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Â ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ, èíèöèèðóþùèõñÿ ïðè çàïóñêå èíòåðëåéêèí-2-çàâèñèìîé ïðîëèôåðàöèè
T-ëèìôîöèòîâ, àêòèâàöèÿ áëèçêîðîäñòâåííûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ STAT5á è STAT5â ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç öåíòðàëüíûõ ñîáûòèé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíà äèíàìèêà àêòèâàöèè áåëêîâ ñåìåéñòâà
STAT5á è STAT3 íà ðàçíûõ ýòàïàõ ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà T-êëåòîê â îòâåò íà äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ
ìèòîãåííûõ ñòèìóëîâ. Îá àêòèâàöèè STAT-áåëêîâ ñóäèëè ïî óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà èõ ôîñôîðèëèðî-
âàííûõ ïî òèðîçèíó ôîðì. Ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ñòèìóëèðîâàëè ìèòîãåííûì ëåêòèíîì
ôèòîãåìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ), èëè ôîðáîë-12,13-äèáóòèðèëîâûì ýôèðîì (ÔÄÁ) ñîâìåñòíî ñ èîíîìèöè-
íîì (ÈÌ), èëè äîáàâëåíèåì ýêçîãåííîãî ÈË-2 ê ëèìôîöèòàì, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûì ÔÃÀ â ñóá-
ìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè àêòèâàöèè T-ëèìôîöèòîâ êàê ÔÃÀ, òàê è ñìåñüþ ÔÄÁ è
ÈÌ ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû STAT5 íà÷èíàþò ïîÿâëÿòüñÿ ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè, ìàêñèìóì
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (ïðåâûøàþùèé â 10 ðàç è áîëåå óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â êîíòðîëå) íàáëþäàåò-
ñÿ ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ìèòîãåíîâ. Â «êîìïåòåíòíûõ» ëèìôîöèòàõ ÈË-2 óâåëè-
÷èâàåò ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT5 óæå ÷åðåç 10 ìèí, è âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñîõðàíÿåòñÿ
â ïîñëåäóþùèå 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ T-êëåòîê. Â îòëè÷èå îò STAT5 ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû
STAT3 ïðèñóòñòâóþò â ïîêîÿùèõñÿ è â «êîìïåòåíòíûõ» T-êëåòêàõ, è íà ýòîì ôîíå äèíàìèêà ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ STAT3 âûãëÿäèò «ñãëàæåííîé». Öèêëîñïîðèí À â êîíöåíòðàöèè, ïîäàâëÿþùåé ïðîëèôåðà-
òèâíûé îòâåò, ñíèæàåò óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è STAT5, è STAT3 â ñðåäíåì â 1.5—2.0 ðàçà êàê íà
ðàííåì, òàê è íà ïîçäíåì ýòàïàõ ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà. Ïîêàçàíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó óâåëè÷åíèåì êî-
ëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì STAT5 è ýêñïðåññèåé âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2. Ñäåëàí
âûâîä î òîì, ÷òî ðåçêîå óâåëè÷åíèå (â 10 ðàç è áîëåå) óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïóëà STAT5 ìîæåò ñëó-
æèòü ìàðêåðîì âõîæäåíèÿ T-ëèìôîöèòîâ â îáóñëîâëåííûé ÈË-2 ýòàï ïðîëèôåðàöèè íåçàâèñèìî îò òèïà
ìèòîãåííîãî àãåíòà è ñïîñîáà àêòèâàöèè êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû STAT5 è STAT3, ðåöåïòîðû ÈË-2 ñî ñðåäíåé è
âûñîêîé àôôèííîñòüþ, ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò, ëèìôîöèòû ÷åëîâåêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: STAT — signal transduser and activators of transcription, ÈË-2 — èíòåð-
ëåéêèí-2, ÔÃÀ — ôèòîãåìàããëþòèíèí, ÔÄÁ-ôîðáîë-12,13-äèáóòèðèëîâûé ýôèð, ÈÌ — èîíîìèöèí,
ÖÀ — öèêëîñïîðèí À.

Áåëêè ñåìåéñòâà STAT (signal transducers and activa-
tors of transcription) âûïîëíÿþò ôóíêöèè ïåðåäà÷è ñèãíà-
ëà ñ ðåöåïòîðîâ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû â ÿäðî è â òî æå
âðåìÿ ÿâëÿþòñÿ òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè. Èçâåñò-
íî 7 òèïîâ áåëêîâ STAT, êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ â îòâåò
íà äåéñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è öèòîêèíîâ è èíèöèè-
ðóþò ðàçíûå áèîëîãè÷åñêèå îòâåòû (Íèêîëüñêèé, Âàñè-
ëåíêî, 2000; Bromberg, Darnell, 2000). Ñîãëàñíî ñóùåñò-
âóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, àêòèâàöèÿ áåëêîâ STAT ïî-
äðàçóìåâàåò èõ ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî òèðîçèíîâûì è
ñåðèíîâûì îñòàòêàì â C-êîíöåâîé ÷àñòè ìîëåêóë, äèìå-
ðèçàöèþ ìîëåêóë ïî SH2-äîìåíàì, òðàíñëîêàöèþ äèìå-
ðîâ â ÿäðî è èõ ñâÿçûâàíèå ñ ÄÍÊ. Ôîñôîðèëèðîâàíèå
ïî òèðîçèíó, ÿâëÿþùååñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì àêòè-
âàöèè áåëêîâ STAT, ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ òèðîçèíêè-
íàçàìè ðåöåïòîðîâ ôàêòîðîâ ðîñòà (EGF è PDGF) èëè
íåðåöåïòîðíûìè òèðîçèíêèíàçàìè (ñåìåéñòâà JANUS-

êèíàç — JAK), íåêîâàëåíòíî ñâÿçàííûìè ñ ðåöåïòîðàìè
öèòîêèíîâ. Åñòü ñâåäåíèÿ îá ó÷àñòèè â ýòîì ïðîöåññå
êèíàç ñåìåéñòâ Src è Tec (Frank et al., 1995; Lin, Leonard,
1997; Tkaczuk et al., 2002; Benczik, Gaffen, 2004). Äëÿ àê-
òèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ-ìèøåíåé â ðÿäå ñëó÷àåâ
íåîáõîäèìî ïîñëåäóþùåå ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT ïî
ñåðèíó, îäíàêî ýòîò âîïðîñ â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçó÷åí íå-
äîñòàòî÷íî (Darnel et al., 1997; Akira, 2000; Nagy et al.,
2002; Xue et al., 2002; Fung et al., 2003).

