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Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå òðàíñïîðòíîé àêòèâíîñòè Na+,K+-ÀÒÔàçíîãî íàñîñà (îöåíêà óàáàèí-÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ ïîòîêîâ ðóáèäèÿ), ýêñïðåññèè Na+,K+-ÀÒÔàçû íà óðîâíå áåëêà (ìåòîä èììóíîáëîòèíãà) è
ìÐÍÊ (ìåòîä RT-PCR), à òàêæå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ STAT5 è
STAT3 è òèðîçèíêèíàçû ERK1/2 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ èíòåðëåéêèíîì-2 (ÈË-2).
Îáíàðóæåíî, ÷òî â êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòàõ ÈË-2 çà 24 ÷ óâåëè÷èâàåò â 2.5—4.0 ðàçà îáùåå ñîäåð-
æàíèå á1ìÐÍÊ è â1ìÐÍÊ Na+,K+-ÀÒÔàçû. Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðû òèðîçèíêèíàçû JAK3 (B-42 è
WHI-P131) ñíèæàþò èíäóöèðîâàííîå ÈË-2 ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì STAT5
è STAT3 è îäíîâðåìåííî ïîäàâëÿþò õàðàêòåðíîå äëÿ ïðåðåïëèêàòèâíîé ñòàäèè ïðîëèôåðàòèâíîãî îò-
âåòà íàðàñòàíèå âõîäà ðóáèäèÿ â êëåòêó è óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè êàòàëèòè÷åñêîé á1-ñóáúåäèíèöû
Na+,K+-ÀÒÔàçû. Ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè ERK1/2, èíäóöèðîâàííîé ÈË-2, â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà
MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà PD98059 íàðàñòàíèå âõîäíîãî ïîòîêà ðóáèäèÿ îòñóòñòâóåò, à óâåëè÷åíèå ñîäåð-
æàíèÿ áåëêà á1 Na+,K+-ÀÒÔàçû ñíèæàåòñÿ. Âñå èñïûòàííûå èíãèáèòîðû íå âëèÿþò íà âíóòðèêëåòî÷íîå
ñîäåðæàíèå ìîíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ â ïîêîÿùèõñÿ è ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 ëèìôîöèòàõ. Ñäåëàí âû-
âîä î òîì, ÷òî ñâÿçàííîå ñ ÈË-2-çàâèñèìîé ñòàäèåé ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà äîëãîâðåìåííîå ïîâûøå-
íèå òðàíñïîðòíîé àêòèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò ñèíòåç íîâûõ ñóáúåäèíèö
Na+,K+-ÀÒÔàçû, êîíòðîëèðóåòñÿ ÷åðåç JAK/STAT- è ERK1/2-MAP-êèíàçíûå ïóòè âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: Na+,K+-íàñîñ, Na+,K+-ÀÒÔàçà, òèðîçèíêèíàçà JAK3, òðàíñêðèïöèîííûå ôàê-
òîðû STAT5 è STAT3, òèðîçèíêèíàçà ERK1/2, èíòåðëåéêèí-2, ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò, ëèìôîöèòû ÷å-
ëîâåêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í èÿ: ÈË-2 — èíòåðëåéêèí-2, ÔÃÀ — ôèòîãåìàããëþòèíèí, ERK1/2 — extra-
cellular signal-regulated kinase 1 and 2, JAK — Janus kinase, MAP-êèíàçà — ìèòîãåíàêòèâèðóåìàÿ ïðîòå-
èíêèíàçà, STAT — signal transdusers and activation of transcription.

Äåéñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è çàïóñê êëåòî÷íîé ïðî-
ëèôåðàöèè ñîïðîâîæäàþòñÿ àêòèâàöèåé èîíòðàíñïîðòè-
ðóþùèõ ñèñòåì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, à èçìåíåíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ, íàòðèÿ è
pH öèòîçîëÿ ÿâëÿþòñÿ êîìïîíåíòàìè ðàííåãî îòâåòà êëå-
òîê íà ìèòîãåííûé ñèãíàë (Kaplan, Owens, 1978; Moole-
naar et al., 1981; Rozengurt, 1981; Âåðåíèíîâ, Ìàðàõîâà,
1986; Grinstein, Dixon, 1989). Èçâåñòíî, ÷òî âûêëþ÷åíèå
îòäåëüíûõ ñèñòåì èîííîãî òðàíñïîðòà ñïåöèôè÷åñêèìè
èíãèáèòîðàìè îáðàòèìî îñòàíàâëèâàåò çàïóñê ïðîëèôå-
ðàòèâíîãî îòâåòà â êëåòêàõ ðàçíîãî òèïà (Dornand et al.,
1986; Szamel et al., 1995; Orlov et al., 2001). Íà îñíîâå
áîëüøîãî ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ìàòåðèàëà ñëîæèëîñü
ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî èçìåíåíèå èîííîãî ñîñòàâà
âíóòðèêëåòî÷íîé ñðåäû èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ðå-
ãóëÿöèè ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê.

Ìíîãèìè èññëåäîâàíèÿìè óñòàíîâëåíî, ÷òî òðàíñ-
ïîðòíàÿ àêòèâíîñòü Na+,K+-íàñîñà, êîòîðûé èãðàåò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè âíóòðèêëåòî÷íîãî èîííîãî ãî-
ìåîñòàçà è îñìîòè÷åñêîãî áàëàíñà êëåòîê æèâîòíûõ, èç-
ìåíÿåòñÿ ïðè äåéñòâèè ãîðìîíîâ, ðîñòîâûõ è ñòðåññîâûõ
ôàêòîðîâ. ßâëÿÿñü êîìïîíåíòîì ñèñòåìû æèçíåîáåñïå÷å-

íèÿ êëåòêè, íàòðèåâûé íàñîñ íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì
ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ ðàçíîãî òèïà, êîòîðûå îáåñïå-
÷èâàþò êàê áûñòðîå, òàê è äîëãîâðåìåííîå èçìåíåíèå èí-
òåíñèâíîñòè èîííûõ ïîòîêîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåì-
áðàíó (Clausen, 1996; Therien, Blostein, 2000; Ëîïèíà,
2001; Glynn, 2002; Schriener-Bobis, 2002). Ìîæíî ñ÷èòàòü
óñòàíîâëåííûì, ÷òî èíäóöèðîâàííîå àêòèâàöèåé ðåöåï-
òîðîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è ãîðìîíîâ áûñòðîå èçìåíåíèå
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà ñâÿçàíî ñ
èçìåíåíèåì êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ïðèñóòñòâóþùèõ â
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå òðàíñïîðòíûõ åäèíèö, à òàêæå
ñ ðåêðóòèðîâàíèåì â ìåìáðàíó íîâûõ òðàíñïîðòíûõ êîì-
ïëåêñîâ èç íåàêòèâíîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî ïóëà. Â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêàþò áî-
ëåå ïîçäíèå, äëÿùèåñÿ âî âðåìåíè èçìåíåíèÿ â ðàáîòå
èîííûõ òðàíñïîðòåðîâ è èîííûõ êàíàëîâ, íåïîñðåäñòâåí-
íî ñâÿçàííûå ñ êëåòî÷íûì öèêëîì. Ëèìôîöèòû ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà áëàãîäàðÿ ñâîåé ñïîñîáíîñòè
ïîä äåéñòâèåì ìèòîãåíîâ âûõîäèòü èç ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ
G0 è íà÷èíàòü êëåòî÷íûé öèêë ÿâëÿþòñÿ óäîáíûì îáúåê-
òîì äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé, ïîñâÿùåííûõ ñîáûòè-
ÿì, êîòîðûå ñîïðîâîæäàþò ïðîãðåññèþ êëåòêè â öèêëå.
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Èìåííî íà ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà ïîëó÷åíû íàèáîëåå ïîë-
íûå äàííûå î äèíàìèêå óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíûõ ïîòîêîâ
êàëèÿ âî âðåìÿ ïðîãðåññèè G0 � G1 � S è óñòàíîâëåíà
ñâÿçü ìåæäó ïîâûøåíèåì òðàíñïîðòíîé àêòèâíîñòè íàò-
ðèåâîãî íàñîñà, áëàñòòðàíñôîðìàöèåé è ñèíòåçîì ÄÍÊ
(Âåðåíèíîâ è äð., 1991; Marakhova et al., 1998). Âìåñòå ñ
òåì ìåõàíèçìû, êîíòðîëèðóþùèå ñâÿçàííûå ñ êëåòî÷íûì
öèêëîì èçìåíåíèÿ òðàíñïîðòíîé àêòèâíîñòè íàòðèåâîãî
íàñîñà, îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè.

Êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðîëèôåðàòèâíîì îòâåòå ëèìôîöè-
òîâ èãðàþò ñèíòåç Ò-êëåòî÷íîãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà èí-
òåðëåéêèíà-2 (ÈË-2), ñáîðêà íà ìåìáðàíå âûñîêîàôôèí-
íîãî ðåöåïòîðà ÈË-2 è àêòèâàöèÿ àññîöèèðîâàííûõ ñ ðå-
öåïòîðîì ÈË-2 ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, ðåçóëüòàòîì ÷åãî è
ÿâëÿåòñÿ çàïóñê ñîáñòâåííî êëåòî÷íîãî öèêëà â àêòèâèðî-
âàííûõ Ò-êëåòêàõ (Lin, Leonard, 1997). Ðàíåå íàìè áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî äîëãîâðåìåííîå ïîâûøåíèå òðàíñïîðò-
íîé àêòèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà è âîçðàñòàíèå ýêñïðåñ-
ñèè êàòàëèòè÷åñêîé á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû
ïðèóðî÷åíû ê ÈË-2-ðåãóëèðóåìîé ñòàäèè Ò-êëåòî÷íîãî
îòâåòà (Êàðèöêàÿ è äð., 2005; Marakhova et al., 2005).

Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î òîì, êàêèå ñèãíàëüíûå ïóòè,
èíèöèèðóåìûå ÈË-2, ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè Na+,K+-ÀÒÔàçû â Ò-ëèìôîöèòàõ, ïðåäïðèíÿòî
äàííîå èññëåäîâàíèå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

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. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ÷åëîâåêà. Ëèìôîöèòû âûäåëÿëè ïî îáùåïðèíÿòîé
ñõåìå (Boyum, 1968) èç ñâåæåé äîíîðñêîé êðîâè. Ëåéêî-
öèòàðíóþ ôðàêöèþ îòáèðàëè ïîñëå îñàæäåíèÿ ýðèòðîöè-
òîâ, äîáàâëÿÿ â êðîâü 6%-íûé ðàñòâîð äåêñòðàíà (Ò500).
Ñóñïåíçèè ëåéêîöèòîâ (ïî 8 ìë) íàñëàèâàëè íà 3 ìë ãèñ-
òîïàêà è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 600 g.
Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ èíòåðôàçó ïåðåíîñèëè â ïðî-
áèðêè îáúåìîì ñíà÷àëà 50 ìë, çàòåì 10 ìë è 3—4 ðàçà
ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS) ñëåäóþùå-
ãî 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 áåç àíòè-
áèîòèêîâ, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà ãðóïïû
êðîâè 0 (1), è ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ìàòðàöû ïðè 37 °Ñ
â àòìîñôåðó 5 % CO2. ×åðåç 40 ìèí ïîëó÷åííóþ ñóñïåí-
çèþ ëèìôîöèòîâ ðàçëèâàëè âî ôëàêîíû ïî 40—50 ìë ñ
êîíöåíòðàöèåé êëåòîê 2 ìëí/ìë, à íà ñëåäóþùèå ñóòêè
ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè â ïåíèöèëëèíîâûå ôëàêîíû ïî
1.5 ìë (äëÿ ïîñëåäóþùåãî èçìåðåíèÿ èîííûõ ïîòîêîâ) è
âî ôëàêîíû ïî 10—15 ìë ñ êîíöåíòðàöèåé 1.5—
2.0 ìëí/ìë. Êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè ôèòîãåìàããëþòèíè-
íîì (ÔÃÀ, 10 ìêã/ìë) èëè ïðåäàêòèâèðîâàëè ïóòåì êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñ ÔÃÀ â ñóáìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè
(0.8 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 24 ÷ ñ ïîñëåäóþùåé ñòèìóëÿöèåé
ýêçîãåííûì ÈË-2 (100 åä./ìë). Èíãèáèòîðû êèíàçû JAK3
òèðôîñòèí B42 (50 ìêÌ), WHI-Ð131 (75 ìêÌ) èëè èíãè-
áèòîð êèíàç ERK1/2 PD98059 (20 ìêÌ) äîáàâëÿëè â êóëü-
òóðàëüíóþ ñðåäó ïîñëå 1-ñóòî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
ÔÃÀ â ñóáìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè çà 1 ÷ äî âíåñåíèÿ
ýêçîãåííîãî ÈË-2.

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, ïîêîÿùèõ-
ñÿ ëèìôîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ, àêòèâèðîâàííûõ ñîîòâåò-
ñòâóþùèìè ìèòîãåíàìè. Ëèìôîöèòû îñàæäàëè öåíòðè-

ôóãèðîâàíèåì ïðè 600 g â òå÷åíèå 10 ìèí, îñàäêè ïðîìû-
âàëè 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 % íîíèäåòà P-40
(NP-40), 0.5 % äåçîêñèõîëàòà, 150 ìÌ NaCl, ïî 1 ìÌ
EDTA, EGTA è PMSF, ïî 1 ìêã/ìë ëåéïåïòèíà, àïðîòèíè-
íà è ïåïñòàòèíà, ïî 1 ìÌ Na3VO4 è NaF. Ïîëó÷åííóþ
ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g â òå÷åíèå 15 ìèí
ïðè 4 °Ñ. Ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè, 5 ìêë áðàëè äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ êîíöåíòðàöèè áåëêà. Ê îñòàëüíîìó ñóïåðíàòàíòó
äîáàâëÿëè áóôåð Ëýììëè äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïðîá
(40 ìÌ Tris-HCl, pH 6.8, 20 % SDS, 20 % â-ìåðêàïòîýòà-
íîëà è 40 % ãëèöåðèíà) èç ðàñ÷åòà 1 ÷àñòü áóôåðà íà 4 ÷à-
ñòè ëèçàòà.

Ìåìáðàííûå ôðàêöèè êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ïîëó÷àëè
ïóòåì ìÿãêîé ãîìîãåíèçàöèè êëåòîê (ïîñëå èõ îñàæäåíèÿ
è òðåõêðàòíîé îòìûâêè õîëîäíûì PBS) â áóôåðå TES,
pH 7.4 (10 ìÌ òðèýòàíîëàìèíà, 0.25 Ì ñàõàðîçû, ïî 1 ìÌ
EDTA, PMSF, Na3VO4 è NaF, ïî 1 ìêã/ìë ëåéïåïòèíà, àï-
ðîòèíèíà è ïåïñòàòèíà), îñàæäåíèÿ ÿäåð è íåðàçáèòûõ
êëåòîê (10-ìèíóòíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 15 000 g,
4 °Ñ) è ïîñëåäóþùåãî óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè 100 000 g è 4 °Ñ. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðàñòâî-
ðÿëè â áóôåðå TBS, pH 7.4 (20 ìÌ Tris-HCl è 150 ìÌ
NaCl), äîáàâëÿëè Òðèòîí X-100 äî êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 1 %, îñòàâëÿëè íà 1 ÷ âî ëüäó è öåíòðèôóãèðîâàëè
15 ìèí ïðè 10 000 g. Ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè áóôåð
Ëýììëè (ïðåäâàðèòåëüíî îòîáðàâ 10 ìêë íà îïðåäåëåíèå
êîíöåíòðàöèè áåëêà) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè
100 °Ñ.

Êîëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà â ïðîáå îöåíèâàëè ïî ìåòî-
äó Áðåäôîðä (Bradford, 1976).

