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Äèíàìèêà ýêñïðåññèè âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 (ÈË-2) èññëåäîâàíà ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïî èçìåíåíèþ ÷èñëåííîñòè êëåòîê, ýêñïîíèðóþùèõ ìàðêåð CD25. Îáúåê-
òîì ñëóæèëè ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíî, ÷òî â êóëüòóðå ïîêîÿùèõñÿ ëèìôî-
öèòîâ ôèòîãåìàããëþòèíèí (ÔÃÀ, 10 ìêã/ìë) èëè ñî÷åòàíèå ôîðáîëîâîãî ýôèðà (10–8 M) è èîíîìèöèíà
(5�10–7 Ì) âûçûâàåò äëÿùååñÿ â òå÷åíèå 48 ÷ íàðàñòàíèå ÷èñëà êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåð CD25 (êëåòêè
CD25+). Óñòàíîâëåíî, ÷òî òîëüêî â êîìïåòåíòíûõ (íî íå â ïîêîÿùèõñÿ) ëèìôîöèòàõ, ïðåäâàðèòåëüíî
îáðàáîòàííûõ â òå÷åíèå 1 ñóò íåìèòîãåííûìè êîíöåíòðàöèÿìè ÔÃÀ (äî 1 ìêã/ìë), ÈË-2 ñïîñîáåí èíäó-
öèðîâàòü ýêñïðåññèþ CD25. Ñîïîñòàâëåíèå äèíàìèêè ÷èñëåííîñòè CD25+-êëåòîê è áëàñòòðàíñôîðìà-
öèè ïîêàçàëî, ÷òî íà ïîâåðõíîñòè ñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ CD25 âûÿâëÿåòñÿ åùå íà ìåëêèõ êëåò-
êàõ, à íà ïîçäíèõ ñðîêàõ àêòèâàöèè, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòàäèè ðîñòà êëåòîê è ïåðåõîäó ê ñèíòåçó ÄÍÊ,
ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî áëàñòîâ ÿâëÿþòñÿ CD25+-êëåòêàìè è îáëàäàþò âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòî-
ðîì ÈË-2, â ñîñòàâå êîòîðîãî ïðèñóòñòâóåò a-ñóáúåäèíèöà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ÈË-2 ïðèóðî÷åíà ê ÈË-2-çàâèñèìîé
ñòàäèè îòâåòà Ò-ëèìôîöèòîâ è ìîæåò èíäóöèðîâàòüñÿ íåïîñðåäñòâåííî ÷åðåç ðåöåïòîð ÈË-2 ñ ó÷àñòèåì
ÈË-2.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèìôîöèòû ÷åëîâåêà, èíòåðëåéêèí-2, ðåöåïòîð èíòåðëåéêèíà-2, a-ñóáúåäèíè-
öà ðåöåïòîðà ÈË-2, CD25.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈË-2 — èíòåðëåéêèí-2, ÈÌ — èîíîìèöèí, ÔÄÁ — ôîðáîë-12, 13-äè-
áóòèðèëîâûé ýôèð, ÔÃÀ — ôèòîãåìàããëþòèíèí, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Çàïóñê ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà Ò-ëèìôîöèòîâ —
ìíîãîêàñêàäíûé ïðîöåññ, â êîòîðîì êëþ÷åâóþ ðîëü èãðà-
åò ýêñïðåññèÿ Ò-êëåòî÷íîãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà èíòåðëåé-
êèíà-2 (ÈË-2) è åãî ðåöåïòîðà (Berridge, 1997; Lin, Weiss,
2001). Â íîðìàëüíûõ ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ êðîâè ÷å-
ëîâåêà ðåöåïòîð ÈË-2 ÿâëÿåòñÿ äèìåðîì, îí ñîñòîèò èç
ñóáúåäèíèö b è gñ, ñïîñîáåí ê ïðîâåäåíèþ ñèãíàëà, êîòî-
ðûé èíäóöèðóåòñÿ ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ÈË-2, íî îáëàäàåò
íèçêèì ñðîäñòâîì ê ÈË-2 (Leonard, Lin, 2000; Gaffen,
2001; Lindenmann et al., 2003). Â ïðîöåññå àêòèâàöèè àí-
òèãåíîì â Ò-êëåòêàõ ôîðìèðóåòñÿ ãåòåðîäèìåðíûé êîìï-
ëåêñ, â ñîñòàâ êîòîðîãî êðîìå b-öåïè (CD122) è gñ-öåïè
(CD132) âõîäèò a-öåïü (CD25) (Waldmann, 1994; Gaffen,
2001; Eicher et al., 2002). Ïîÿâëåíèå ýòîé ñóáúåäèíèöû â
ñîñòàâå bgñ ðåöåïòîðà ÈË-2 íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ ÷å-
ëîâåêà ïðèâîäèò ê âîçðàñòàíèþ ñðîäñòâà ðåöåïòîðà ê
ÈË-2 íà äâà ïîðÿäêà, è èìåííî âçàèìîäåéñòâèå ÈË-2 ñ
âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì ÈË-2 â Ò-ëèìôîöèòàõ ÷å-
ëîâåêà ÿâëÿåòñÿ òåì êëþ÷åâûì ìîìåíòîì, êîòîðûé îáåñ-
ïå÷èâàåò çàïóñê ñèãíàëüíûõ ñîáûòèé, íåïîñðåäñòâåííî
ðåãóëèðóþùèõ âñòóïëåíèå ïîêîÿùèõñÿ Ò-ëèìôîöèòîâ â
êëåòî÷íûé öèêë (Leonard, Lin, 2000; Ellåry, Nicholls,
2002a; Benczik, Gaffen, 2004). Ñ íàðóøåíèåì ìåõàíèçìîâ,
êîíòðîëèðóþùèõ ýêñïðåññèþ a-ñóáúåäèíèöû â Ò-ëèìôî-
öèòàõ, ñâÿçàíî ðàçâèòèå ðÿäà àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé,