Â çàïóñêå ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà T-ëèìôîöèòîâ
îäíó èç êëþ÷åâûõ ðîëåé èãðàþò áëèçêîðîäñòâåííûå
òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû STAT5á è STAT5â (Moriggl
et al., 1999; Lin, Leonard, 2000; Fulop et al., 2001; Buiten-
huis et al., 2004). Ïîñêîëüêó STAT5á è STAT5â êîäèðó-
þòñÿ òàíäåìíî ñöåïëåííûìè ãåíàìè, èìåþò 95%-íóþ
ãîìîëîãèþ, à èõ ôóíêöèè çà÷àñòóþ ïåðåêðûâàþòñÿ, èíî-
ãäà â ðàáîòàõ èõ îáúåäèíÿþò ïîä îáùèì íàçâàíèåì
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STAT5 (Benczik, Gaffen, 2004). Äâîéíîé íîêàóò ïî ýòèì
áåëêàì ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò è
ïðåïÿòñòâóåò çàïóñêó â êëåòî÷íûé öèêë ïåðèôåðè÷åñêèõ
T-êëåòîê ìûøåé êàê â ïðèñóòñòâèè, òàê è â îòñóòñòâèå
èíòåðëåéêèíà-2 (ÈË-2) (Moriggl et al., 1999; Lin Leonard,
2000). Ó òàêèõ êëåòîê íåâîçìîæíîñòü âñòóïëåíèÿ â êëå-
òî÷íûé öèêë ñâÿçàíà ñ íåñïîñîáíîñòüþ ýêñïðåññèðîâàòü
öèêëèíû D2 è D3, à òàêæå öèêëèíçàâèñèìóþ êèíàçó
Cdk6 (Moriggl et al., 1999). Ïî õîäó ÈË-2-èíäóöèðîâàí-
íîé ïðîëèôåðàöèè T-êëåòîê òàêæå àêòèâèðóåòñÿ STAT3,
íî åãî ôóíêöèè, ïî-âèäèìîìó, îòëè÷àþòñÿ îò ôóíêöèé
STAT5. Ó ìûøåé ñ íåäîñòàòî÷íîñòüþ ïî STAT3 íàáëþ-
äàåòñÿ äåôåêò ÈË-2-çàâèñèìîé ïðîëèôåðàöèè T-êëåòîê,
â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò íàðóøåíèå ýêñïðåññèè IL-2Rá,
îäíàêî â îòëè÷èå îò STAT 5 âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÈË-2
âîññòàíàâëèâàåò íîðìàëüíûé ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò
òàêèõ ëèìôîöèòîâ (Moriggl et al., 1999; Akira, 2000).
Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî STAT3 ãëàâíûì îáðàçîì ÿâëÿåòñÿ àí-
òèàïîïòîòè÷åñêèì ôàêòîðîì, êîòîðûé äåéñòâóåò ÷åðåç
Bcl-2-íåçàâèñèìûé ïóòü (Takeda et al., 1998; Moriggl et
al., 1999). Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè â ëèòåðàòóðå íåò ïîë-
íûõ ñâåäåíèé î äèíàìèêå àêòèâàöèè áåëêîâ ñåìåéñòâà
STAT íà âñåì ïðîòÿæåíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà
íîðìàëüíûõ T-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. Àêòèâàöèþ STAT3
è STAT5 èçó÷àëè ãëàâíûì îáðàçîì íà êëåòêàõ ëèìôîèä-
íûõ ëèíèé è íà ëèìôîöèòàõ, ïðåäàêòèâèðîâàííûõ â òå-
÷åíèå 48—72 ÷ ôèòîãåìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ) â ñóáìèòî-
ãåííîé êîíöåíòðàöèè ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâëåíèåì
ÈË-2.

Â öåëè íàñòîÿùåé ðàáîòû âõîäèëî èññëåäîâàíèå äè-
íàìèêè àêòèâàöèè áåëêîâ STAT5 è STAT3 â ïðîöåññå
ðàçâåðòûâàíèÿ ÈË-2-çàâèñèìîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî îò-
âåòà T-êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà ïðè èñïî-
ëüçîâàíèè ðàçíûõ ñõåì çàïóñêà ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòîâ
â êëåòî÷íûé öèêë. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííûõ çàäà÷
îïðåäåëÿëè ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ STAT ïî
òèðîçèíó êàê ïîñëå àêòèâàöèè T-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà
ñâåæåâûäåëåííûõ ëèìôîöèòîâ, òàê è ìèíóÿ íà÷àëüíóþ
ñòàäèþ åãî àêòèâàöèè, ñòèìóëèðóÿ íèæåëåæàùóþ ïðîòå-
èíêèíàçó C, è íàêîíåö, ñ ìîìåíòà çàïóñêà ÈË-2-çàâèñè-
ìîãî ýòàïà ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ÷åëîâåêà. Ìû ïîêà-
çàëè ðàçíèöó â ïðîôèëÿõ àêòèâàöèè STAT5 è STAT3.
Äèíàìèêà àêòèâàöèè STAT3 âûãëÿäåëà áîëåå ñãëàæåí-
íîé ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåçêèì íàðàñòàíèåì êîëè÷åñòâà ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûõ ôîðì STAT5, êîððåëèðóþùèì ïî âðå-
ìåíè ñ ýêñïðåññèåé âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2.
Òàêèì îáðàçîì, ðåçêîå óâåëè÷åíèå (â 10 ðàç è áîëåå)
óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïóëà STAT5 ìîæåò ñëóæèòü
ìàðêåðîì âõîæäåíèÿ T-ëèìôîöèòîâ â ÈË-2-çàâèñèìûé
ýòàï ïðîëèôåðàöèè.

Ì à ò å ð è à ë è ì å ò î ä è ê à

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ë è ì ô î ö è -
ò î â ï å ð è ô å ð è ÷ å ñ ê î é ê ð î â è ÷ å ë î â å ê à. Ëèìôîöè-
òû âûäåëÿëè ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå (Boyum, 1968) èç
ñâåæåé äîíîðñêîé êðîâè. Ëåéêîöèòàðíóþ ôðàêöèþ îò-
áèðàëè ïîñëå îñàæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ, äîáàâëÿÿ â êðîâü
6%-íûé ðàñòâîð äåêñòðàíà (Ò500). Ñóñïåíçèþ ëåéêîöè-
òîâ (ïðîáû ïî 8 ìë) íàñëàèâàëè íà 3 ìë ãèñòîïàêà è öåí-
òðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 600 g. Ïîñëå öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ èíòåðôàçó ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè îáúå-
ìîì ñíà÷àëà 50 ìë, çàòåì 10 ìë è 3—4 ðàçà ïðîìûâàëè
ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS) ñëåäóþùåãî ñîñòàâà

(â ìÌ) : NaCl — 137, Na2HPO4 — 8, KCl — 2.7,
KH2PO4 — 1.5. Äëÿ óäàëåíèÿ ìàêðîôàãîâ êëåòî÷íóþ ñóñ-
ïåíçèþ ïîñëå îòìûâêè ðàçáàâëÿëè ñðåäîé RPMI-1640
áåç àíòèáèîòèêîâ è ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ìàòðàöû,
ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå 10%-íîé ñûâîðîòêîé ÷å-
ëîâåêà ãðóïïû êðîâè 0 (1), è îñòàâëÿëè íà 40 ìèí ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2. Äàëåå ïîëó÷åííóþ ñóñïåí-
çèþ ëèìôîöèòîâ ðàçëèâàëè âî ôëàêîíû ïî 40—50 ìë ñ
êîíöåíòðàöèåé êëåòîê 2 ìëí/ìë, à íà ñëåäóþùèå ñóòêè
ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè âî ôëàêîíû ïî 10—15 ìë ñ êîí-
öåíòðàöèåé 1.5—2.0 ìëí/ìë.