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè
ìåòîäîì äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â 7.5%-íîì ïîëèàêðèëàìèä-
íîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè SDS ñ ïîñëåäóþùèì ïîëóñóõèì
ýëåêòðîïåðåíîñîì (0.8 ìÀ/ñì2, 1 ÷ 15 ìèí) íà íèòðîöåë-
ëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Hybond-C Extra, Amersham Pharma-
cia Biotech, Øâåöèÿ). Íà äîðîæêó ýëåêòðîôîðåçíîãî ãåëÿ
çàãðóæàëè ïî 50—70 ìêã áåëêà. Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêî-
âûõ ïîëîñ èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü Ponceau S (Sigma,
ÑØÀ). Îòìûòóþ îò Ponceau S ðàñòâîðîì 0.05%-íîãî
TTBS, pH 7.4 (20 ìÌ Tric-HCl, 150 ìÌ NaCl è 0.05 %
Tween-20), ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå 5%-íîãî
îáåçæèðåííîãî ìîëîêà, ïðèãîòîâëåííîì íà TTBS, â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ öåëüþ èçáåæàíèÿ
íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë. Èíêóáàöèþ ñ àí-
òèòåëàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Îò íåñâÿ-
çàâøèõñÿ àíòèòåë ìåìáðàíó îòìûâàëè ðàñòâîðîì TTBS
4 ðàçà ïî 5 ìèí è èíêóáèðîâàëè ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ìåìáðàíó ñíîâà
÷åòûðåæäû ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì TTBS. Âèçóàëèçàöèþ
áëîòîâ ïðîâîäèëè ïóòåì óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè
(ECL, Western blotting protocol, Amersham), êîòîðóþ ðåãè-
ñòðèðîâàëè ïðè ýêñïîíèðîâàíèè ìåìáðàíû íà ïëåíêó äëÿ
ðåíòãåíîâñêèõ ñíèìêîâ Fujifilm Super RX. Ïëåíêó ñêàíè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñêàíåðà ARCUS 11 (AGFA) äëÿ îöåí-
êè îòíîñèòåëüíûõ èçìåíåíèé ïëîòíîñòè ïðîÿâëåííûõ ïî-
ëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêó á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒ-
Ôàçû.

À í ò è ò å ë à. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ
Na+,K+-ÀÒÔàçû èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
á6F ïðîòèâ á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû, ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåííûå ä-ðîì Ä. Ôàìáðîõ (Áàëòèìîð, ÑØÀ).
Àíòèòåëà ðàçâîäèëè (èç ðàñ÷åòà 1 : 300) 5%-íûì ðàñòâî-
ðîì îáåçæèðåííîãî ìîëîêà â TTBS. Â êà÷åñòâå âòîðûõ

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



èñïîëüçîâàëè êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà
êîçüè àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
ìûøè, — GAM-HRP (Sigma, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííûå òàê-
æå íà 5%-íîì ìîëîêå, â ðàçâåäåíèè 1 : 20 000.

Ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì STAT3 è STAT5 (Cell Signaling, ÑØÀ)
ðàçâîäèëè (1 : 1000) 5%-íûì ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðî-
òî÷íîãî àëüáóìèíà â 0.1%-íîì TTBS. Â êà÷åñòâå âòîðûõ
èñïîëüçîâàëè êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà
êîçüè àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà, — GAR-HRP (Cell Signaling, ÑØÀ), ïðèãîòîâ-
ëåííûå íà 5%-íîì îáåçæèðåííîì ìîëîêå, â ðàçâåäåíèè
1 : 6000. Ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
STAT3 (Transduction Laboratories, ÑØÀ) è âòîðè÷íûå êî-
çüè àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
ìûøè, — GAM-HRP (Sigma, ÑØÀ), ãîòîâèëè íà îáåçæè-
ðåííîì 5%-íîì ìîëîêå â ðàçâåäåíèÿõ 1 : 1000 è 1 : 20 000
ñîîòâåòñòâåííî.

Â û ä å ë å í è å è î ï ð å ä å ë å í è å ì Ð Í Ê. Îáùóþ
ÐÍÊ èç ëèìôîöèòîâ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ãóàíèäèí-òèî-
öèîíàòíîãî ìåòîäà. Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ (ÎÒ) ïðî-
âîäèëè â îáúåìå 20 ìêë, ñîäåðæàùåì 2—3 ìêë ÐÍÊ 1 ìêã
ñëó÷àéíûõ ïðàéìåðîâ è 100 åä. MMLV (Gibco BRL,
ÑØÀ), ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. Ïðàé-
ìåðû äëÿ ÏÖÐ áûëè ñèíòåçèðîâàíû ñîãëàñíî îïóáëèêî-
âàííûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì äëÿ á1-ñóáúåäèíèöû Na,
K-ÀÒÔàçû (ïðÿìîé 5�-ATGGGGAAGGGGGTTGGACG-
TGATAA-3�, îáðàòíûé 5�-TTCTCACCATTTCGAATCA-
CAAGGGCTT-3�, ïðîäóêò 530 pb) è äëÿ â1-ñóáúåäèíèöû
Na,K-ÀÒÔàçû (ïðÿìîé 5�-ACTGAAATTTCCTTTCGTC-
CTAAT-3� è îáðàòíûé 5�-ATCACTGGGTAAGTCTCCA
TTCTCACCATTTCGAATCACAAGGGCTT-3�, ïðîäóêò
350bp). Ïðàéìåðû îáåñïå÷èâàëè ñïåöèôè÷íîñòü àìïëè-
ôèêàöèè êÄÍÊ, òàê êàê êîìïëåìåíòàðíûå èì ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè íàõîäÿòñÿ â ðàçíûõ ýêçîíàõ ãåíà. ÏÖÐ ïðîâî-
äèëè â ðåàêöèîííîì îáúåìå 10 ìêë, ñîäåðæàùåì 2 ìêë
ðàçâåäåííîé (1 : 6) êÄÍÊ, 0.5 ìêÌ êàæäîãî ïðàéìåðà,
0.2 ìÌ dNTP, 1.4 ìÌ MgCl2, 1 � Hot-Taq-ïîëèìåðàçíîãî
áóôåðà è 1 åä. Hot-Taq-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ).
Òåìïåðàòóðó îòæèãà ïðàéìåðà è êîëè÷åñòâî öèêëîâ ÏÖÐ
âûáèðàëè äëÿ êàæäîé ïàðû ïðàéìåðîâ (Âåðåíèíîâ è äð.,
2001). Ñïåöèôè÷íîñòü ÏÖÐ áûëà ïîäòâåðæäåíà ñåêâåíè-
ðîâàíèåì. Ïðîäóêòû ÏÖÐ (6 ìêë) ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè
ðàçäåëÿëè â 6%-íîì ÏÀÀÃ, îêðàøèâàëè áðîìèñòûì ýòè-
äèåì è ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîãî ôîòîàï-
ïàðàòà Nicon Coolpix 4500 ïðè ÓÔ-îáëó÷åíèè. Ïàðàìåòðû
ôîòîãðàôèðîâàíèÿ ïîäáèðàëè â õîäå ïðåäâàðèòåëüíûõ
ýêñïåðèìåíòîâ. Äåíñèòîìåòðèðîâàíèå ïîëîñ ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû NIH ImageJ.

È ç ì å ð å í è å â õ î ä í û õ ï î ò î ê î â ð ó á è ä è ÿ. Îöåí-
êó ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè Na+,K+-ÀÒÔàçû ïðîâîäè-
ëè ïóòåì èçìåðåíèÿ îäíîíàïðàâëåííûõ èîííûõ ïîòîêîâ ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ïëàìåííî-ýìèññèîííîé ôîòîìåòðèè.
Âõîäíîé ïîòîê êàëèÿ îöåíèâàëè ïî íàêîïëåíèþ ëèìôî-
öèòàìè åãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî àíàëîãà ðóáèäèÿ, äîáàâëÿÿ
RbCl íà 30 ìèí â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 2.5 ìÌ (Âåðå-
íèíîâ è äð., 1982). Ïîòîê ðóáèäèÿ, ÷óâñòâèòåëüíûé ê
óàáàèíó, äåòåêòèðîâàëè ïî ðàçíèöå ìåæäó îáùèì íàêîï-
ëåíèåì ðóáèäèÿ è åãî âõîäîì â êëåòêó â ïðèñóòñòâèè
0.05 ìÌ óàáàèíà â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ
RbCl è óàáàèíîì êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
â òå÷åíèå 3—5 ìèí ïðè 600 g. Îñàäîê ïÿòèêðàòíî ïðîìû-
âàëè îõëàæäåííûì ðàñòâîðîì MgCl2 (85 ìÌ), íå ðåñóñ-
ïåíäèðóÿ, è çàëèâàëè 1 ìë 5%-íîé òðèõëîðóêñóñíîé êèñ-
ëîòîé. Ñîäåðæàíèå êàòèîíîâ â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè

îïðåäåëÿëè íà àòîìíî-àáñîðáöèîííîì ôîòîìåòðå Per-
kin-Elmer AA-306. Äàëåå îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 1 ìë 0.1 í.
NaOH äëÿ ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ îáùå-
ãî áåëêà ïî ìåòîäó Ëîóðè. Êîíöåíòðàöèþ êàòèîíîâ âûðà-
æàëè â ìêìîëü íà 1 ìã îáùåãî áåëêà.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ÔÃÀ, óàáàèí, ãèñòîïàê-1.077,
PD98059, WHI-P131 (Sigma, ÑØÀ), äåêñòðàí T500 (Phar-
macia, Øâåöèÿ), òèðôîñòèí B42 (ISN, ÑØÀ), ðåêîìáè-
íàíòíûé ÈË-2 (Áèîòåõ, Ðîññèÿ), ñðåäó RPMI 1600 (Flow,
Øîòëàíäèÿ), à òàêæå ðåàêòèâû îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîä-
ñòâà êâàëèôèêàöèè «õ÷» èëè «îñ÷». Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû
ÔÃÀ è óàáàèíà ãîòîâèëè íà 0.14 Ì NaCl, èíãèáèòîðû êè-
íàç — íà DMSO. Êîíöåíòðàöèÿ DMSO â òåñòèðóþùèõ
ðàñòâîðàõ ñ êëåòêàìè íå ïðåâûøàëà 0.05 %.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ò î ð î â ò è ð î ç è í ê è í à ç û J A K
í à ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í è å S T A T 3 è S T A T 5, ò ð à í ñ-
ï î ð ò í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü í à ò ð è å â î ã î í à ñ î ñ à è ý ê ñ-
ï ð å ñ ñ è þ á 1 - ñ ó á ú å ä è í è ö û N a +, K +- À Ò Ô à ç û. Èç-
âåñòíî, ÷òî êëþ÷åâóþ ðîëü â çàïóñêå ÈË-2 ïðîëèôåðàòèâ-
íîãî îòâåòà Ò-ëèìôîöèòîâ èãðàþò òðàíñêðèïöèîííûå
ôàêòîðû STAT5 è STAT3 (Moriggl et al., 1999; Lin, Leo-
nard, 2000; Buitenhuis et al., 2004). Ãåòåðîäèìåðèçàöèÿ öè-
òîïëàçìàòè÷åñêèõ äîìåíîâ ñóáúåäèíèö â è ãc ðåöåïòîðà
IL-2 ïîä äåéñòâèåì ÈË-2 èíäóöèðóåò áûñòðóþ àêòèâàöèþ
àññîöèèðîâàííûõ ñ ðåöåïòîðîì íåðåöåïòîðíûõ òèðî-
çèíêèíàç ñåìåéñòâà JANUS (JAK1 è JAK3). Àêòèâèðîâàí-
íûå JAK ôîñôîðèëèðóþò ðåöåïòîð ÈË-2 è çàïóñêà-
þò JAK/STAT- è Shc/MAP-êèíàçíûé ñèãíàëüíûå ïóòè
(Lin, Leonard, 1997; Wang et al., 1999). Ýòè ñèãíàëü-
íûå êàñêàäû ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ ñïåöèôè÷åñêèõ ãå-
íîâ, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò çàïóñê ïðîëèôåðàòèâíîãî è
èììóííîãî îòâåòîâ, ðîñò êëåòîê, äèôôåðåíöèðîâêó è
àïîïòîç.

Ïðè çàïóñêå ïðîëèôåðàöèè íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ
÷åëîâåêà äîëãîâðåìåííîå ïîâûøåíèå òðàíñïîðòíîé àê-
òèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà è âîçðàñòàíèå ýêñïðåññèè êà-
òàëèòè÷åñêîé á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû ïðèóðî÷å-
íû ê ÈË-2-ðåãóëèðóåìîé ñòàäèè T-êëåòî÷íîãî îòâåòà
(Marakhova et al., 1999; Êàðèöêàÿ è äð., 2005). Äëÿ âûÿâëå-
íèÿ âîçìîæíîãî ó÷àñòèÿ JAK/STAT-ïóòè â ðåãóëÿöèè
ÈË-2-çàâèñèìîé ýêñïðåññèè Na+,K+ -ÀÒÔàçû â íàñòîÿùåé
ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâà èíãèáèòîðà òèðîçèíêèíàç
JAK — B42 (àíàëîã Ag490) è WHI-P131. Ïî ëèòåðàòóð-
íûì äàííûì, òèðôîñòèí Ag490 íå òîëüêî ïîäàâëÿåò ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå òèðîçèíêèíàçû JAK2, íî òàêæå èíãè-
áèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå JAK3 è òîðìîçèò èíäóöèðî-
âàííóþ èíòåðëåéêèí-2 ïðîëèôåðàöèþ T-êëåòî÷íîé
ëèíèè CTLL-2, à WHI-P131 ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèì èí-
ãèáèòîðîì òèðîçèíêèíàçû JAK3 â ëèìîôèäíûõ êëåòêàõ è
íå âëèÿåò íà êèíàçû JAK1 è JAK2 (Sudbeck et al., 1999;
Wang et al., 1999).

Â îäíîì ýêñïåðèìåíòå íà ëèìôîöèòàõ, âûäåëåííûõ
èç êðîâè îäíîãî äîíîðà è àêòèâèðîâàííûõ ðàçíûìè ìèòî-
ãåíàìè â ïðèñóòñòâèè óêàçàííûõ èíãèáèòîðîâ, èññëåäîâà-
ëè âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ è íàòðèÿ, èíãè-
áèðóåìûå óàáàèíîì âõîäíûå ïîòîêè ðóáèäèÿ, óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 è STAT5, à òàêæå ðîñò ëèìôî-
öèòîâ è óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè â êóëüòóðå. Äàííûå ïðî-
òî÷íîé ÄÍÊ-öèòîìåòðèè ïîêàçàëè, ÷òî îáà èñïîëüçîâàí-
íûõ èíãèáèòîðà ïîäàâëÿþò ÷àñòè÷íî ïðîëèôåðàòèâíûé
îòâåò ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà íà ÔÃÀ: ïî äàííûì 8 îïûòîâ,

Äîëãîâðåìåííàÿ ðåãóëÿöèÿ Na
+
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+
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÷åðåç 48 ÷ ñòèìóëÿöèè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ÷èñëî
êëåòîê â ôàçàõ S, G2 è M áûëî ìåíüøå â ñðåäíåì íà 48 %,
÷åì â êóëüòóðàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 áåç èíãèáèòîðà
(ñì. òàáëèöó). Ñóäÿ ïî òàêîìó ïîêàçàòåëþ, êàê óâåëè÷å-
íèå ìàññû êëåòî÷íîãî áåëêà â ñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôî-
öèòàõ, B42 è WHI-P131 ñíèæàþò òàêæå ñêîðîñòü ðîñòà
ëèìôîöèòîâ âî âðåìÿ ïðåðåïëèêàòèâíîé ñòàäèè: â òðåõ
íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ ê 48 ÷ îáùåå êîëè÷åñòâî
âíóòðèêëåòî÷íîãî áåëêà â êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ, ñòèìó-
ëèðîâàííûõ ÈË-2 â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ, áûëî íà
30—40 % ìåíüøå, ÷åì â ïàðàëëåëüíûõ êóëüòóðàõ ëèìôî-
öèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 áåç èíãèáèòîðîâ (ñì. òàá-
ëèöó).

Äàííûå íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðäèëè ñäå-
ëàííûå íàìè ðàíåå âûâîäû î ðàçëè÷èè äèíàìèêè ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ STAT3 è STAT5 â ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðî-
âàííûõ ìèòîãåíàìè (Êàðèöêàÿ è äð., 2005). Â ÷àñòíîñòè, â
îòëè÷èå îò STAT5 ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû STAT3
(PY-STAT3) ïðèñóòñòâóþò êàê â ïîêîÿùèõñÿ, òàê è â êîì-
ïåòåíòíûõ ëèìôîöèòàõ, êîòîðûå îáðàáàòûâàëèñü íåìèòî-
ãåííûìè äîçàìè ÔÃÀ ïåðåä ñòèìóëÿöèåé ÈË-2 (ðèñ. 1, à,
äîðîæêè 1, 2). Âñëåäñòâèå ýòîãî íà ôîíå íåêîòîðîãî áà-
çàëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ âîçðàñòàíèå óðîâíÿ ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ STAT3 â îòâåò íà ÈË-2 íå ñòîëü çíà÷èòåëü-
íî (íå áîëåå ÷åì â 2.0—2.5 ðàçà) ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì
äëÿ STAT5 (ðèñ. 1, à, äîðîæêà 3). Êàê ïîêàçàíî íà
ðèñ. 1, à, äîðîæêà 6, WHI-P131 (75 ìêÌ) ïîäàâëÿåò èíäó-
öèðîâàííîå ÈË-2 ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT5 è STAT3,
ïðè ýòîì èíãèáèðîâàíèå PY-STAT5 ïðîÿâëÿåòñÿ â áîëü-
øåé ìåðå, ÷åì PY-STAT3.