à àíòèòåëà ïðîòèâ a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ïðèìåíÿþò-
ñÿ ïðè ëå÷åíèè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé êðîâè ÷åëî-
âåêà (Tkaczuka et al., 2002; Koon et al., 2006; Waldmann,
2007; Morris et al., 2008).

Ýêñïðåññèÿ a-öåïè ðåöåïòîðà ÈË-2 èíòåíñèâíî èñ-
ñëåäóåòñÿ íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè. Â ãåíå a-ñóáúåäèíè-
öû âûÿâëåíî íåñêîëüêî (äî 6) ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ
(Kim, Leonard, 2002). Íà îñíîâàíèè äåòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé íà ïîñòîÿííûõ ëèíèÿõ Ò-êëåòîê ìûøåé ñäåëàí âûâîä
î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ a-áåëêà ìîæåò çàïóñêàòüñÿ êàê àí-
òèãåíîì ÷åðåç Ò-êëåòî÷íûé ðåöåïòîð, òàê è öèòîêèíîì
÷åðåç ðåöåïòîð ÈË-2 (Imbert et al., 2002). Äåéñòâèòåëüíî,
â èíäóêöèþ ýêñïðåññèè ýòîé ñóáúåäèíèöû îêàçûâàþòñÿ
âîâëå÷åííûìè òàêèå ñèãíàëüíûå áåëêè, êàê AP-1, NF-kB,
NFAT, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ïåðåäà÷å ñèãíàëà íà ïåðâîé,
àíòèãåíçàâèñèìîé, ñòàäèè àêòèâàöèè Ò-êëåòêè è êîòîðûå
ïðè÷àñòíû ê èíäóêöèè ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ÈË-2, äàëåå
ñåêðåòèðóåìîãî â ñðåäó. Âîïðîñ æå î ïðÿìîé ðîëè ýêçî-
ãåííîãî ÈË-2 â çàïóñêå ýêñïðåññèè a-ñóáúåäèíèöû â ëèì-
ôîöèòàõ ÷åëîâåêà íå ðåøåí.

Îá ó÷àñòèè ÈË-2 â ýêñïðåññèè a-ñóáúåäèíèöû ðåöåï-
òîðà ÈË-2 ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå, ïîëó÷åííûå â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ íà ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòêàõ êðîâè ÷åëîâåêà
(CD4+/CD25+/Foxp), êîòîðûå íå çàïóñêàþòñÿ ýêçîãåííûì
ÈË-2 â êëåòî÷íûé öèêë è íå ïðîëèôåðèðóþò â îòâåò íà
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ÈË-2 (Nelson, 2004; Burchill et al., 2007; Yao et al., 2007;
Passerine et al., 2008). Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè äèôôåðåíöè-
ðîâêå ýòèõ êëåòîê â òèìóñå êëþ÷åâóþ ðîëü â ýêñïðåññèè
CD25 èãðàþò ÈË-2 è çàïóñêàåìûé ÷åðåç ðåöåïòîð ÈË-2
ñèãíàëüíûé ïóòü JAK/STAT (Bensinger et al., 2004; Zorn
et al., 2006; Lockyer et al., 2007). Â ñâÿçè ñ àíàëèçîì ìåõà-
íèçìîâ, êîíòðîëèðóþùèõ çàïóñê ýêñïðåññèè a-ñóáúåäè-
íèöû, ïðèâëåêàþò âíèìàíèå òàêæå äàííûå, êîòîðûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î ñóùåñòâîâàíèè ñâÿçè ìåæäó ýêñïðåññèåé
â Ò-êëåòêàõ ñîáñòâåííîãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà ÈË-2 è a-öå-
ïè ðåöåïòîðà äëÿ ÈË-2 (Ellåry, Nicholls, 2002b). Öåëü äàí-
íîé ðàáîòû — îõàðàêòåðèçîâàòü äèíàìèêó ýêñïðåññèè
a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ÈË-2 â íîðìàëüíûõ ëèìôîöè-
òàõ ÷åëîâåêà, îöåíèâàÿ ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè èçìåíåíèå ÷èñëåííîñòè êëåòîê, ýêñïîíèðóþùèõ
íà ïîâåðõíîñòè ìàðêåð CD25. Ïðèìåíÿÿ ìèòîãåííûå ôàê-
òîðû, çàïóñêàþùèå ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò ñ Ò-êëåòî÷-
íîãî ðåöåïòîðà èëè ñ ðåöåïòîðà ÈË-2, ìû ïîëó÷èëè äàí-
íûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ CD25
ïðèóðî÷åíà ê ÈË-2-çàâèñèìîé ñòàäèè îòâåòà Ò-ëèìôîöè-
òîâ è ìîæåò èíäóöèðîâàòüñÿ íåïîñðåäñòâåííî ÷åðåç ðå-
öåïòîð ÈË-2 ñ ó÷àñòèåì ÈË-2.