Ñ õ å ì û à ê ò è â à ö è è ë è ì ô î ö è ò î â. Èñïîëüçîâàëè
òðè ñõåìû çàïóñêà ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ëèìôîöè-
òîâ ÷åëîâåêà: 1) ïîêîÿùèåñÿ ëèìôîöèòû (íàõîäÿùèåñÿ â
ôàçå G0 êëåòî÷íîãî öèêëà) àêòèâèðîâàëè äîáàâëåíèåì
ìèòîãåííîãî ëåêòèíà — ôèòîãåìàããëþòèíèíà (ÔÃÀ,
10 ìêã/ìë), êîòîðûé âçàèìîäåéñòâóåò ñ êîìïëåêñîì
T-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà (TCR) è èíäóöèðóåò âõîæäåíèå
T-ëèìôîöèòîâ â ôàçó G1 êëåòî÷íîãî öèêëà; 2) T-ëèìôî-
öèòû ñòèìóëèðîâàëè àêòèâàòîðîì ïðîòåèíêèíàçû C ôîð-
áîë-12,13-äèáóòèðèëîâûì ýôèðîì (ÔÄÁ, 10—8 Ì) â ñî-
÷åòàíèè ñ êàëüöèåâûì èîíîôîðîì èîíîìèöèíîì (ÈÌ,
5�10-7 Ì); 3) ëèìôîöèòû àêòèâèðîâàëè ýêçîãåííûì öè-
òîêèíîì ÈË-2; öèòîêèí (100 åä./ìë) äîáàâëÿëè ê ñóñïåí-
çèè T-êëåòîê, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ â òå÷åíèå
24 ÷ ÔÃÀ â ñóáìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè (0.8—
1.0 ìêã/ìë). Òàêàÿ ïðåäàêòèâàöèÿ äàåò âîçìîæíîñòü ïî-
ëó÷èòü «êîìïåòåíòíûå» êëåòêè, êîòîðûå ñïîñîáíû â îò-
âåò íà äåéñòâèå ÈË-2 íà÷àòü êëåòî÷íûé öèêë.

Èììóíîïðåññîð öèêëîñïîðèí À (ÖÀ) äîáàâëÿëè â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó â êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë îäíîâðå-
ìåííî ñ äîáàâëåíèåì ìèòîãåíîâ.

Î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è â û ñ î ê î à ô ô è í í î ã î ð å -
ö å ï ò î ð à È Ë -2. Ëèìôîöèòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïðèñóòñòâèè
FITC-îêðàøåííûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ
CD25, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ýêñïðåññèè á-öåïè ðå-
öåïòîðà ÈË-2, íåîáõîäèìîé äëÿ ñáîðêè ïîëíîãî êîìï-
ëåêñà âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2. Îáðàçöû àíà-
ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè
(FACStar, Becton Dickinson).

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Îáùèå êëå-
òî÷íûå ëèçàòû ïîëó÷àëè èç ñâåæåâûäåëåííûõ, ïîêîÿ-
ùèõñÿ ëèìôîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ, àêòèâèðîâàííûõ ñî-
îòâåòñòâóþùèìè ìèòîãåíàìè. Ëèìôîöèòû îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 600 g â òå÷åíèå 10 ìèí, îñàäêè
ïðîìûâàëè 3 ðàçà õîëîäíûì PBS è ëèçèðîâàëè íà ëüäó
20 ìèí â ëèçèðóþùåì áóôåðå (pH 7.4), ñîäåðæàùåì
50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.4, 1 % Òðèòîíà X-100, 0.5 % íîíè-
äåòà P-40 (NP-40), 0.5 % äåçîêñèõîëàòà, 150 ìÌ NaCl, ïî
1 ìÌ EDTA, EGTA è PMSF, ïî 1 ìêã/ìë ëåéïåïòèíà, àï-
ðîòèíèíà è ïåïñòàòèíà, ïî 1 ìÌ NA3VO4 è NaF. Ïîëó-
÷åííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè 4 °C. Ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè, 2 ìêë áðàëè äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè áåëêà. Ê îñòàëüíîìó ñóïåð-
íàòàíòó äîáàâëÿëè áóôåð Ëýììëè äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêèõ ïðîá (40 ìÌ Tris-HCl, pH 6.8, 20 % SDS, 20 %
â-ìåðêàïòîýòàíîëà è 40 % ãëèöåðèíà) èç ðàñ÷åòà 1 ÷àñòü
áóôåðà íà 4 ÷àñòè ëèçàòà.

Êîëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà â ïðîáå îöåíèâàëè ïî ìå-
òîäó Áðåäôîðä (Bradford, 1976). Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà
äëÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé èñïîëüçîâàëè îâàëüáóìèí.
Íà äîðîæêó ýëåêòðîôîðåçíîãî ãåëÿ çàãðóæàëè ïî 50 ìêã
áåëêà. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â 7.5%-íîì ïîëèàêðè-
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ëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè SDS ñ ïîñëåäóþùèì ïîëó-
ñóõèì ýëåêòðîïåðåíîñîì (0.8 ìÀ/ñì2, 1 ÷ 15 ìèí) íà íè-
òðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Hybond-C Extra, Amersham
Pharmacia Biotech, Øâåöèÿ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ
ïîëîñ èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü Ïîíñî S (Sigma, ÑØÀ).
Ìåìáðàíó îòìûâàëè ðàñòâîðîì 0.05 % TTBS, pH 7.4
(20 ìÌ Tris-HCl, 150 ìÌ NaCl è 0.05 % Tween-20) è èí-
êóáèðîâàëè â ðàñòâîðå 5%-íîãî îáåçæèðåííîãî ìîëîêà,
ïðèãîòîâëåííîãî íà TTBS, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå ñ öåëüþ èçáåæàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ àíòèòåë. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâèðîâàííûõ áåëêîâ
ñåìåéñòâà STAT ìû èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà, ñïåöèôè÷å-
ñêè óçíàþùèå STAT3, ôîñôîðèëèðîâàííûé ïî òèðîçèíó
705, è STAT5 (STAT5á), ôîñôîðèëèðîâàííûé ïî òèðîçè-
íó 694. Èíêóáàöèþ ñ àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4 °C. Îò íåñâÿçàâøèõñÿ àíòèòåë ìåìáðàíó îò-
ìûâàëè ðàñòâîðîì TTBS 4 ðàçà ïî 5 ìèí è èíêóáèðîâàëè
ñ âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ìåìáðàíó ñíîâà ÷åòûðåæäû ïðîìûâàëè
ðàñòâîðîì TTBS. Âèçóàëèçàöèþ áëîòîâ ïðîâîäèëè ïó-
òåì óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL, Western blot-
ting protocol, Amersham, ÑØÀ), êîòîðóþ ðåãèñòðèðîâàëè
ïðè ýêñïîíèðîâàíèè ìåìáðàíû íà ïëåíêó äëÿ ðåíòãåíîâ-
ñêèõ ñíèìêîâ Fujifilm Super RX. Ïëåíêó ñêàíèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ñêàíåðà ARCUS 11 (AGFA) äëÿ îöåíêè îòíî-
ñèòåëüíûõ èçìåíåíèé ïëîòíîñòè ïðîÿâëåííûõ ïîëîñ.

