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Å. Â. Ìèòþøîâà è äð.
Ðîëü áåëêà STAT5 â ýêñïðåññèè àëüôà-öåïè ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà

Ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå äèíàìèêè àêòèâàöèè áåëêîâ STAT3 è STAT5 è ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðà ÈË-2 íà ðàçíûõ ýòàïàõ ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ).
Îá àêòèâàöèè áåëêîâ STAT ñóäèëè ïî óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó ôîðì,
à êîëè÷åñòâî CD25-ìàðêåðîâ a-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà ÈË-2 è ïðîõîæäåíèå ñòèìóëèðîâàííûõ ËÏÊ ïî
êëåòî÷íîìó öèêëó îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Âûÿâèëè ðàçëè÷èå â äèíàìèêå
àêòèâàöèè STAT3 ïî ñðàâíåíèþ ñî STAT5 ïðè ñòèìóëÿöèè ñâåæåâûäåëåííûõ, ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ ñ ïî-
ìîùüþ ÔÃÀ è êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ ñ ïîìîùüþ ÈË-2. Îáíàðóæåíî, ÷òî ôîñôîôîðìû STAT3 ïðèñóòñòâó-
þò è â ïîêîÿùèõñÿ, è â êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ, è èõ êîëè÷åñòâî ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå 1 ñóò
äåéñòâèÿ ÔÃÀ èëè ÈË-2. Â îòëè÷èå îò STAT3 ôîñôîôîðìû STAT5 îòñóòñòâóþò â ïîêîÿùèõñÿ è êîìïå-
òåíòíûõ ËÏÊ, îíè ïîÿâëÿþòñÿ íå ðàíåå ÷åì ÷åðåç 2—5 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÃÀ, äîñòèãàÿ ìàêñèìàëü-
íîãî óðîâíÿ ê êîíöó 1-õ ñóò ñòèìóëÿöèè. Â êîìïåòåíòíûõ êëåòêàõ ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT5 âîçðàñòà-
åò â îòâåò íà ÈË-2 óæå ÷åðåç 0.5 ÷ è ïîääåðæèâàåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå â òå÷åíèå 2 ñóò. Â ðàçíûõ óñëî-
âèÿõ çàïóñêà ïðîëèôåðàöèè â êóëüòóðàõ ËÏÊ âûÿâëåíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó ïîâûøåííûì è äëÿùèìñÿ âî
âðåìåíè óðîâíåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 è ýêñïðåññèåé CD25. Ïîêàçàíî, ÷òî â ËÏÊ, ñòèìóëèðîâàí-
íûõ ìèòîãåíàìè, WHI-P131 (èíãèáèòîð òèðîçèíêèíàçû JAK3) îòìåíÿåò âîçðàñòàíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT5, ïîâåðõíîñòíóþ ýêñïðåññèþ CD25 è çàïóñê ïðîëèôåðàöèè. Ñäåëàí âûâîä î ðåøàþùåé ðîëè ïó-
òè ñèãíàëèçàöèè JAK3/STAT5 â ïîääåðæàíèè âûñîêîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïîëíîöåííîãî, abgñ-ðåöåï-
òîðà ÈË-2 ïî õîäó ÈË-2-ðåãóëèðóåìîé ñòàäèè ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ËÏÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèìôîöèòû ÷åëîâåêà, STAT3, STAT5, ðåöåïòîð èíòåðëåéêèíà-2, a-ñóáúåäè-
íèöà ðåöåïòîðà ÈË-2, CD25, JAK.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈË-2 — èíòåðëåéêèí-2, ÈË-2Ða — a-ñóáúåäèíèöà ðåöåïòîðà ÈË-2,
ËÏÊ — ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ÔÃÀ — ôèòîãåìàããëþòèíèí, JAK — janus tyrosine kinase,
PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð, STAT — signal transduñers and activators of transcription.

Àêòèâàöèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ è çàïóñê ïðîëèôåðàòèâíî-
ãî îòâåòà — ìíîãîêàñêàäíûé ïðîöåññ, â êîòîðîì èñïîëü-
çóþòñÿ âñå èçâåñòíûå ïóòè âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçà-
öèè. Ïî ñïåöèôèêå ñèãíàëüíûõ ïóòåé è èõ ìèøåíÿì ýòîò
ïðîöåññ äåëÿò íà 2 ñòàäèè — ïåðâàÿ íà÷èíàåòñÿ ñ àêòèâà-
öèè Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà àíòèãåíîì è óñëîâíî çàêàí-
÷èâàåòñÿ ñèíòåçîì Ò-êëåòî÷íîãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà èí-
òåðëåéêèíà-2 (ÈË-2), òîãäà êàê ñëåäóþùàÿ ñòàäèÿ èíäó-
öèðóåòñÿ âçàèìîäåéñòâèåì ÈË-2 ñ åãî ðåöåïòîðîì
(Crabtree, 1989; Berridge, 1997; Leonard et al., 1999). Íàðÿ-
äó ñ ïðîäóêöèåé ÈË-2 â çàïóñêå ïðîëèôåðàòèâíîãî îò-
âåòà Ò-ëèìôîöèòîâ êëþ÷åâóþ ðîëü èãðàåò ýêñïðåññèÿ ðå-
öåïòîðà ÈË-2. Â ïðîöåññå àêòèâàöèè ëèìôîöèòîâ ñòðóê-
òóðà è ñâîéñòâà ðåöåïòîðà ÈË-2 èçìåíÿþòñÿ. Â
÷àñòíîñòè, ñ ýêñïðåññèåé a-öåïè è åå ïîÿâëåíèåì â ñîñòà-
âå ðåöåïòîðà ÈË-2, ñîñòîÿùåãî â ïîêîÿùèõñÿ Ò-êëåòêàõ
èç äâóõ ñóáúåäèíèö — b è gñ, ñâÿçûâàþò 100-êðàòíîå ïî-
âûøåíèå àôôèííîñòè ðåöåïòîðà ê ÈË-2, ÷òî è îáåñïå÷è-
âàåò ñïîñîáíîñòü Ò-ëèìôîöèòîâ îòâå÷àòü íà ôèçèîëîãè-
÷åñêèå êîíöåíòðàöèè ÈË-2, ïðîäóöèðóåìûå êëåòêîé
(Robb et al., 1987; Leonard, 1996; Kim et al., 2006). Òàêèì
îáðàçîì, â Ò-êëåòêàõ ÷åëîâåêà èíäóêöèÿ ïîëíîöåííîé

ôóíêöèîíàëüíîé ñèñòåìû, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ÈË-2 è ðå-
öåïòîð ÈË-2, ÿâëÿåòñÿ ðåøàþùèì ìîìåíòîì â çàïóñêå
ïðîëèôåðàöèè è èììóííîãî îòâåòà. Èçâåñòíî, ÷òî íàðó-
øåíèÿ â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ÈË-2 è åãî ðåöåïòîðà ïðè-
âîäÿò ê ðàçâèòèþ ëåéêîçîâ, àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé è
èììóíîäåôèöèòà (Leonard, 2001à; Ross et al., 2007; Roch-
man et al., 2009; Frank, 2012).

Êàê ïîêàçûâàåò ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç, â
ýêñïðåññèè ãåíà ÈË-2Ða äîëæíû ó÷àñòâîâàòü ñèãíàëüíûå
ïóòè, êîòîðûå çàïóñêàþòñÿ êàê àíòèãåíîì (ìèòîãåíîì)
÷åðåç Ò-êëåòî÷íûé ðåöåïòîð, òàê è ÈË-2 ÷åðåç ðåöåïòîð
ÈË-2 (Kim et al., 2001; Kim, Leonard, 2002). Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ âûÿâëÿþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå ðåãóëÿòîðíûå çîíû
ãåíà ÈË-2Ða, êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ òðàíñôîðìèðóþ-
ùèì ôàêòîðîì TGFb ñîâìåñòíî ñ ñèãíàëîì ñ Ò-êëåòî÷íî-
ãî ðåöåïòîðà (Kim et al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, ýêñïðåñ-
ñèÿ ÈË-2Ða ïðè àêòèâàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ ïðè-
ìåðîì òîãî, êàê â çàïóñê ôóíêöèè êîíêðåòíîé ìèøåíè â
íàòèâíîé êëåòêå âîâëå÷åíî íåñêîëüêî ñèãíàëüíûõ ïóòåé,
êîòîðûå ìîãóò çàïóñêàòüñÿ ñ ðàçíûõ ìåìáðàííûõ ðåöåï-
òîðîâ èëè ñ ðàçíûõ òî÷åê èíäóöèðîâàííîãî ðåöåïòîðîì
ñèãíàëüíîãî êàñêàäà.