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. Èñïîëüçîâàëè ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
÷åëîâåêà. Ëèìôîöèòû âûäåëÿëè ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå
(Boyum, 1968) èç ñâåæåé äîíîðñêîé êðîâè. Ëåéêîöèòàð-
íóþ ôðàêöèþ îòáèðàëè ïîñëå îñàæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ äî-
áàâëåíèåì â êðîâü 6%-ãî ðàñòâîðà äåêñòðàíà (Ò500). Ñóñ-
ïåíçèþ ëåéêîöèòîâ (ïî 8 ìë) íàñëàèâàëè íà 3 ìë ãèñòîïà-
êà è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 600 g. Ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ èíòåðôàçó ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè
îáúåìîì ñíà÷àëà 50 ìë, à çàòåì 10 è 3—4 ðàçà ïðîìûâàëè
ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS) ñëåäóþ-
ùåãî ñîñòàâà (â ìÌ): NaCl — 137, KCl — 2.7, Na2HPO4 —
8, KH2PO4 — 1.5. Äëÿ óäàëåíèÿ ìàêðîôàãîâ êëåòî÷íóþ
ñóñïåíçèþ ðàçáàâëÿëè ñðåäîé RPMI, ñîäåðæàùåé 10 %
ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà, è ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ìàòðàöû
íà 40 ìèí ïðè 37 °C â àòìîñôåðó 5 % ÑÎ2. Ïîëó÷åííóþ
ñóñïåíçèþ ëèìôîöèòîâ ðàçëèâàëè âî ôëàêîíû ïî
20—40 ìë ñ êîíöåíòðàöèåé êëåòîê 2 ìëí/ìë, à íà ñëåäóþ-
ùèå ñóòêè ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè â ïåíèöèëëèíîâûå ôëà-
êîíû ïî 1.5 ìë (äëÿ ïîñëåäóþùèõ èçìåðåíèé ïðîëèôåðà-
òèâíîãî îòâåòà è ýêñïðåññèè CD25) è ñòèìóëèðîâàëè ñî-
îòâåòñòâóþùèìè ìèòîãåíàìè.

Î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è C D 2 5. Ëèìôîöèòû ìåòèëè
FITC-êîíúþãèðîâàííûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD25 â òå-
÷åíèå 30 ìèí â ÐÂS ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïðîòî÷-
íóþ öèòîôëóîðèìåòðèþ ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ öèòîôëóî-
ðèìåòð Epics XL (Beckman Coulter), ñíàáæåííûé àðãîíî-
âûì ëàçåðîì 488 íì. Íà ëèíåéíîé öèòîãðàììå FS/SS
(ïðÿìîå ñâåòîðàññåÿíèå ïðîòèâ áîêîâîãî) âûäåëÿëè ïîïó-
ëÿöèþ ëèìôîöèòîâ (âêëþ÷àÿ áëàñòòðàíñôîðìèðîâàí-
íûå) â îòäåëüíóþ çîíó. Èçìåíåíèÿ ðàçìåðà ñóáïîïóëÿöèè
Ò-õåëïåðíûõ ëèìôîöèòîâ (CD4+) è óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðîâ ê èíòåðëåéêèíó-2 (CD25+) îöåíèâàëè ïî ïå-
ðåðàñïðåäåëåíèþ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê, âûäåëåí-
íûõ â çîíå ëèìôîöèòîâ. ×èñëî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ëèì-
ôîöèòîâ áûëî íå ìåíåå 104. Èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèÿ
logCD25/FS, log CD4/FS è logCD25/CD4. Còàòèñòè÷åñêóþ
îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàí-
äàðòíûì ïðîòîêîëîì îáðàáîòêè äàííûõ EpicsXL.