Äëÿ îöåíêè ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ ëèçàòîâ ìåìáðàíó
èíêóáèðîâàëè â ñïåöèàëüíîì áóôåðå äëÿ óäàëåíèÿ àíòè-
òåë (62.5 ìÌ Tris-HCl, pH 6.8, 2 % SDS è 100 ìÌ â-ìåð-
êàïòîýòàíîëà) â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 50 °Ñ è ïîäâåðãàëè
ïîâòîðíîé îêðàñêå ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ STAT3.

À í ò è ò å ë à. Ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà
ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì STAT3 è STAT5 (Cell
Signaling, ÑØÀ) ðàçâîäèëè (1 : 1000) 5%-íûì ðàñòâîðîì
áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â 0.1%-íîì TTBS. Â
êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà êîçüè àíòèòåëà, ïîëó-
÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, — GAR-
HRP (Cell Signaling, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííûå íà 5%-íîì
îáåçæèðåííîì ìîëîêå â ðàçâåäåíèè 1 : 6000. Ìîíîêëî-
íàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ STAT3 (Transduc-
tion Laboratories, ÑØÀ) è âòîðè÷íûå êîçüè àíòèòåëà,
ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, —
GAM-HRP (Sigma, ÑØÀ), ãîòîâèëè íà îáåçæèðåííîì
5%-íîì ìîëîêå â ðàçâåäåíèÿõ 1 : 1000 è 1 : 20 000 ñîîò-
âåòñòâåííî.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ÔÃÀ, èîíîìèöèí, ôîð-
áîë-12,13-äèáóòèðèëîâûé ýôèð, ãèñòîïàê-1.077 (Sigma,
ÑØÀ), äåêñòðàí T500 (Pharmacia, Øâåöèÿ), ðåêîìáèíàíò-
íûé ÈË-2 (Amersham, Àíãëèÿ), ñðåäó RPMI-1640 (Flow,
Àíãëèÿ), öèêëîñïîðèí À (ÖÀ, Sandoz, Øâåéöàðèÿ), à
òàêæå ðåàêòèâû îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà êâàëèôè-
êàöèè «õ÷» èëè «îñ÷». Ðàñòâîðû ÔÃÀ ãîòîâèëè íà
0.14 Ì NaCl, ðàñòâîð ÖÀ — íà ýòèëîâîì ñïèðòå, ðàñòâî-
ðû èîíîìèöèíà è ôîðáîëîâîãî ýôèðà — íà DMSO. Êîí-
öåíòðàöèÿ ñïèðòà è DMSO â òåñòèðóþùèõ ðàñòâîðàõ ñ
êëåòêàìè íå ïðåâûøàëà 0.05 %.

44 È. À. Êàðèöêàÿ, Í. Ä. Àêñåíîâ è äð.

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 (pYSTAT5)
è STAT3 (pYSTAT3) ïî õîäó ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ëèìôî-

öèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ (10 ìêã/ìë).

Çäåñü è íà ðèñ. 2, 4 ïðèâåäåíû èììóíîáëîòû, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè
ïðîòèâ STAT5 (STAT5á), ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 694, è
STAT3, ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 705. Äëÿ îöåíêè ðàâíîìåðíî-
ñòè íàíåñåíèÿ ëèçàòîâ ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â ñïåöèàëüíîì áóôåðå
äëÿ óäàëåíèÿ àíòèòåë è ïîäâåðãàëè ïîâòîðíîé îêðàñêå ñ àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ STAT3. à — èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà.
á, â — èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôîñôî-
ðèëèðîâàííûì ôîðìàì STAT5 è STAT3, îòí. åä.; çà åäèíèöó ïðèíÿòà èí-
òåíñèâíîñòü ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT5 è STAT3 â ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ; ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè
ñêîððåêòèðîâàíû ñ ó÷åòîì îøèáêè íàíåñåíèÿ, ðàññ÷èòàííîé ïîñëå àíà-
ëèçà îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ òîòàëüíîìó ïóëó
STAT3. à—â: 1 — ïîêîÿùèåñÿ ëèìôîöèòû; 2 — ÔÃÀ, 1 ÷; 3 — ÔÃÀ, 5 ÷;
4 — ÔÃÀ â ïðèñóòñòâèè ÖÀ (2 ìêã/ìë), 5 ÷; 5 — ÔÃÀ, 24 ÷; 6 — ÔÃÀ â

ïðèñóòñòâèè ÖÀ, 24 ÷.

Fig. 1. Alteration in tyrosine phosphorylation level of STATS
(pYSTAT5) and STAT3 (pYSTAT3) during PHA-induced prolife-

ration of human T-lymphocytes.

Antiphosphotyrosine (Y694) STAT5 immunoblot (upper panel) and antiphos-
photyrosine (Y705) STAT3 immunoblot (middle panel) are shown here and in
figs. 2 and 4. The membrane was stripped and reprobed with anti-panSTAT3
antibody to verify equivalent loading of samples (indicated in the lower panel).
Figures represent a characteristic example of STAT5 and STAT3 Tyr-phosp-
horylation analysis repeated with similar result. à — immunoblot of total lysa-
tes; á, â — densitometry analyses of bands corresponding to Tyr-phosphoryla-
ted STAT (pYSTAT5) and STAT3 (pYSTAT3). Optical density of Tyr-phosp-
horylated STAT5 and Tyr-phosphorylated STAT3 bands in resting
lymphocytes was taken for one unit. Densitometry of STAT5 and STAT3
phosphorylation was corrected for the amount of total STAT3 protein. Ratio of
Tyr-phosphorylated STAT5 and STAT3 to total STAT3 protein was analyzed
by densitometry and plotted on the diagram in arbitary units. à—â: line 1 —
control resting lymphocytes; line 2 — PHA (10 ìg/ml), 1 h; line 3 — PHA, 5 h;
line 4 — PHA in the presence of cyclosporine A (2 ìg/ml), 5 h; 5 — PHA, 24 h;

6 — PHA in the presence of cyclosporine A (2 ìg/ml), 24 h.



