточных ионов кальция.
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THE INFLUENCE OF KIDNEYS PEPTIDE COMPLEX ON THE EXPRESSION  
OF THE SURFACE RECEPTORS OF LYMPHOCYTES IN THE CONDITIONS OF 

THE BLOKADE OF EXTRACELLULAR CALCIUM
L.E.Vesnina, I.P.Kaidasbev, V.N.Sokolenko

We have studied the connection between the natural peptide complex of the kidneys cortex 
realization effects on the expression of the mem brane markers of the lymphocytes and the extracellular 
calcium level.

There was determ ined a dosis-dependent decrease in the level of the CD3, CD4, CD8, CD23 and 
surface immunoglobulins in the presence of extracellular calcium binding by  ethylendiam inotetraacetate 
(EDTA), the regrouping decrease of the receptors in the form of caps and patches. The B-cells carrying 
the immunoglobulin molecules and  CD23 (Ig E-receptor) there was a most sensitive for decrease of 
extracellular calcium. The addition of the kidneys cortex peptide complex to the incubation medium 
promoted the restoration of the initial immunoglobulin molecules, CD3, CD4 expression level and even 
assisted to the its increase (using the dosed peptide complex 0,12 and 0,5 m kg/m l).

The natural kidneys peptide complex intensified the lymphocyte surface molecules expression, 
blocked by the preceded calcium binding by  the EDTA. Consequently, the realization of the effects of 
the kidneys peptide complex on the lymphocyte surface mem brane m olecules is not connected with the 
entrance of extracellular Ca.
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