Î ö å í ê à 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. Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè â êóëüòóðå àê-
òèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ èñïîëüçîâàëè ìåòîä ïðîòî÷-
íîé ÄÍÊ-öèòîìåòðèè. Ïåðåä èçìåðåíèåì êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè 30 ìèí â PBS, ñîäåðæàùåì 0.02 % ñàïîíèíà.
Ïîñëå îòìûâêè îò ñàïîíèíà êëåòêè îêðàøèâàëè â ðàñòâî-
ðå PBS, ñîäåðæàùåì 50 ìêã/ìë èîäèäà ïðîïèäèÿ è
250 ìêã/ìë ðèáîíóêëåàçû (30—40 ìèí, 37 °Ñ). Àíàëèç
ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïðîâî-
äèëè íà äâóõëàçåðíîì ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå-ñîðòèðîâ-
ùèêå ÀÒÑ 3000 (Bruckner) ïðè ñêîðîñòè àíàëèçà
1000 êëåòîê â 1 ñ. ×èñëåííóþ îáðàáîòêó ãèñòîãðàìì è
îïðåäåëåíèå äîëåé êëåòîê, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïî êîëè÷å-
ñòâó ÄÍÊ ôàçàì öèêëà (G0/G1, S è G2+M), ïðîâîäèëè ñî-
ãëàñíî ìîäåëè Äèíà (Dean, 1985).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ÔÃÀ,
óàáàèí, èîíîìèöèí, ôîðáîë-12,13-äèáóòèðèëîâûé ýôèð,
ãèñòîïàê-1.077, ñàïîíèí, áðîìèñòûé ýòèäèé, èîäèä ïðî-
ïèäèÿ (Sigma, ÑØÀ), ÐÍÊàçó (Serva, Ãåðìàíèÿ), äåêñòðàí
Ò500 (Pharmacia, Øâåöèÿ), ðåêîìáèíàíòíûé ÈË-2 (Áèî-
òåõ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), FITC-îêðàøåííûå àíòèòåëà ïðî-
òèâ CD25 (Coltag Labor), ñðåäó RPMI (Áèîëîò, Ðîññèÿ), à
òàêæå ðåàêòèâû îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêà-
öèè «õ÷» èëè «îñ÷». Ðàñòâîðû ÔÃÀ (1 ìã/ìë) ãîòîâèëè íà
0.14 Ì NaCl, ðàñòâîðû èîíîìèöèíà (ÈÌ, 2 ìÌ), ôîð-
áîë-12,13-äèáóòèðèëîâîãî ýôèðà (ÔÄÁ, 2 ìÌ) — íà äè-
ìåòèëñóëüôîêñèäå, êîíöåíòðàöèÿ êîòîðîãî â òåñòèðóþ-
ùèõ ðàñòâîðàõ ñ êëåòêàìè íå ïðåâûøàëà 0.05 %.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðèñóòñòâèå â êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ÷åëîâåêà êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåð CD25 (êëåòêè
CD25+), ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â ïîâåðõíîñòíîé ìåì-
áðàíå ëèìôîöèòîâ ýêñïîíèðîâàíà a-ñóáúåäèíèöà ðåöåï-
òîðà ÈË-2. Â ïîïóëÿöèè ëèìôîöèòîâ, èçîëèðîâàííûõ èç
êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ, äîëÿ êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåð
CD25, ñîñòàâëÿåò íå áîëåå 1—5 %. Êàê âèäíî íà öèòî-
ãðàììàõ, ïîëó÷åííûõ íà ëèìôîöèòàõ, ìå÷åííûõ àíòèòå-
ëàìè ïðîòèâ CD25 (ðèñ. 1, à), âíåñåíèå â êóëüòóðó ïîêîÿ-
ùèõñÿ ëèìôîöèòîâ ÔÃÀ â ìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè
(10 ìêã/ìë) óâåëè÷èâàåò ÷èñëåííîñòü êëåòîê, ýêñïîíèðó-
þùèõ íà ïîâåðõíîñòè ìàðêåð CD25. Ñóùåñòâåííîå âîçðà-
ñòàíèå ÷èñëà êëåòîê CD25+ (äî 20 %) âûÿâëÿåòñÿ ê 5-ìó ÷
äåéñòâèÿ ÔÃÀ, ÷åðåç 1 ñóò äîëÿ òàêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò
íå ìåíåå 60 % è ê 48-ìó ÷ â ïîïóëÿöèè ñòèìóëèðîâàí-
íûõ ÔÃÀ ëèìôîöèòîâ äîëÿ êëåòîê CD25+ âûðàñòàåò äî
81.5 � 3.2 % (ðèñ. 1, á, ñòîëáöû 1). Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäó-
åò, ÷òî â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà ýêñïðåññèÿ
a-ñóáúåäèíèöû è ïðîöåññ ïîÿâëåíèÿ åå íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê ÿâëÿþòñÿ äîëãîâðåìåííûìè, òàê ÷òî ëèøü ê êîíöó
2-õ ñóò ÔÃÀ-èíäóöèðîâàííîé àêòèâàöèè Ò-ëèìôîöèòû
îáëàäàþò ïîëíîöåííûì ðåöåïòîðîì ÈË-2, êîòîðûé êðî-
ìå b- è gñ-ñóáúåäèíèö èìååò â ñâîåì ñîñòàâå è a-ñóáúåäè-
íèöó.