Ð å ç ó ë ü ò à ò û è î á ñ ó æ ä å í è å

Ä è í à ì è ê à à ê ò è â à ö è è S T A T 5 ï î õ î ä ó ï ð î -
ë è ô å ð à ò è â í î ã î î ò â å ò à ë è ì ô î ö è ò î â , ñ ò è ì ó -
ë è ð î â à í í û õ Ô Ã À è ë è ñ ì å ñ ü þ Ô Á Ä è È Ì. Íà
ðèñ. 1 ïîêàçàíî èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàí-
íîãî STAT5 ïðè ñòèìóëÿöèè ñâåæåâûäåëåííûõ T-ëèì-
ôîöèòîâ ÔÃÀ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë. Âçàèìîäåéñò-
âèå ÔÃÀ ñ êîìïëåêñîì T-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà èíèöèè-
ðóåò âûõîä ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê èç ôàçû G0 è èõ
âñòóïëåíèå â êëåòî÷íûé öèêë. Íà èììóíîáëîòå (ðèñ. 1,
à) âèäíî, ÷òî â òå÷åíèå 4—5 ÷ ñòèìóëÿöèè ôîñôîðèëè-
ðîâàíèå STAT5 ïðàêòè÷åñêè íå äåòåêòèðóåòñÿ, íî ñòàíî-
âèòñÿ çíà÷èòåëüíûì ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ìè-
òîãåííûì ëåêòèíîì (ðèñ 1, à, äîðîæêè 3, 5). Ïî ðåçóëüòà-
òàì äåíñèòîìåòðèè èììóíîáëîòîâ èç 6 îïûòîâ, ïðî-

âåäåííûõ íà ëèìôîöèòàõ, âûäåëåííûõ èç êðîâè ðàçíûõ
äîíîðîâ, ñëåäóåò, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû
STAT5 ïîÿâëÿþòñÿ ÷åðåç 5 ÷ ñòèìóëÿöèè ÔÃÀ, â òî
âðåìÿ êàê íà ïîçäíåé ñòàäèè àêòèâàöèè (ïîñëå 1 ñóò êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ñ öèòîêèíîì) ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
óâåëè÷èâàåòñÿ áîëåå ÷åì â 10 ðàç (ðèñ. 1, á).

Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâàòîðû ïðîòåèíêèíàçû C è êàëü-
öèåâûå èîíîôîðû ñïîñîáíû âûçâàòü ïðîëèôåðàöèþ
T-êëåòîê, ìèíóÿ ñòàäèþ àêòèâàöèè T-êëåòî÷íîãî ðåöåï-
òîðà (Berridge, 1997; Kumagai et al., 1998à). Ñîãëàñíî ëè-
òåðàòóðíûì äàííûì, ïðè îáðàáîòêå êëåòîê ñìåñüþ ÔÄÁ
è ÈÌ ìàêñèìóì ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ÈË-2 (÷åðåç 3 ÷) äî-
ñòèãàåòñÿ â 4 ðàçà áûñòðåå, ÷åì ïðè ñòèìóëÿöèè îäíèì
ÔÃÀ (÷åðåç 12 ÷). Îäíàêî äèíàìèêà ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ðåöåïòîðà ÈË-2 ïðè àêòèâàöèè ÔÄÁ ñîâìåñòíî ñ ÈÌ íå
îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé ïðè èíêóáàöèè êëåòîê ñ ÔÃÀ, à
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 (pYSTAT5) è STAT3 (pYSTAT3) è ýêñïðåññèÿ âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà
ÈË-2 â ëèìôîöèòàõ, àêòèâèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè ìèòîãåíàìè.

à — èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. á, ã — èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôîñôîðèëèðîâàííûì
ôîðìàì STAT5 è STAT3, îòí. åä.; çà åäèíèöó ïðèíÿòà èíòåíñèâíîñòü ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 è STAT3 â ïîêîÿ-
ùèõñÿ ëèìôîöèòàõ; ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ñêîððåêòèðîâàíû ñ ó÷åòîì îøèáêè íàíåñåíèÿ, ðàññ÷èòàííîé ïîñëå àíàëèçà îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïî-
ëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ òîòàëüíîìó ïóëó STAT. â — ýêñïðåññèÿ âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2 (CD25+-êëåòêè) â ëèìôîöèòàõ, àêòèâèðîâàííûõ
ðàçëè÷íûìè ìèòîãåíàìè. à, á, ã: 1 — ïîêîÿùèåñÿ ëèìôîöèòû; 2 — ÔÁÄ (10–8 Ì), 5 ÷; 3 — ÈÌ (5�10–7 Ì), 5 ÷; 4 — ÔÁÄ è ÈÌ ñîâìåñòíî, 5 ÷; 5 — ÔÃÀ

(10 ìêã/ìë), 5 ÷; 6 — ÔÁÄ è ÈÌ ñîâìåñòíî, 24 ÷; 7 — ÔÃÀ, 24 ÷.

Fig. 2. Alteration in tyrosine phosphorylation level of STAT5 (pYSTAT5) and STAT3 (pYSTAT3) and expression of high affinity IL-2 re-
ceptor in human T-lymphocyte activated by different mitogens.

à — immunoblot of total lysates; á, ã — densitometry analyses of bands corresponding to Tyr-phosphorylated STAT5 (pYSTAT5) and STAT3 (pYSTAT3). Opti-
cal density of Tyr-phosphorylated STAT5 and Tyr-phosphorylated STAT3 bands in resting lymphocytes was taken for one unit. Densitometry of STAT5 and
STAT3 phosphorylation was corrected for the amount of total STAT3 protein. Ratio of Tyr-phosphorylated STAT3 and STAT3 to total STAT3 protein was analy-
zed by densitometry and plotted on the diagram in arbitrary units; â — expression of high affinity IL-2 receptor (CD25+-cells) in lymphocyte activated by different
mitogens. à, á, ã: line 1 — control resting lymphocytes; line 2 — PDBu (10–8 M), 5 h; line 3 — ionomycine (5�10–7 M), 5 h; line 4 — PDBu with ionomycine, 5 h;

line 5 — PHA (10 ìg/ml), 5 h; line 6 — PDBu with ionomycine, 24 h; line 7 — PHA, 24 h.



ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü íàáëþäàåòñÿ ìåæäó 12-ì è
48-ì ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè (Kumagai et al., 1998b; McCrady
et al., 1988).

Ïî íàøèì äàííûì, ÷åðåç 48 ÷ ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ
ÔÄÁ (10–8 Ì) è ÈÌ (5�10–7 Ì) äîëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ
â ôàçàõ S, G2 è M, ñîñòàâëÿåò áîëåå 46 % (Ìàðàõîâà è
äð., 2003).

Êàê ïîêàçûâàåò ðèñ. 2, îòäåëüíîå äåéñòâèå ÔÄÁ èëè
ÈÌ íå âûçûâàåò íè ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà, íè ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ STAT5 (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 2, 3). Äèíàìèêà
óâåëè÷åíèÿ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñõîäíà ñ òàêî-
âîé ïðè çàïóñêå êëåòî÷íîãî öèêëà ïîä äåéñòâèåì ÔÃÀ:
ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû STAT5 îáíàðóæèâàëè ÷åðåç
5 ÷ ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ ÔÄÁ è ÈÌ, à ìàêñèìóì ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ äîñòèãàåòñÿ ÷åðåç 24 ÷.

Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì
STAT5 ïî õîäó ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà êîððåëèðóåò ñ
äèíàìèêîé ýêñïðåññèè âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà
ÈË-2, êîòîðóþ îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó CD25+-êëåòîê â
ïîïóëÿöèè ëèìôîöèòîâ íà ðàçíûõ ñðîêàõ ñòèìóëÿöèè
ìèòîãåííûìè àãåíòàìè (ðèñ. 2, ã). Ðåçóëüòàòû 7 ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïîêàçàëè, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèìôîöèòîâ
â ïðèñóòñòâèè ÔÃÀ â ìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè êîëè÷å-
ñòâî CD25+-êëåòîê ÷åðåç 5 ÷ ñòèìóëÿöèè ñîñòàâëÿåò
31.0 � 3.8 %, ÷åðåç 24 ÷ — 60.8 � 5.6, à ÷åðåç 48 ÷ —
82.9 � 4.7 %.

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî äèíàìèêà è óðîâåíü ïðîëèôå-
ðàòèâíîãî îòâåòà çàâèñÿò íå òîëüêî îò ñïîñîáà àêòèâàöèè
è êîíöåíòðàöèè ìèòîãåíà, íî òàêæå îò èíäèâèäóàëüíûõ
îñîáåííîñòåé äîíîðà, â ÷àñòíîñòè îò åãî èììóíîëîãè÷å-
ñêîãî ñòàòóñà. Ïðè ýòîì ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà ìîæåò áûòü äîñòèãíóò
êàê ÷åðåç 24, òàê è ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ìèòîãåíà
ê ñóñïåíçèè T-êëåòîê. Ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî â ñëó÷àå èí-
äèâèäóàëüíîãî äîíîðà, êîãäà òåìï ñáîðêè âûñîêîàôôèí-

íîãî ðåöåïòîðà ÈË-2, ïî-âèäèìîìó, ïðåâûøàåò ñðåäíå-
ñòàòèñòè÷åñêèé (ðèñ. 2, ã), ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT5 (ðèñ. 2, à, á) áûëà ìàêñèìàëüíîé ÷åðåç 5 ÷ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñ ÔÃÀ è íåñêîëüêî ïîíèçèëàñü ÷åðåç 1 ñóò.

Â ë è ÿ í è å ì è ò î ã å í í û õ à ã å í ò î â í à ô î ñ ô î ð è -
ë è ð î â à í è å S T A T 3. STAT3 âîâëå÷åí âî ìíîæåñòâî
âàæíåéøèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê ïðîëèôåðà-
öèÿ, ðîñò, òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê è êëåòî÷íàÿ ïîäâèæ-
íîñòü. Â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê îí ìîæåò îáëàäàòü
êàê àïîïòîòè÷åñêèì, òàê è àíòèàïîïòîòè÷åñêèì äåéñòâè-
åì â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê è ñïîñîáåí àêòèâèðîâà-
òüñÿ â îòâåò íà äåéñòâèå øèðîêîãî ðÿäà ãîðìîíîâ, ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ è öèòîêèíîâ, â òîì ÷èñëå ÈË-2 (Akira,
2000; Bromberg, Darnell, 2000). Â ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöè-
òàõ ìû, êàê ïðàâèëî, íàáëþäàëè îïðåäåëåííûé áàçàëü-
íûé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3, íà ôîíå êîòîðî-
ãî äèíàìèêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 ïîñëå ñòèìóëè-
ðîâàíèÿ ÔÃÀ áûëà ìåíåå îò÷åòëèâî âûðàæåíà, ÷åì â
ñëó÷àå STAT5 (ðèñ. 1, à, á; 2, à, á). Ïðè ñòèìóëÿöèè êëå-
òîê ñìåñüþ ÔÄÁ è ÈÌ ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT3 ïîâû-
øàëîñü ÷åðåç 5 ÷ íå òîëüêî â îòâåò íà äåéñòâèå ìèòîãåí-
íîé ñìåñè, íî òàêæå è ïðè äîáàâëåíèè â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó ÔÄÁ è ÈÌ ïîðîçíü (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 2, 3).

Ñ í è æ å í è å ó ð î â í ÿ ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í è ÿ
S T A T 5 - á å ë ê î â ï ð è ï î ä à â ë å í è è ï ð î ë è ô å ð à -
ò è â í î ã î î ò â å ò à ë è ì ô î ö è ò î â. Ïîäàâëåíèå ïðîëè-
ôåðàöèè íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà äîñòèãàåòñÿ
äîáàâëåíèåì èììóíîñóïðåññîðà öèêëîñïîðèíà À (ÖÀ).
Èçâåñòíî, ÷òî ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ÖÀ çàêëþ÷àåòñÿ â èíãè-
áèðîâàíèè Ca2+/êàëüìîäóëèíçàâèñèìîé ñåðèí/òðåîíèíîâîé
ôîñôàòàçû (êàëüöèíåéðèíà), êîòîðàÿ èíäóöèðóåò òðàíñëî-
êàöèþ â ÿäðî öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî êîìïîíåíòà NFAT-ñî-
äåðæàùåãî êîìïëåêñà — òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, îò-
âå÷àþùåãî çà ñèíòåç ÈË-2 (Liu et al., 1992; Shaw et al.,
1995; Rao et al., 1997). Íåïîëíîå ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðà-
òèâíîãî îòâåòà îáúÿñíÿåòñÿ ñóùåñòâîâàíèåì ÖÀ-íåçàâèñè-
ìîãî ïóòè àêòèâàöèè NFAT (Ghosh et al., 1996).

Ïðèâåäåííûå íà ðèñóíêàõ èììóíîáëîòû è äèàãðàì-
ìû, îòðàæàþùèå ýêñïðåññèþ âûñîêîàôôèííîãî ðåöåï-
òîðà ÈË-2 ïîêàçûâàþò, ÷òî ÖÀ óìåíüøàåò ñòåïåíü ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ êàê STAT5, òàê è STAT3 â 1.5—2.0 ðàçà
(ðèñ. 1, äîðîæêè 4, 6). Ïðè ýòîì óðîâåíü CD25+-êëåòîê
ñíèæàåòñÿ íå áîëåå ÷åì íà 20 % (ðèñ. 3).