Îáðàáîòêà «êîìïåòåíòíûõ» ëèìôîöèòîâ èíãèáèòîðà-
ìè B42 èëè WHI-P131 ñíèæàëà íàïîëîâèíó óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè áåëêà á1 Na+,K+-ÀÒÔàçû, âûçâàííîé ÈË-2, êàê ÷å-
ðåç 24, òàê è ÷åðåç 48 ÷ ñòèìóëÿöèè (ðèñ. 1, á, â).

Äëèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ (äî 48 ÷) ëèìôîöèòîâ, àêòèâè-
ðîâàííûõ ÈË-2, â ïðèñóòñòâèè B42 (50 ìêÌ) èëè
WHI-P131 (75 ìêÌ) íå ñîïðîâîæäàëàñü òàêèìè èçìåíåíè-
ÿìè âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàòèîíîâ, êîòîðûå
ìîãëè áû ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîêñè÷åñêîì äåéñòâèè èí-
ãèáèòîðîâ íà êëåòêè: â îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè ëèì-
ôîöèòàõ ïîääåðæèâàåòñÿ âûñîêîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ è
íèçêîå ñîäåðæàíèå íàòðèÿ, ò. å. ñîõðàíÿåòñÿ âûñîêèé èîí-
íûé ãåòåðîãåíèòåò, õàðàêòåðíûé äëÿ íîðìàëüíûõ ëèìôî-
öèòîâ (ñì. òàáëèöó). Îäíàêî â ïðèñóòñòâèè êàê B42, òàê è
WHI-P131 òî íàðàñòàíèå óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíîãî âõîäà
ðóáèäèÿ, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåò ïîçäíèå ñòàäèè ìèòîãåí-

íîé àêòèâàöèè ëèìôîöèòîâ, íå ðàçâèâàåòñÿ (ðèñ. 2). Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî â óñëîâèÿõ ñòèìóëÿöèè ëèìôîöèòîâ
ÈË-2 â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ âñåãäà íàáëþäàëîñü ñî-
ãëàñîâàííîå âî âðåìåíè è êîððåëèðóþùåå ïî èíòåíñèâ-
íîñòè ïîäàâëåíèå è óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíûõ ïîòîêîâ ðó-
áèäèÿ, è íàðàñòàíèÿ êîëè÷åñòâà áåëêà á1. Èç ýòèõ äàííûõ
ñëåäóåò, ÷òî â ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ â ïðèñóòñò-
âèè èíãèáèòîðîâ JAK3, âîçðàñòàíèå òðàíñïîðòíîé àêòèâ-
íîñòè Na+,K+-íàñîñà è ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè Na+,K+-ÀÒ-
Ôàçû íà óðîâíå áåëêà, õàðàêòåðíîå äëÿ ïðåðåïëèêàòèâ-
íîé ñòàäèè, îòñóòñòâóþò.

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ð î â à í è ÿ M A P - ê è í à ç í î ã î
ñ è ã í à ë ü í î ã î ï ó ò è í à ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í è å
E R K 1 / 2, ô ó í ê ö è î í à ë ü í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü í à ò ð è å-
â î ã î í à ñ î ñ à è ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ á 1 - ñ ó á ú å ä è í è ö û
Na+, K +- À Ò Ô à ç û. Â Ò-ëèìôîöèòàõ àêòèâàöèÿ ðåöåïòî-
ðà ÈË-2 ÷åðåç àäàïòåðíûé áåëîê Shc èíäóöèðóåò
Ras/Raf/MEK/ERK/MAP-êèíàçíûé ñèãíàëüíûé êàñêàä
(Berridge, 1997; Wang et al., 1999). Â íàøåé ðàáîòå î çàïó-
ñêå MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà ñóäèëè ïî àêòèâàöèè ERK1/2,
äâóõ ôèíàëüíûõ êèíàç ýòîãî êàñêàäà. Óðîâåíü àêòèâíîñòè
ERK1/2 îöåíèâàëè ïî íàëè÷èþ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî
òðåîíèíó è òèðîçèíó ôîðì (Thr202/Tyr204).

Êàê è â ñëó÷àå ÈË-2-çàâèñèìîé àêòèâàöèè áåëêîâ ñå-
ìåéñòâà STAT, ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû ERK1/2 ïîÿâ-
ëÿëèñü óæå ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ ýêçîãåííîãî
ÈË-2 ê êîìïåòåíòíûì ëèìôîöèòàì, à ê 24 ÷ óðîâåíü ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ERK1/2 çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëñÿ
(ðèñ. 3, à, äîðîæêà 5). Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà ëèì-
ôîöèòîâ èíãèáèòîðîì MEK1/ERK1/2 — PD98059
(20 ìêÌ) — îòìåíÿëà âîçðàñòàíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ERK1/2 êàê íà 1-õ ìèí ñòèìóëÿöèè «êîìïåòåíòíûõ» ëèì-
ôîöèòîâ ÈË-2, òàê è ïðè ïîñëåäóþùåì êóëüòèâèðîâàíèè
â òå÷åíèå 24 ÷ â ïðèñóòñòâèè ÈË-2 è èíãèáèòîðà (ðèñ. 3,
à, äîðîæêà 6). Ïðè ñòèìóëÿöèè ëèìôîöèòîâ ÔÃÀ â ìèòî-
ãåííîé êîíöåíòðàöèè çàìåòíîå íàðàñòàíèå óðîâíÿ ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ERK1/2, òàê æå êàê è åãî ñíèæåíèå ïîä äåé-
ñòâèåì PD98059, ÷åòêî ïðîÿâëÿëîñü ïîñëå 24 ÷ èíêóáàöèè
ñ ÔÃÀ (ðèñ. 3, à, äîðîæêè 2, 3).

Ïî äàííûì 4 ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ äëÿ âûÿñ-
íåíèÿ ðîëè MAP-êèíàçíîãî ïóòè ñèãíàëèçàöèè â ýêñïðåñ-
ñèè Na+,K+-ÀÒÔàçû, ñîäåðæàíèå áåëêà á1 â ìåìáðàííûõ
ôðàêöèÿõ ïîñëå èíêóáàöèè êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòîâ â
òå÷åíèå 48 ÷ ñ ÈË-2 â ïðèñóòñòâèè PD98059 íå ïðåâûøàëî
åãî ñîäåðæàíèÿ â êîíòðîëüíûõ ìåìáðàííûõ ôðàêöèÿõ
êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòîâ (ðèñ. 3, á, äîðîæêè 2, 4, â). Èç

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

Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç JAK3 (WHI-P131, AG490) è ERK1/2 (PD98059)
íà âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ ([K]i) è íàòðèÿ ([Na]i), óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè (S + G2 + M)

è ñîäåðæàíèå áåëêà â êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòàõ, îáðàáîòàííûõ ÔÃÀ â íåìèòîãåííîé äîçå (1 ìêã/ìë)
â òå÷åíèå 20 ÷ è äàëåå ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 (150 åä./ìë)

Óñëîâèÿ îïûòà

[K]i, ìêìîëü íà 1 ã áåëêà [Na]i, ìêìîëü íà 1 ã áåëêà S + G2 + M,
%

Áåëîê, ìã íà
1 ïðîáó

0 24 ÷ 48 ÷ 0 24 ÷ 48 ÷ 48 ÷ 48 ÷

ÈË-2 591 670 688 131 173 171 28.5 0.26

ÈË-2 + WHI-P131 588 613 599 124 55 155 15.0 0.16

ÈË-2 + AG490 570 582 595 198 200 200 19.0 0.15

ÈË-2 + PD98059 588 627 600 119 146 165 16.0 0.18

Ï ð è ì å ÷ à í è å . Êîíöåíòðàöèÿ WHI-P131 — 75 ìêÌ, AG490 — 50 è PD98059 — 20 ìêÌ. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå èç èçìåðåíèé â
3 (ÈË-2 + WHI-P131), 4 (ÈË-2 + AG490 è ÈË-2 + PD98059) è 10 (ÈË-2) îïûòàõ. Äàííûå äëÿ âñåõ èçìåðåííûõ ïîêàçàòåëåé â êàæäîì
îïûòå ïîëó÷åíû íà ëèìôîöèòàõ èç êðîâè îäíîãî äîíîðà.



ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî èíãèáèðîâàíèå
ERK1/2 — ôèíàëüíîé êèíàçû MAP-êèíàçíîãî ïóòè ñèãíà-
ëèçàöèè îò ðåöåïòîðà ÈË-2 — ïîäàâëÿåò ñèíòåç êàòàëèòè÷å-
ñêîé á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû ïî õîäó ïðåðåïëèêà-
òèâíîé ñòàäèè ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ëèìôîöèòîâ.

Èíêóáàöèÿ ëèìôîöèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 â
ïðèñóòñòâèè PD98059, íå ñîïðîâîæäàëàñü êàêèìè-ëèáî
çíà÷èòåëüíûìè èçìåíåíèÿìè èîííîãî ãåòåðîãåíèòåòà:
âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ â îáðàáîòàííûõ èíãè-
áèòîðîì ëèìôîöèòàõ ñîõðàíÿëîñü âûñîêèì, à ñîäåðæàíèå
íàòðèÿ — íèçêèì (ñì. òàáëèöó). Îäíàêî ïðè ñòèìóëÿöèè
êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòîâ ýêçîãåííûì ÈË-2 â ïðèñóòñò-
âèè PD98059 óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíûé âõîä ðóáèäèÿ ïðàê-
òè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íàáëþäå-
íèÿ (48 ÷), òîãäà êàê â ïàðàëëåëüíûõ êóëüòóðàõ ëèìôîöè-
òîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 áåç PD98059, âõîä ðóáèäèÿ
óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 12.2 äî 48.0 ìêìîëü íà 1 ã áåëêà çà
30 ìèí (ïî÷òè â 4 ðàçà). Òàêèì îáðàçîì, ïðè âûêëþ÷åíèè
MAP-êèíàçíûõ ïóòåé ñèãíàëèçàöèè îò ðåöåïòîðà ÈË-2
íàáëþäàþòñÿ îäíîâðåìåííîå ïîäàâëåíèå òðàíñïîðòíîé
àêòèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà è ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè êàòàëèòè÷åñêîé á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû.

È ç ì å í å í è ÿ ó ð î â í ÿ ì Ð Í Ê ñ ó á ú å ä è í è ö á 1 è
â 1 N a +, K +- À Ò Ô à ç û â ñ ò è ì ó ë è ð î â à í í û õ ë è ì-
ô î ö è ò à õ. ßâëÿþòñÿ ëè äîëãîâðåìåííîå ïîâûøåíèå
òðàíñïîðòíîé àêòèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà è âîçðàñòà-
íèå ýêñïðåññèè Na+,K+-ÀÒÔàçû â àêòèâèðîâàííûõ ëèì-
ôîöèòàõ ñëåäñòâèåì ñèíòåçà áåëêîâ òðàíñïîðòíîãî êîìï-
ëåêñà íàòðèåâîãî íàñîñà, êîòîðûé êîíòðîëèðóåòñÿ íà
òðàíñêðèïöèîííîì óðîâíå? Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, óæå ÷å-

Äîëãîâðåìåííàÿ ðåãóëÿöèÿ Na
+
,K

+
-íàñîñà â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà 333

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà WHI-P131 íà óðîâåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ STAT5 è STAT3 è ýêñï-
ðåññèþ á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû â ëèìôîöèòàõ, ñòèìó-

ëèðîâàííûõ ýêçîãåííûì ÈË-2.

à — èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà, îêðàøåííûõ
àíòèòåëàìè ïðîòèâ STAT5 (PY-STAT5), ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðî-
çèíó 694, è STAT3 (PY-STAT3), ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 705;
äëÿ îöåíêè ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ ëèçàòîâ ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â
ñïåöèàëüíîì áóôåðå äëÿ óäàëåíèÿ àíòèòåë è ïîäâåðãàëè ïîâòîðíîé
îêðàñêå ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ STAT3; äîðîæêè: 1 — ïîêîÿùèåñÿ ëèìôî-
öèòû, 2 — «êîìïåòåíòíûå» ëèìôîöèòû, îáðàáîòàííûå ÔÃÀ (1 ìêã/ìë) â
òå÷åíèå 20 ÷, äàëåå ñòèìóëèðîâàííûå ÈË-2 (150 åä./ìë) â òå÷åíèå 10 (3),
20 (4) ìèí èëè 24 ÷ áåç èíãèáèòîðà WHI-P131 (5) è ñ èíãèáèòîðîì,
75 ìêÌ (á). 6 — èììóíîáëîò ìåìáðàííûõ ôðàêöèé òîòàëüíûõ ëèçàòîâ
ëèìôîöèòîâ, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè á6F ïðîòèâ á1-ñóáúåäèíèöû
Na+,K+-ÀÒÔàçû. â — èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ) ïîëîñ, ñî-
îòâåòñòâóþùèõ á1-áåëêó Na+,K+-ÀÒÔàçû; ñòîëáèêè 1—4 ñîîòâåòñòâó-
þò äîðîæêàì 1, 2, 5 è 6 íà ðèñ. 1, à. Ïðèâåäåíû äàííûå 1 ðåïðåçåíòàòèâ-

íîãî ýêñïåðèìåíòà èç 3.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ êèíàç JAK3 (WHI-P131 è
AG-490) è MEK1/ERK1/2 (PD98059) íà óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíûå
âõîäíûå ïîòîêè ðóáèäèÿ â «êîìïåòåíòíûõ» ëèìôîöèòàõ, ñòè-

ìóëèðîâàííûõ ýêçîãåííûì ÈË-2.

1 — èçìåíåíèÿ óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíûõ âõîäíûõ ïîòîêîâ ðóáèäèÿ ïî
õîäó ñòèìóëÿöèè «êîìïîíåíòíûõ» ëèìôîöèòîâ ýêçîãåííûì ÈË-2
(150 åä./ìë), 2 — òî æå â ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 â ïðèñóò-
ñòâèè WHI-P131 (75 ìêÌ), 3 — òî æå â ïðèñóòñòâèè AG-490 (50 ìêÌ),
4 — òî æå â ïðèñóòñòâèè PD98059 (20 ìêÌ). Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷å-

íèÿ (x sx± ) äëÿ 3—6 ýêñïåðèìåíòîâ.



ðåç 4 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ ÔÃÀ
(10 ìêã/ìë) ñîäåðæàíèå á1ìÐÍÊ è â1ìÐÍÊ íà÷èíàåò âîç-
ðàñòàòü, à ÷åðåç 24 ÷ âî âñåõ îïûòàõ ñîäåðæàíèå á1ìÐÍÊ
è â1ìÐÍÊ â 2.5—3.5 ðàçà ïðåâûøàåò óðîâåíü â íåñòè-
ìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ (ðèñ. 4, à, äîðîæêè 1, 3;

ðèñ. 4, á). Â êîìïåòåíòíûõ, àêòèâèðîâàííûõ íåìèòîãåí-
íîé äîçîé ÔÃÀ, ëèìôîöèòàõ á1ìÐÍÊ è â1ìÐÍÊ Na+,
K+-ÀÒÔàçû èäåíòèôèöèðóåòñÿ êðàéíå ñëàáî, à â êîìïå-
òåíòíûõ ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 â òå÷åíèå
24 ÷, ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ýòèõ ñóáúåäèíèö óâåëè÷èâàåòñÿ â
3.5— 4.0 ðàçà (ðèñ. 4, à, äîðîæêè 4—7; ðèñ. 4, â). Îáíàðó-
æåííûå èçìåíåíèÿ â ñîäåðæàíèè á1ìÐÍÊ è â1ìÐÍÊ
Na+,K+-ÀÒÔàçû äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â àêòè-
âèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà âî âðåìÿ ïåðåõîäíîãî
ïåðèîäà ê ïðîëèôåðàöèè â äîëãîâðåìåííîé ðåãóëÿöèè
Na+,K+-íàñîñà ó÷àñòâóþò òðàíñêðèïöèîííûå ìåõàíèçìû.

Çàêîíîìåðíîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ â Ò-ëèìôîöèòàõ
ïðè çàïóñêå ïðîëèôåðàòèâíîãî è èììóííîãî îòâåòîâ äå-
òàëüíî èññëåäîâàëèñü. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áëàãîäàðÿ âîç-
ìîæíîñòè ðåãèñòðèðîâàòü îäíîâðåìåííî èçìåíåíèÿ ýêñï-
ðåññèè ìíîãèõ, ïðàêòè÷åñêè âñåõ ãåíîâ â àêòèâèðîâàííûõ
Ò-êëåòêàõ â ñâîáîäíûõ òàáëèöàõ èçìåíåíèé ÐÍÊ ñòàëè
ïðîÿâëÿòüñÿ òàêæå äàííûå ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ îòäåëü-
íûõ èîííûõ òðàíñïîðòåðîâ (Teague et al., 1999; Kobayashi
et al., 2002). Ïîëàãàÿ, ÷òî ãåíû Na+,K+-ÀÒÔàçû îòíîñÿòñÿ
ê ãåíàì ñèñòåìû æèçíåîáåñïå÷åíèÿ (housekeeping), êîòî-
ðûå íå ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè äëÿ çàïóñêà ïðîëèôåðàöèè,
èññëåäîâàòåëè, êàê ïðàâèëî, íå àíàëèçèðóþò äåòàëüíî èõ
èçìåíåíèÿ. Îáíàðóæåííîå íàìè óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
ìÐÍÊ Na+,K+-ÀÒÔàçû â ñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ
÷åëîâåêà âìåñòå ñ äàííûìè î ñîãëàñîâàííîì èçìåíåíèè
ôóíêöèîíàëüíîé è áåëêîâîé ýêñïðåññèè ýòîãî èîííîãî
òðàíñïîðòåðà äàåò îñíîâàíèå ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ýêñïðåñ-
ñèÿ ãåíîâ ñèñòåìû «housekeeping» òàêæå çàêîíîìåðíî ðå-
ãóëèðóåòñÿ â Ò-êëåòêàõ â ïåðåõîäíûé ïåðèîä èç ñîñòîÿ-
íèÿ ïîêîÿ ê ïðîëèôåðàöèè, è âàæíî èäåíòèôèöèðîâàòü òå
ìåõàíèçìû, êîòîðûå îñóùåñòâëÿþò ñâÿçü ìåæäó êëþ÷å-
âûìè ñèãíàëüíûìè ñîáûòèÿìè â êëåòêå è ñèñòåìàìè èîí-
íîãî òðàíñïîðòà.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ íåìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâà-
íèÿ, ïîñâÿùåííûå ðîëè âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ìî-
ëåêóë (ïóòåé) â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà
â ñâÿçè ñ èçìåíåíèåì ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê
ðàçíîãî òèïà. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ýòèõ äàííûõ îòíîñèòñÿ
ê ó÷àñòèþ MAP-êèíàç â «áûñòðîé» ðåãóëÿöèè òðàíñïîðò-
íîé àêòèâíîñòè Na+,K+-ÀÒÔàçíîãî íàñîñà. Îñíîâíûì ìå-
õàíèçìîì «áûñòðîé» ðåãóëÿöèè ÿâëÿåòñÿ âîçðàñòàíèå
÷èñëåííîñòè ôóíêöèîíèðóþùèõ íàñîñîâ â ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå çà ñ÷åò äîñòàâêè íåàêòèâíûõ òðàíñïîðò-
íûõ êîìïëåêñîâ èç ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà è èõ
âñòðàèâàíèÿ â ìåìáðàíó èëè ñíèæåíèå ÷èñëåííîñòè ìåì-
áðàííûõ íàñîñîâ çà ñ÷åò óäàëåíèÿ ïîñðåäñòâîì ýíäîöèòî-
çà ðàáîòàþùèõ èîííûõ ïîìï èç ïîâåðõíîñòíîé ìåìáðà-
íû. Ìîæíî ñ÷èòàòü ýêñïåðèìåíòàëüíî äîêàçàííûì ó÷àñ-
òèå MAP-êèíàç â «áûñòðîé» ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè
Na+,K+-ÀÒÔàçíîãî íàñîñà â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå
ïðè äåéñòâèè íåêîòîðûõ ãîðìîíîâ, ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è
Ñ-ïåïòèäîâ (Nakar et al., 2002; Al-Khalili et al., 2004; Krey-
diyyeh, Al-Sadi, 2004; Khundmiri et al., 2005; Zhong et al.,
2005). Ñîîáùàåòñÿ, ÷òî â àëüâåîëÿðíûõ ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ ôèáðîáëàñòíûé ðîñòîâîé ôàêòîð â 1-å ÷ äåéñòâèÿ
óâåëè÷èâàåò òðàíñïîðòíóþ àêòèâíîñòü è ýêñïðåññèþ
á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû, à èíãèáèòîð MAP-êè-
íàçíîãî ïóòè ñèãíàëèçàöèè U0126 ïîäàâëÿåò èíäóêöèþ
àêòèâíîñòè Na+,K+-ÀÒÔàçû (Upadhyay et al., 2003). ×òî
êàñàåòñÿ ðîëè MAP-êèíàç â äîëãîâðåìåííîé ðåãóëÿöèè
Na+,K+-ÀÒÔàçû çà ñ÷åò ñèíòåçà de novo ñóáúåäèíèö
Na+,K+-ÀÒÔàçû, òî äàííûå ïî ýòîìó âîïðîñó åäèíè÷íû.
Îáíàðóæåíî, ÷òî MAPK/ERK-çàâèñèìûå ìåõàíèçìû ó÷à-
ñòâóþò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè Na+,K+-ÀÒÔàçû â àëü-
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå PD98059 (èíãèáèòîðà MEK1/ERK1/2) íà èçìå-
íåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK1/2 ïðè àêòèâàöèè ëèì-
ôîöèòîâ ýêçîãåííûì ÈË-2 è ÔÃÀ è íà óðîâåíü ýêñïðåññèè
á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔàçû â ëèìôîöèòàõ, àêòèâèðîâàí-

íûõ ýêçîãåííûì ÈË-2.

à — èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà, îêðàøåííûõ
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ERK1/2 (PY-ERK1/2), ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî
Thr202/Tyr204; äëÿ îöåíêè ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ ëèçàòîâ ìåìáðàíó
èíêóáèðîâàëè â ñïåöèàëüíîì áóôåðå äëÿ óäàëåíèÿ àíòèòåë è ïîäâåðãàëè
ïîâòîðíîé îêðàñêå ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ERK1/2; äîðîæêè: 1 — ïîêîÿùè-
åñÿ ëèìôîöèòû. 2 — ëèìôîöèòû, ñòèìóëèðîâàííûå ÔÃÀ (10 ìêã/ìë),
3 — òî æå â ïðèñóòñòâèè 20 ìêÌ PD98059, 4 — «êîìïåòåíòíûå» ëèìôî-
öèòû, îáðàáîòàííûå ÔÃÀ (1 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 20 ÷, äàëåå ñòèìóëèðîâàí-
íûå ÈË-2 (150 åä./ìë) â òå÷åíèå 24 ÷ áåç PD98059 (5) èëè ñ PD98059,
20 ìêÌ (6). á — èììóíîáëîò ìåìáðàííûõ ôðàêöèé òîòàëüíûõ ëèçàòîâ
ëèìôîöèòîâ, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè á6F ïðîòèâ á1-áåëêà Na+,K+-ÀÒ-
Ôàçû. â — èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ) ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ á1-áåëêó Na+,K+-ÀÒÔàçû; ñòîëáèêè 1—4 ñîîòâåòñòâóþò äîðîæêàì
1, 4—6 íà ðèñ. 3, à. Ïðèâåäåíû äàííûå 1 ðåïðåçåíòàòèâíîãî ýêñïåðèìåí-

òà èç 4.



âåîëÿðíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ: èíãèáèòîðû PD98059 è
U0129 áëîêèðîâàëè èíäóöèðîâàííóþ äîïàìèíîì è èçîï-
ðîòåðåíîëîì è ðàçâèâàþùóþñÿ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðå-
ìåíè (48—72 ÷) ýêñïðåññèþ â1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒ-
Ôàçû íà óðîâíå áåëêà è ìÐÍÊ (Pesce et al., 2003).