Ñî÷åòàíèå ôîðáîëîâîãî ýôèðà è êàëüöèåâîãî èîíîôî-
ðà èñïîëüçóåòñÿ â ýêñïåðèìåíòàõ äëÿ çàïóñêà ïðîëèôåðà-
òèâíîãî îòâåòà ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. Ìèíóÿ Ò-êëåòî÷-
íûé ðåöåïòîð ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ýòè àãåíòû
âêëþ÷àþò â ïîêîÿùèõñÿ Ò-êëåòêàõ äâà ãëàâíûõ âíóòðè-
êëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ òðàêòà — êàëüöèåâûé ñèãíàë è
ïðîòåèíêèíàçó Ñ, êîòîðûå èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â àêòè-
âàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NFAT è â ýêñïðåññèè
êàê ðîñòîâîãî ôàêòîðà ÈË-2, òàê è åãî ðåöåïòîðà (Crab-
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tree, Clipstone, 1994; Berridge, 1997). Ïðè ñòèìóëÿöèè
ëèìôîöèòîâ ÔÄÁ (10–8 M) â ñî÷åòàíèè ñ ÈÌ (5�10–7 Ì)
÷èñëî CD25+-êëåòîê â êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ íàðàñòàåò âî
âðåìåíè è äèíàìèêà ýêñïðåññèè CD25 ñõîäíà ñ äèíàìè-
êîé ÷èñëåííîñòè CD25+-êëåòîê ïðè ÔÃÀ-èíäóöèðîâàí-
íîé ñòèìóëÿöèè (ðèñ. 1, á, ñòîëáöû 2). ÔÄÁ â êîíöåíòðà-
öèè 10–8 M, âíåñåííûé â êóëüòóðó ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöè-
òîâ áåç ÈÌ, â òå÷åíèå 1 ñóò ïðàêòè÷åñêè íå âëèåò íà
÷èñëåííîñòü êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåð CD25 (ðèñ. 1, á,
ñòîëáöû 3).

Õàðàêòåðíûé ïðèçíàê óñïåøíîé àêòèâàöèè ëèìôîöè-
òîâ, ôèíàëüíûì ñîáûòèåì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ ïðîëèôåðà-
òèâíûé îòâåò, — óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ êëåòîê è ïðåâðà-
ùåíèå ìåëêèõ ïîêîÿùèõñÿ Ò-êëåòîê â êðóïíûå êëåòêè —
áëàñòû. Ïî íàøèì äàííûì, â òå÷åíèå 2 ñóò äèàìåòð íîð-
ìàëüíîãî Ò-ëèìôîöèòà êðîâè ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàí-
íîãî ÔÃÀ, óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 7.6 � 0.3 äî 12.9 � 0.8 ìêì,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò áîëåå ÷åì äâóêðàòíîìó óâåëè÷åíèþ
îáúåìà êëåòêè (Marakhova et al., 2005). Öèòîãðàììû, ïî-
ëó÷àåìûå â ðåçóëüòàòå èçìåðåíèé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê,
îêðàøåííûìè FITC-ìå÷åííûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
CD25, ïîçâîëÿþò ïðîñëåäèòü äèíàìèêó ïåðåõîäà ìåëêèõ
ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòîâ â áëàñòû è îõàðàêòåðèçîâàòü
ïðîöåññ ýêñïðåññèè CD25 íà ïîâåðõíîñòè Ò-êëåòîê ïî
õîäó áëàñòòðàíñôîðìàöèè. Êàê ïîêàçûâàåò ðèñ. 2, ÷åðåç
1 ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðó ëèìôîöèòîâ ÔÃÀ äîëÿ
êðóïíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò îêîëî 68 % è ê 48-ìó ÷ ñòè-
ìóëÿöèè êðóïíûå êëåòêè îáðàçóþò îñíîâíóþ ÷àñòü êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè (äî 75—80 %), ïðè ýòîì ÷èñëåííîñòü
ïîïóëÿöèè ìåëêèõ êëåòîê ñíèæàåòñÿ ïàðàëëåëüíî ñ óâå-
ëè÷åíèåì äîëè êðóïíûõ êëåòîê â êóëüòóðå. Â ñòèìó-

ëèðîâàííûõ ÔÃÀ ëèìôîöèòàõ â 1-å ÷ êîëè÷åñòâî
FITC-ìå÷åííûõ CD25-ìàðêåðîâ ðàñòåò êàê íà ìåëêèõ, òàê
è íà êðóïíûõ êëåòêàõ, îäíàêî ïîñëå 16—20-ãî ÷ ÷èñëåí-
íîñòü ìåëêèõ êëåòîê CD25+ ñíèæàåòñÿ è ê 48-ìó ÷ ïóë
ìåëêèõ CD25+-êëåòîê ñîñòàâëÿåò íå áîëåå 5 %, à ïîäàâëÿ-
þùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê (äî 92.5 %), ýêñïîíèðóþùèõ
ìàðêåð CD25, — ýòî êðóïíûå êëåòêè. Òàêîé õàðàêòåð äè-
íàìèêè êëåòîê CD25+ ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó òîãî, ÷òî
ýêñïðåññèÿ a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ÈË-2 çàïóñêàåòñÿ â
ëèìôîöèòàõ, êîòîðûå åùå íå âñòóïèëè â ôàçó ðîñòà, ò. å.
ïðåäøåñòâóåò áëàñòòðàíñôîðìàöèè.

Äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìà èíäóêöèè a-ñóáúåäèíèöû
ðåöåïòîðà ÈË-2 è èññëåäîâàíèÿ ñèãíàëüíûõ ïðîöåññîâ,
êîíòðîëèðóþùèõ åå ýêñïðåññèþ, âàæíî âûäåëèòü òó ñòà-
äèþ â ìíîãîñòóïåí÷àòîì ïðîöåññå àêòèâàöèè íîðìàëü-
íûõ Ò-ëèìôîöèòîâ, íà êîòîðîé íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íà-
÷èíàåò ïîÿâëÿòüñÿ ìàðêåð CD25. Äàííûå ëèòåðàòóðû è
íàøè íàáëþäåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî íîðìàëü-
íûå, âûäåëåííûå èç êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ ëèìôîöèòû
íå îòâå÷àþò íà ýêçîãåííûé ÈË-2 çàïóñêîì ïðîëèôåðàöèè
(Kumagai et al., 1988; Marakhova et al., 2005). ÈË-2 çàïóñ-
êàåò ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò òîëüêî â «êîìïåòåíòíûõ»
ëèìôîöèòàõ. ò. å. â òàêèõ ëèìôîöèòàõ, êîòîðûå äî ñòèìó-
ëÿöèè ýêçîãåííûì ÈË-2 èíêóáèðîâàëè íå ìåíåå 18—20 ÷
â ñðåäå, ñîäåðæàùåé íåìèòîãåííûå êîíöåíòðàöèè ÔÃÀ
(íå áîëåå 1 ìêã/ìë) èëè ÔÄÁ (10–8 Ì). Ñëåäóåò çàìåòèòü,
÷òî ïðèðîäà ñîñòîÿíèÿ «êîìïåòåíòíîñòè» äî íàñòîÿùåãî
âðåìåíè íå ðàñêðûòà è ìåõàíèçìû, êîòîðûå îáåñïå÷èâà-
þò ñïîñîáíîñòü ïðåäàêòèâèðîâàííûõ êëåòîê îòâå÷àòü íà
ÈË-2, íå èäåíòèôèöèðîâàíû. Âìåñòå ñ òåì ýòà ñõåìà àê-
òèâàöèè ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ ïðè
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ýêñïðåññèè CD25 â ñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà.

à — öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè CD25 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà, ñòèìó-
ëèðîâàííûõ ÔÃÀ â òå÷åíèå 48 ÷; ïî âåðòèêàëè — ôëóîðåñöåíöèÿ ëèìôîöèòîâ, ñâÿ-
çàâøèõ FITC-ìå÷åííûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD25, ëîãàðèôìè÷åñêàÿ øêàëà; ïî ãîðèçîí-
òàëè — FSC, ìàëîóãëîâîå ñâåòîðàññåÿíèå, óñë. åä.: 1 — ïîêîÿùèåñÿ êóëüòóðû áåç ÔÃÀ,
2 — 10 ìêã/ìë ÔÃÀ, 5 ÷, 3 — òî æå, 24 ÷, 4 — òî æå, 48 ÷. Ïðèâåäåíû ðåïðåçåíòàòèâíûå
äàííûå 1 ýêñïåðèìåíòà èç 6. á — èçìåíåíèå ÷èñëåííîñòè êëåòîê CD25+ â êóëüòóðàõ ëèì-
ôîöèòîâ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ, ÔÄÁ èëè ÔÄÁ â ñî÷åòàíèè ñ ÈÌ. 1 —
10 ìêã/ìë ÔÃÀ, 2 — 10–8 Ì ÔÄÁ â ñî÷åòàíèè ñ 5�10–7 Ì ÈÌ, 3 — ÔÄÁ, 10–8 Ì. Ïðèâåäå-
íû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (x sx± ) èç 9 ýêñïåðèìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ íà êóëüòóðàõ ëèìôîöèòîâ

èç êðîâè ðàçíûõ äîíîðîâ.