Ä è í à ì è ê à ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í è ÿ S T A T - á å ë -
ê î â ï ð è ñ ò è ì ó ë ÿ ö è è ë è ì ô î ö è ò î â ý ê ç î ã å í í û ì
È Ë -2. Ìû èññëåäîâàëè ó÷àñòèå òðàíñêðèïöèîííûõ ôàê-
òîðîâ STAT â ÈË-2-ðåãóëèðóåìîé ñòàäèè çàïóñêà ïðîëè-
ôåðàòèâíîãî îòâåòà T-ëèìôîöèòîâ â ýêñïåðèìåíòàõ,
ïðîâîäèìûõ ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: ýêçîãåííûé ÈË-2 äî-
áàâëÿëè ê ïðåäàêòèâèðîâàííûì «êîìïåòåíòíûì» ëèì-
ôîöèòàì. Ïîêàçàíî, ÷òî èíêóáàöèÿ ëèìôîöèòîâ ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà â ïðèñóòñòâèè ñóáìèòîãåííûõ
êîíöåíòðàöèé ÔÃÀ (0.8—1.0 ìêã/ìë) ïðèâîäèò ïîêîÿ-
ùèåñÿ ëèìôîöèòû â «êîìïåòåíòíîå ñîñòîÿíèå»: äîáàâ-
ëåíèå ýêçîãåííîãî ÈË-2 (100 åä./ìë) ê òàêèì ïðåäàêòè-
âèðîâàííûì êëåòêàì âûçûâàåò áëàñòòðàíñôîðìàöèþ è
çàïóñêàåò ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò (Kumagai et al., 1998à;
Òîðîïîâà è äð., 2001). Íà ðèñ. 4, à, á (äîðîæêà 7) âèäíî,
÷òî óâåëè÷åíèå áîëåå ÷åì â 15 ðàç êîëè÷åñòâà ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì STAT5 íàáëþäàåòñÿ óæå â ïåðâûå
10 ìèí ñòèìóëÿöèè ïðåäàêòèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ
ÈË-2. Âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïîääåðæèâà-
åòñÿ íà ïðîòÿæåíèè ïîñëåäóþùèõ 24 ÷. Â îòëè÷èå îò
STAT5 â «êîìïåòåíòíûõ» ëèìôîöèòàõ óðîâåíü ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ STAT3, êàê ïðàâèëî, íåñêîëüêî ïîâûøåí

46 È. À. Êàðèöêàÿ, Í. Ä. Àêñåíîâ è äð.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå èììóíîñóïðåññîðà öèêëîñïîðèíà À (ÖÀ,
2 ìêã/ìë) íà ýêñïðåññèþ âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2 â

ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ (10 ìêã/ìë).

Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (x sx± ) èç øåñòè ýêñïåðèìåíòîâ.

Fig. 3. Effect of the immunosupressant cyclosporine A (2 ìg/ml)
on the expession of high affinity IL-2 receptor in PHA (10 ìg/ml)

stimulated lymphocytes.

The mean values and standard error (x sx± ) for 6 experiments are given.



ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîêîÿùèìèñÿ ëèìôîöèòàìè, à ÈË-2 ÷å-
ðåç 10 ìèí óâåëè÷èâàåò ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT3 íå áîëåå ÷åì â 2.0—2.5 ðàçà (ðèñ. 4, à, â). Äàëåå
â òå÷åíèå 1 ñóò âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT3 â ïðèñóòñòâèè ÈË-2 ñîõðàíÿåòñÿ. Ïî äàííûì íà-

øèõ èññëåäîâàíèé, èìåííî ýêçîãåííûé ÈË-2 â «êîìïåòåí-
òíûõ» ëèìôîöèòàõ èíäóöèðóåò ýêñïðåññèþ âûñîêî-
àôôèííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2, ÷òî îáåñïå÷èâàåò âõîæäåíèå
T-êëåòîê â êëåòî÷íûé öèêë è çàïóñêàåò ñîáñòâåííî ïðî-
ëèôåðàòèâíûé îòâåò (Ìàðàõîâà è äð., 2004).

Àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ STAT5 è STAT3 ïðè çàïóñêå ïðîëèôåðàöèè T-ëèìôîöèòîâ 47

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 (pYSTAT5) è STAT3 (pYSTAT3) ïî õîäó ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ëèìôî-
öèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ â ìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè (10 ìêã/ìë), è ëèìôîöèòîâ, ïðåäàêòèâèðîâàííûõ ÔÃÀ â ñóáìèòîãåí-

íîé êîíöåíòðàöèè (0.8 ìêã/ìë) ñ ïîñëåäóþùåé ñòèìóëÿöèåé ýêçîãåííûì ÈË-2 (100 åä./ìë).

à — èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. á, â — èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôîñôîðèëèðîâàííûì
ôîðìàì STAT5 è STAT3; çà åäèíèöó ïðèíÿòà èíòåíñèâíîñòü ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 è STAT3 â ïîêîÿùèõñÿ ëèì-
ôîöèòàõ; ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ñêîððåêòèðîâàíû ñ ó÷åòîì îøèáêè íàíåñåíèÿ, ðàññ÷èòàííîé ïîñëå àíàëèçà îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîò-
âåòñòâóþùèõ òîòàëüíîìó ïóëó STAT3. à—â: 1 — ïîêîÿùèåñÿ ëèìôîöèòû; 2 — ÔÃÀ (10 ìêã/ìë), 1 ÷; 3 — ÔÃÀ (10 ìêã/ìë), 5 ÷; 4 — ÔÃÀ (10 ìêã/ìë) â
ïðèñóòñòâèè ÖÀ (2 ìêã/ìë), 5 ÷; 5 — ÔÃÀ (10 ìêã/ìë), 24 ÷; 6 — ÔÃÀ (0.8 ìêã/ìë), 24 ÷; 7—10 — ÔÃÀ (0.8 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 24 ÷ ñ ïîñëåäóþùåé ñòè-

ìóëÿöèåé ÈË-2 â òå÷åíèå 10 ìèí (7), èëè 30 ìèí (8), èëè 1 ÷ (9), èëè 24 ÷ (10).

Fig. 4. Alteration in tyrosine phosphorylation level of STAT5 (pYSTAT5) and STAT3 (pYSTAT3) during proliferation induced by PHA at
mitogen concentration (10 ìg/ml) or exogenous IL-2 stimulation. Freshly isolated lymphocytes were cultivated with PHA at submitogen

concentration (0.8 ìg/ml) and then activated by exogenous IL-2 (100 U/ml).

à — immunoblot of total lysates; á, â — densitometry analyses of bands corresponding to Tyr-phosphorylated STAT5 (pYSTAT5) and STAT3 (pYSTAT3). Opti-
cal density of Tyr-phosphorylated STAT5 and Tyr-phosphorylated STAT3 bands in resting lymphocytes was taken for one unit. Densitometry of STAT5 and
STAT3 phosphorylation was corrected for the amount of total STAT3 protein. Ratio of Tyr-phosphorylated STAT5 and STAT3 to total STAT3 protein was analy-
zed by densitometry and plotted on the diagram in arbitrary units. à—â: line 1 — control resting lymphocytes; line 2 — PHA (10 ìg/ml), 1 h; line 3 — PHA, 5 h;
line 4 — PHA in the presence of cyclosporine A (2 ìg/ml), 5 h; line 5 — PHA, 24 h; line 6 — pre-treatment with PHA (0.8 ìg/ml), 24 h; lines 7—10 — pre-treat-

ment with PHA (0.8 ìg/ml), 24 h with further stimulation by IL-2 during 10 (7), or 30 (8) min, or 1 (9), or 24 (10) h.