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Íà ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ÷åëî-
âåêà íàìè áûëà îõàðàêòåðèçîâàíà äèíàìèêà ïîâåðõíîñò-
íîé ýêñïðåññèè ÈË-2Ða ïî õîäó ðàçâèòèÿ ïðîëèôåðàòèâ-
íîãî îòâåòà (Çåíèí è äð., 2011; Øàòðîâà è äð., 2011). Ìå-
òîäîì èçáèðàòåëüíîãî ïîäàâëåíèÿ ôàðìàêîëîãè÷åñêèìè
àãåíòàìè àêòèâíîñòè ñèãíàëüíûõ áåëêîâ âûÿâëåíî ó÷àñ-
òèå íåðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç ñåìåéñòâà JAK è Src
â ïîâåðõíîñòíîé ýêñïðåññèè CD25 (CD, cluster of differen-
tiation), êîòîðûé ñëóæèò ìàðêåðîì ÈË-2Ða. Ðåçóëüòà-
òû èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè àêòèâà-
öèè Ò-ëèìôîöèòîâ ñèãíàë äëÿ çàïóñêà ýêñïðåññèè
ÈË-2Ða ïîñòóïàåò ñ Ò-ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà ÷åðåç
Src-êèíàçíûé ñèãíàëüíûé ïóòü, òîãäà êàê íà ïîçäíåé ñòà-
äèè ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè CD25 äîëæåí ðåãóëèðîâàòüñÿ ÷åðåç ðåöåïòîð ÈË-2 ñ
ó÷àñòèåì JAK-çàâèñèìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè. Âñòàåò âîï-
ðîñ î òîì, êàêèå ñèãíàëüíûå áåëêè îáåñïå÷èâàþò çàïóñê
ýêñïðåññèè ÈË-2Ða íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ïðîëèôåðàòèâíîãî
îòâåòà.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî äâà ïðåäñòàâèòåëÿ ñåìåéñòâà òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ STAT — STAT3 è STAT5 — ó÷à-
ñòâóþò â äèôôåðåíöèðîâêå, ïðîëèôåðàöèè è âûæèâàíèè
Ò-ëèìôîöèòîâ (Moriggl et al., 1999a, 1999b; Akira, 2000;
Leonard, 2001b; Lockyer et al., 2007; Ross et al., 2007; Hel-
temes-Harris et al., 2011; Lin et al., 2012). Áîëüøèíñòâî èñ-
ñëåäîâàíèé, óñòàíàâëèâàþùèõ ðîëü áåëêîâ STAT, âûïîë-
íåíî íà Ò-êëåòêàõ ìûøåé èëè íà ïîñòîÿííûõ ëèíèÿõ
ëèìôîèäíûõ êëåòîê ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãåíåòè÷åñêèìè
äåôåêòàìè. Â òàêèõ ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ â àêòèâàöèè
Ò-ëèìôîöèòîâ ìîãóò ó÷àñòâîâàòü äðóãèå ñèãíàëüíûå
ïóòè, êîìïåíñèðóþùèå âûêëþ÷åíèå ïóòåé ñèãíàëèçàöèè
â êëåòêàõ in vivo (Shi et al., 2009). Îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åí-
íûì âîïðîñ, êàêèì îáðàçîì â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ
ñèãíàëû, ïîñòóïàþùèå ñ Ò-ðåöåïòîðà è ñ ðåöåïòîðà
ÈË-2, èíòåãðèðóþòñÿ ïî õîäó ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà
íîðìàëüíûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — èññëåäîâàòü ìåõàíèçì
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ÈË-2Ða, äëÿ ÷åãî îõàðàêòåðèçî-
âàòü ðîëü STAT3 è STAT5 â èíäóêöèè CD25 íà ÈË-2-çà-
âèñèìîé ñòàäèè àêòèâàöèè íîðìàëüíûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà.