Â ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò èññëåäîâàíèÿ, ïîñâÿùåí-
íûå èçó÷åíèþ ðîëè ñèãíàëüíûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà STAT â
ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè èîííûõ òðàíñïîðòåðîâ èëè èîííûõ
êàíàëîâ. Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâíûìè ìèøåíÿìè òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ STAT3 è STAT5 â ëèìôîöèòàõ ÿâëÿ-
þòñÿ ãåíû, èãðàþùèå ðåøàþùóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïðî-
ëèôåðàòèâíîãî è èììóííîãî îòâåòîâ è àïîïòîçà. Âåðîÿò-
íåå âñåãî, ñâÿçü ìåæäó STAT-ôàêòîðàìè è ãåíàìè
Na+,K+-ÀÒÔàçû íå ÿâëÿåòñÿ ïðÿìîé, à îïîñðåäîâàíà ÷åðåç

íåêèå ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû, õîòÿ èñêëþ÷èòü âîçìîæ-
íîñòü ïðÿìîãî âëèÿíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
STAT íà ýêñïðåññèþ ñóáúåäèíèö Na+,K+-ÀÒÔàçû íåëüçÿ.
Òîò ôàêò, ÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ýòèõ òðàíñêðèïöè-
îííûõ ôàêòîðîâ â ïðèñóòñòâèè ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáèòî-
ðîâ âëå÷åò çà ñîáîé ñíèæåíèå òðàíñïîðòíîé àêòèâíîñòè
èîííîãî íàñîñà, óêàçûâàåò íà òåñíóþ ñâÿçü ìåæäó ìåõà-
íèçìàìè, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò âíóòðèêëåòî÷íûé èîí-
íûé ãîìåîñòàç âî âðåìÿ êëåòî÷íîãî öèêëà, è ìåõàíèçìà-
ìè, êîòîðûå îïðåäåëÿþò ïðîëèôåðàòèâíûé ñòàòóñ êëåòêè.
Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ èîí-
íûõ òðàíñïîðòíûõ ñèñòåì âëå÷åò çà ñîáîé ïîäàâëåíèå
ïîëíîöåííîãî èììóííîãî èëè ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà.
Â äîïîëíåíèå ê óáåäèòåëüíî àðãóìåíòèðîâàííûì âûâî-
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Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè á1ìÐÍÊ è â1ìÐÍÊ Na+,K+-ÀÒÔàçû ïî õîäó ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ëèìôîöèòîâ, ñòèìóëèðîâàí-
íûõ ÔÃÀ èëè ýêçîãåííûì ÈË-2.

à — ýëåêòðîôîðåç ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ ñ ïðàéìåðàìè ê á1- è â1-ñóáúåäèíèöàìè Na+,K+-ÀÒÔàçû â ëèìôîöèòàõ, êîòîðûå ñòèìóëèðîâàëè ÔÃÀ (10 ìêã/ìë,
äîðîæêè 1—3) èëè ÈË-2 (156 åä.ìë, äîðîæêè 4—7); 1 — ïîêîÿùèåñÿ ëèìôîöèòû, 2 — ëèìôîöèòû, ñòèìóëèðîâàííûå ÔÃÀ (10 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 4 ÷,
3 — òî æå â òå÷åíèå 24 ÷, 4 — «êîìïåòåíòíûå» ëèìôîöèòû, îáðàáîòàííûå ÔÃÀ (1 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 20 ÷ è äàëåå ñòèìóëèðîâàííûå ÈË-2 (150 åä./ìë) â
òå÷åíèå 4 (5), 24 (6) èëè 48 (7) ÷. á, â — èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ) ïîëîñ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 4, à è ñîîòâåòñòâóþùèõ ñîäåðæàíèþ
á1ìÐÍÊ è â1ìÐÍÊ Na+,K+-ÀÒÔàçû â ëèìôîöèòàõ, êîòîðûå ñòèìóëèðîâàëè ÔÃÀ (à) èëè ÈË-2 (â) â òå÷åíèå 4 èëè 24 ÷. á, â: çà 1 åä. ÎÏ ïðèíÿòî ñîäåð-
æàíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ ìÐÍÊ â ïîêîÿùèõñÿ (á) èëè «êîìïåòåíòíûõ» (â) ëèìôîöèòàõ. Ïðèâåäåíû äàííûå 1 ðåïðåçåíòàòèâíîãî ýêñïåðèìåíòà èç 7,

ïðîâåäåííûõ íà ëèìôîöèòàõ îò ðàçíûõ äîíîðîâ.



äàì îòíîñèòåëüíî âîâëå÷åííîñòè èîííîãî òðàíñïîðòà â
ïðîöåññû ïîääåðæàíèÿ ïðîëèôåðàöèè è òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê, êîòîðûå îñíîâàíû íà àíòèïðîëèôåðàòèâíîì äåé-
ñòâèè ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ñèñòåì èîííîãî òðàíñ-
ïîðòà, ïðèâëåêàþò âíèìàíèå ñëåäóþùèå äàííûå. Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî âûêëþ÷åíèå â3-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔà-
çû ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ïîäàâëÿåò
àêòèâàöèþ Ò- è Â-ëèìôîöèòîâ, ïðè ýòîì â ïðèñóòñòâèè
àíòèòåë, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ â3-ñóáúåäèíèöåé, ïîäàâ-
ëÿåòñÿ ïðîäóêöèÿ èíòåðôåðîíà-ãàììà, ÈË-2, ÈË-4 è
ÈË-10 (Chiampanichayakul et al., 2002).

Ñîâîêóïíîñòü èìåþùèõñÿ äàííûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ïðè çàïóñêå è ôîðìèðîâàíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî
îòâåòà Ò-ëèìôîöèòîâ óðîâåíü ýêñïðåññèè Na+,K+-ÀÒÔàç-
íîãî íàñîñà êîíòðîëèðóåòñÿ â ñâÿçè ñ íåîáõîäèìîñòüþ
ðåãóëèðîâàíèÿ èîííîãî ãîìåîñòàçà è ãåòåðîãåíèòåòà â
óñëîâèÿõ èíòåíñèâíîãî ðîñòà êëåòîê ïî õîäó ïðåðåïëèêà-
òèâíîé ñòàäèè è ïîäãîòîâêè ê ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è äåëå-
íèþ. Ìåõàíèçìû, ðåãóëèðóþùèå ýêñïðåññèþ Na+,K+-ÀÒÔà-
çû, âêëþ÷àþòñÿ íà ÈË-2-çàâèñèìîé ñòàäèè Ò-êëåòî÷íîãî
îòâåòà, à äîëãîâðåìåííîå ïîâûøåíèå òðàíñïîðòíîé àê-
òèâíîñòè íàòðèåâîãî íàñîñà, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò
ñèíòåç íîâûõ ñóáúåäèíèö Na+,K+-ÀÒÔàçû, êîíòðîëèðóåò-
ñÿ ÷åðåç JAK/STAT- è ERK1/2-MAP-êèíàçíûå ïóòè âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48445-à), ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íà-
ó÷íûå øêîëû» (ÍØ-523.2006.4).
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LONG-TERM REGULATION OF NA+,K+-ATPASE PUMP IN HUMAN LYMPHOCYTES:

THE ROLE OF JAK/STAT- AND MAPK-SIGNALING PATHWAYS

I. A. Karitskaya, N. D. Aksenov, I. O. Vasiljeva, E. G. Strelkova, I. I. Marakhova1

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

In interleukin-2 (IL-2)-induced human blood lymphocytes, the Na+/K+ pump function (assessed by ouaba-
in-sensitive Rb+ influx), the abundance of Na+,K+-ATPase á1-subunit (determined by Western blotting) and the
á1- and â1-subunits mRNA of Na+,K+-ATPase (RT-PCR), as well as the phosphorylation of STAT5 and
STAT3 family proteins and ERK1/2 kinase have been examined. A 3.5—4.0-fold increase in the expression of
á1- and â1-subunits mRNA of Na+,K+-ATPase was found at 24 h of IL-2 stimulation. The inhibitors of JAK3
kinase (B-42, WHI-P431) was shown to decrease both the phosphorylation of STATs and the rise in the ouba-
in-sensitive rubidium influx as well as the increased abundance of Na+,K+-ATPase á1-subunit. The inhibition of
the protein kinases ERK1/2 by PD98059 (20 ìM) suppressed the á1-subunit accumulation. All the kinase inhi-
bitors tested did not alter the intracellular content of monovalent cations in resting and IL-2-stimulated lympho-
cytes. It is concluded that MAPK and JAK/STAT signaling pathways mediate the IL-2-dependent regulation of
the Na+,K+-ATPase expression during the lymphocyte transition from resting stage to proliferation.
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