Èçâåñòíî, ÷òî ðåöåïòîð ÈË-2 ñîñòîèò èç òðåõ ñóáúå-
äèíèö: IL-2Rá (á-öåïü ðåöåïòîðà ÈË-2), IL-2Râ (b-öåïü
ðåöåïòîðà ÈË-2)è ñóáúåäèíèöà ãñ (îáùàÿ ã-öåïü öèòîêè-
íîâûõ ðåöåïòîðîâ). Òîëüêî â àêòèâèðîâàííûõ ëèìôîöè-
òàõ îáíàðóæèâàþòñÿ âûñîêîàôôèííûå ðåöåïòîðû, ñî-
äåðæàùèå âñå òðè öåïè, íåîáõîäèìûå äëÿ çàïóñêà ìàêñè-
ìàëüíîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ñèãíàëà (Lin, Leonard, 1997,
2000). Ïðè ýòîì ãåí IL-2Rá ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ äëÿ äèìå-
ðîâ STAT5 (Lin, Leonard, 2000; Buitenhuis et al., 2004).
Ïîÿâëåíèå â ñðåäå ÈË-2 (â ðåçóëüòàòå ïðåäøåñòâóþùèõ
ýòàïîâ àêòèâàöèè ëèìôîöèòîâ) âåäåò ê ãåòåðîäèìåðèçà-
öèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ äîìåíîâ IL-2Râ è ãñ è ñáîðêå íà
ìåìáðàíå ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà ñî ñðåäíåé àôôèííî-
ñòüþ. Ñëåäñòâèåì ãåòåðîäèìåðèçàöèè ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ
ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, àññîöèèðîâàííûõ ñ IL-2Râ è ãñ, ê
÷èñëó êîòîðûõ îòíîñÿòñÿ è íåðåöåïòîðíûå òèðîçèíîâûå
ïðîòåèíêèíàçû, òàêèå êàê JAK1 è JAK3 (åäèíñòâåííàÿ èç
èçâåñòíûõ êèíàç, ñïåöèôè÷åñêè è êîíñòèòóòèâíî àññîöè-
èðîâàííàÿ ñ ïðîêñèìàëüíûì è äèñòàëüíûì ðåãèîíàìè öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíà ãñ). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî JAK1
(àññîöèèðîâàííàÿ ñ ïðîêñèìàëüíûì ðåãèîíîì öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîãî äîìåíà IL-2Râ) âîâëå÷åíà ãëàâíûì îáðàçîì
â ôîñôîðèëèðîâàíèå òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â äîêèíã-ñàé-
òàõ äëÿ STAT5 íà IL-2Râ-öåïè, â òî âðåìÿ êàê JAK3 íåîá-
õîäèìà äëÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Tyr-694 STAT5á è Tyr-699
STAT5â â èõ SH2-äîìåíàõ (Lin, Leonard, 2000). Ôîñôîðè-
ëèðîâàííûå STAT-áåëêè âûñâîáîæäàþòñÿ èç äîêèíã-ñàé-
òîâ ðåöåïòîðà ÈË-2, äèìåðèçóþòñÿ è ïðèîáðåòàþò ñïî-
ñîáíîñòü ê òðàíñëîêàöèè â ÿäðî (Lin, Leonard, 1997, 2000;
Bromberg, Darnell, 2000; Imbert et al., 2002; Tkaczuk et al.,
2002; Benczik, Gaffen, 2004; Buitenhuis et al., 2004).

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè ñòèìóëÿöèè ëèìôî-
öèòîâ ïî íàøèì ñõåìàì ïîâûøåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ STAT ïðåäøåñò-
âóåò ýêñïðåññèè âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2 è ñî-
ïðÿæåíî ñ åãî äàëüíåéøåé àêòèâàöèåé. Ñóùåñòâåííî,
÷òî â «êîìïåòåíòíûõ» ëèìôîöèòàõ ÈË-2-çàâèñèìàÿ àê-
òèâàöèÿ STAT5 âûðàæåíà çíà÷èòåëüíåå ïî ñðàâíåíèþ ñî
STAT3. Òàêèì îáðàçîì, ðåçêîå óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëè-
ðîâàííûõ ôîðì STAT5 ìîæåò ñëóæèòü ìàðêåðîì âõîæ-
äåíèÿ T-êëåòîê â ñòàäèþ ïðîëèôåðàöèè, îáóñëîâëåííóþ
ÈË-2, íåçàâèñèìî îò ñïîñîáà èõ àêòèâàöèè.
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ACTIVATION OF TRANSCRIPTIONAL FACTORS STAT5 AND STAT3

DURING HUMAN T-LYMPHOCYTE PROLIFERATION INDUCED

BY DIFFERENT MITOGENIC STIMULI

I. A. Karitskaya,1 N. D. Aksenov, V. V. Zenin, A. L. Khaidukova, I. I. Marakhova

Institute of Cytology, RAS, St. Petersburg; 1e-mail: inkar74@mail.ru

The activation of closely related transcription factors STAT5á and STAT5â is one of the key signalling
events during interleukin-2-dependent stage of T-lymphocyte proliferation. Here, we investigate the activation
of STAT5 and STAT3 family proteins on different stages of T-cell proliferative response to various mitogenic
stimuli. The activation of STAT proteins was estimated according to their tyrosine phosphorylation. Isolated pe-
ripheral blood lymphocytes were stimulated by phytogemagglutinin (PHA), or by phorbol-12,13-dibutyrate
(PDBu) with calcium ionophore — ionomycin, or by exogenous interleukin-2 (IL-2). After activation of T-cells
by PHA as well as by PDBu with ionomycin we observed phosphorylation of STAT5 not earlier than in 5 h. The
maximum phosphorylation (by 10 times and more, as compared to control resting lymphocytes) was detected
following 24 h of mitogen stimulation. In the lymphocytes pretreated by PHA in submitogenic concentration,
exogenous IL-2 induces a proliferative response. High phosphorylation level of STAT5 was determined 10 min
after addition of IL-2 and kept for the next 24 h. In contrast to STAT5, some basal phosphorylation of STAT3
was found in resting and PHA-pretreated T-cells. The profile of phosphorylation STAT3 during mitogen-indu-
ced activation is more leveled. An immunosuppressant cyclosporine A taken at antiproliferative concentration
decreased phosphorylation of both STAT5 and STAT3 by 1.5—2.0 times at early stages, as well as at late stages
of activation. A correlation between alteration in tyrosine phosphorylation level of STAT5 and the expression of
the high affinity IL-5 receptor was established. Taken together, we report that the increased STAT5 phosphory-
lation can serve as a marker of T-lymphocyte entrance into IL-2-dependent stage of proliferation after T-cell ac-
tivation by different mitogens.
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