èññëåäîâàíèè ñèãíàëüíûõ ñîáûòèé, èíèöèèðóåìûõ â
êëåòêàõ ñ ó÷àñòèåì ÈË-2 è åãî ðåöåïòîðà.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû äàííûå, õàðàêòåðèçóþùèå
äèíàìèêó ýêñïðåññèè CD25 ïðè çàïóñêå ïðîëèôåðàöèè â
êóëüòóðå êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòîâ ýêçîãåííûì ÈË-2
(150 åä./ìë). Â ïîïóëÿöèè êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòîâ
äîëÿ êëåòîê CD25+ óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 1—2 äî 2—8 %, ÷òî
óêàçûâàåò íà âîçðàñòàíèå ÷èñëà êëåòîê, ýêñïîíèðóþùèõ
a-öåïü ðåöåïòîðà ÈË-2 (ðèñ. 3, ñòîëáöû 2). Âìåñòå ñ òåì
îñíîâíàÿ ÷àñòü ïîïóëÿöèè ëèìôîöèòîâ, êîòîðûå îáðàáà-
òûâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò íåìèòîãåííûìè êîíöåíòðàöèÿìè
ÔÃÀ, íå ýêñïðåññèðóþò CD25 è ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè
CD25–. Ïîñëå âíåñåíèÿ â êóëüòóðó êîìïåòåíòíûõ ëèìôî-
öèòîâ ÈË-2 êîëè÷åñòâî CD25+-êëåòîê íà÷èíàåò íàðàñòàòü
óæå ÷åðåç 3—5 ÷, ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ â òå÷åíèå
ñëåäóþùèõ 24 ÷, è ê êîíöó 2-õ ñóò ñòèìóëÿöèè èõ äîëÿ
â êóëüòóðå ñîñòàâëÿåò áîëåå 70 %. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷å-
ñòâî CD25+-êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ÈË-2 è ÔÃÀ, íàáëþäàå-
ìîå ê 48-ìó ÷ ñòèìóëÿöèè, îêàçûâàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè îäè-
íàêîâûì. ×åðåç 48 ÷ â ÈË-2-èíäóöèðîâàííûõ êóëüòóðàõ
ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê CD25+ ñòàíîâÿòñÿ áëàñ-
òàìè (ðèñ. 3, ñòîëáöû 4). Ñâîåâðåìåííî îòìåòèòü, ÷òî â êó-
ëüòóðàõ ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòîâ êðîâè ÷åëîâåêà ÈË-2
(150—250 åä./ìë) â òå÷åíèå 1 ñóò íå óâåëè÷èâàåò ÷èñëåí-
íîñòü êëåòîê CD25+ (ðèñ. 3, ñòîëáöû 3). Ðåçóëüòàòû ýêñïå-
ðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ íà êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòàõ, êî-
òîðûå ñòèìóëèðîâàëè ýêçîãåííûì ÈË-2, ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ðàçâè-
âàåòñÿ âî âðåìåíè, íîñèò äëÿùèéñÿ õàðàêòåð è ïðèóðî÷åíà
ê ÈË-2-çàâèñèìîé ñòàäèè îòâåòà Ò-ëèìôîöèòîâ.

Òðàíñêðèïöèîííàÿ ðåãóëÿöèÿ ãåíà a-ñóáúåäèíèöû
ðåöåïòîðà ÈË-2 â Ò-ëèìôîöèòàõ èíòåíñèâíî èçó÷àåòñÿ.
Â ãåíå a-ñóáúåäèíèöû èìååòñÿ íåñêîëüêî (äî 6) ðåãóëÿ-
òîðíûõ ýëåìåíòîâ, è â èíäóêöèþ ýêñïðåññèè ýòîé ñóáú-
åäèíèöû âîâëå÷åíû òàêèå ñèãíàëüíûå áåëêè, êàê AP-1,
NF-kB, NFAT, êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ íà ïåðâîé, àíòè-
ãåí-çàâèñèìîé, ñòàäèè çàïóñêà îòâåòà Ò-êëåòîê è êîòîðûå
èìåþò ïðÿìîå îòíîøåíèå ê ýêñïðåññèè ñîáñòâåííîãî ðîñ-
òîâîãî ôàêòîðà Ò-êëåòîê (ÈË-2) è åãî âûñîêîàôôèííîãî
ðåöåïòîðà (Kim, Leonard, 2002). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýêñ-
ïðåññèÿ a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ÈË-2 ìîæåò èíäóöè-
ðîâàòüñÿ êàê àíòèãåíîì ÷åðåç Ò-êëåòî÷íûé ðåöåïòîð, òàê
è öèòîêèíîì ÷åðåç ðåöåïòîð ÈË-2.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðåäñòàâëåíèå î ðåãóëÿöèè ýê-
ñïðåññèè a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ÈË-2 ñôîðìèðîâà-
ëîñü íà îñíîâå àíàëèçà äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ïîäõîäîâ, êîòîðûå
äàþò âîçìîæíîñòü äèññåêöèè îòäåëüíûõ ýëåìåíòîâ ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé è óñòàíàâëèâàþò ó÷àñòèå ýòèõ ýëåìåíòîâ â
ðåãóëÿöèè. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü äàííûõ ïîëó÷åíà íà
Ò-êëåòêàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÷åðåç Ò-ðåöåïòîð, èëè íà
ïîñòîÿííûõ ëèíèÿõ Ò-êëåòîê ìûøåé. Èçâåñòíî, îäíàêî,
÷òî ýòè êëåòêè îòëè÷àþòñÿ îò íîðìàëüíûõ, ïîêîÿùèõñÿ
ëèìôîöèòîâ êðîâè ÷åëîâåêà ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ñèã-
íàëüíûõ ìîëåêóë, òàêèõ êàê c-myc, c-raf è äð. (Crabtree,
1999). Âìåñòå ñ òåì ñâåäåíèé î òîì, êàê ôóíêöèîíèðóþò
ñèãíàëüíûå ýëåìåíòû â íàòèâíîé êëåòêå, êðàéíå ìàëî, è
ìåõàíèçì êîîïåðàöèè ñèãíàëüíûõ ñîáûòèé, çàïóñêàåìûõ
â êëåòêå ÷åðåç Ò-êëåòî÷íûé ðåöåïòîð è ÷åðåç ðåöåïòîð
ÈË-2, îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì. Â îòíîøåíèè a-ñóáúåäè-
íèöû ðåöåïòîðà ÈË-2 ïðèíöèïèàëüíî óñòàíîâèòü ðîëü
Ò-ðåöåïòîðà è ðåöåïòîðà ÈË-2 â èíäóêöèè ýêñïðåññèè.
Âñòàåò âîïðîñ: íå ÿâëÿåòñÿ ëè êëþ÷åâûì ñîáûòèåì äëÿ
çàïóñêà ýêñïðåcñèè a-áåëêà âçàèìîäåéñòâèå ÈË-2 ñ åãî
ðåöåïòîðîì, à ïðè÷àñòíîñòü òàêèõ áåëêîâ, êàê NF-kB,
NFAT, êîòîðûå õàðàêòåðíû äëÿ ïåðâîé, TCR-èíäóöèðî-
âàííîé, ñòàäèè àêòèâàöèè, îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî â íàòèâ-
íîé êëåòêå îíè ó÷àñòâóþò â ýêñïðåññèè ñîáñòâåííîãî ðîñ-
òîâîãî ôàêòîðà Ò-êëåòîê, êàêèì ÿâëÿåòñÿ ÈË-2? Ðåçóëüòà-
òû, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ïðè ñîïîñòàâ-
ëåíèè äèíàìèêè CD25+-êëåòîê â êóëüòóðàõ Ò-ëèìôîöèòîâ
÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ ðàçíûìè ìèòîãåíàìè è ñ ðàç-
íûõ òî÷åê àêòèâàöèîííîãî ïðîöåññà, ïîçâîëÿþò âûäâèíóòü
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ àêòèâàöèè
Ò-êëåòîê çàïóñê ýêñïðåññèè a-ñóáúåäèíèöû äîëæåí îñó-
ùåñòâëÿòüñÿ ñ «íåïîëíîöåííîãî», bgñ-ðåöåïòîðà, êîòîðûé
íå èìååò â ñîñòàâå a-ñóáúåäèíèöû è õàðàêòåðèçóåòñÿ íèç-
êèì ñðîäñòâîì ê ÈË-2. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ âûäâèíóòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ íåîáõîäèìî âûÿñíèòü âîçìîæíîñòü èíäóê-
öèè ìÐÍÊ a-áåëêà ñ bgñ-ðåöåïòîðà ÈË-2 â íîðìàëüíûõ ïî-
êîÿùèõñÿ Ò-ëèìôîöèòàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ïîÿâëåíèÿ ìàðêåðà CD25 íà ìåëêèõ è êðóï-
íûõ êëåòêàõ êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííîé

ÔÃÀ.

1 — îáùàÿ äîëÿ êëåòîê CD25+, 2 è 3 — ñîîòâåòñòâåííî äîëÿ êðóïíûõ è
ìåëêèõ êëåòîê CD25+. Ïðèâåäåíû ðåïðåçåíòàòèâíûå äàííûå 1 ýêñïåðè-

ìåíòà èç 7.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ÷èñëåííîñòè êëåòîê CD25+ â êóëüòóðå ïî-
êîÿùèõñÿ è êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè

÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2.

1 — ëèìôîöèòû, ïðîèíêóáèðîâàííûå â òå÷åíèå 20 ÷ ñ 1 ìêã/ìë ÔÃÀ
(êîìïåòåíòíûå ëèìôîöèòû) è äàëåå ñòèìóëèðîâàííûå ÈË-2
(150 åä./ìë); 2 — ÔÃÀ, 1 ìêã/ìë; 3 — ïîêîÿùèåñÿ ëèìôîöèòû ñ ÈË-2
(150 åä./ìë); 4 — äîëÿ êðóïíûõ êëåòîê CD25+ â êóëüòóðå êîìïåòåíò-
íûõ ëèìôîöèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2 (1). Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷å-

íèÿ ( )x sx± èç 5 ýêñïåðèìåíòîâ.
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THE EXPRESSION OF CD25 IN PHYTOHEMAGGLUTININ- OR INTERLEUKIN-2-STIMULATED

HUMAN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

V. V. Zenin, N. A. Aksenov, A. N. Shatrova, I. I. Marakhova1

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

The timely expression of a high affinity receptor for interleukin-2 (IL-2R) in human peripheral blood lym-
phocytes stimulated by various mitogens was examined by cytophotometric evaluation of the number of CD25
bearing cells (CD25+). In resting lymphocyte culture both phytohemagglutinin (PHA, 10 (mg/ml) and
12,13-phorbol dibutirate (PDBu, 10–8 M) and ionomycin (IM, 5�10–7 M) induce the long-lasting increase (du-
ring 48 h) in the number of CD25+ cells. Only in competent (not in resting) lymphocytes, pretreated by submito-
genic doses of PHA (1 mg/ml), interleukin-2 (IL-2) is capable to induce the time-dependent CD25 expression.
When comparing the time course of CD25+ expression and the blasttransformation it was found that the CD25
markers were revealed on small stimulated lymphocytes and all the large blasts were the CD+ cells with high-af-
finity abgc receptor for IL-2. In conclusion, the expression of a-subunit of IL-2R takes place during the IL-2-de-
pendent stage of T cell proliferation and may be directly induced by IL-2 via IL-2R.

K e y w o r d s: human lymphocytes, interleukin-2, a-subunit, interleukin-2 receptor, CD25.
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