Â ðàáîòå ïðîñëåæåíû ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òè-
ðîçèíó STAT3 è STAT5 è äèíàìèêà ïîâåðõíîñòíîé ýêñ-
ïðåññèè CD25 ïðè çàïóñêå ïðîëèôåðàöèè â êóëüòóðå ñâå-
æåâûäåëåííûõ è êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà ôèòîãå-
ìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ) èëè ÈË-2, à òàêæå ïðè äåéñòâèè
ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ñèãíàëüíûõ ïóòåé,
ôóíêöèîíèðóþùèõ ñ ó÷àñòèåì òèðîçèíêèíàç ñåìåéñòâ
Src è JÀK. Ñäåëàí âûâîä î ðåøàþùåé ðîëè ïóòè ñèãíàëè-
çàöèè JÀK3/STAT5 â ïîääåðæàíèè âûñîêîãî óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ïîëíîöåííîãî, abgñ-ðåöåïòîðà ÈË-2 â àêòèâèðî-
âàííûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà.

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. Ëèìôîöèòû âûäåëÿëè ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå èç
ñâåæåé äîíîðñêîé êðîâè (Boyum, 1968). Ëåéêîöèòàðíóþ
ôðàêöèþ îòáèðàëè ïîñëå îñàæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ äîáàâ-
ëåíèåì â êðîâü 6 %-ãî ðàñòâîðà äåêñòðàíà (ìîë. ìàññà
500 000). Ñóñïåíçèþ ëåéêîöèòîâ (ïî 8 ìë) íàñëàèâàëè íà
3 ìë ãèñòîïàêà è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
600 g. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ èíòåðôàçó ïåðåíîñèëè â
ïðîáèðêè è 3—4 ðàçà ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áó-
ôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS) ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (â ìÌ):

137 NaCl, 2.7 KCl, 8 Na2HPO4 è 1.5 KH2PO4. Äëÿ óäàëåíèÿ
ìàêðîôàãîâ (ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê ïëàñòèêó) 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. Ïîñëå ýòîãî
ñóñïåíçèþ ëèìôîöèòîâ ðàçëèâàëè âî ôëàêîíû ïðè êîí-
öåíòðàöèè êëåòîê 2 ìëí/ìë, à íà ñëåäóþùèå ñóòêè èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ. Èíãèáèòîðû òèðîçèíêèíàç Src
(âåùåñòâî PP2) èëè JÀK (âåùåñòâî WHI-P131) äîáàâëÿëè
â êóëüòóðó ËÏÊ çà 1.5 ÷ äî ìèòîãåííîé ñòèìóëÿöèè.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ê ë å ò î ÷ í û õ ë è ç à ò î â. Äëÿ
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè
êëåòî÷íûå ëèçàòû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òîòàëüíûõ ëèçàòîâ
êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 600 g â òå÷å-
íèå 10 ìèí, îòìûâàëè õîëîäíûì PBS è ëèçèðîâàëè íà
ëüäó â ëèçèðóþùåì áóôåðå (pH 7.4), ñîäåðæàùåì 50 ìM
Tris-HCl, pH 7.4, 1 % Òðèòîíà Õ-100, 0.5 % íîíèäåòà Ð-40
(NP-40), 150 ìM NaCl, 1 ìM EDTA, èíãèáèòîðû ïðîòåàç
(1 ìÌ PMSF è 1 ìêã/ìë êîêòåéëÿ èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç) è
èíãèáèòîðû ôîñôàòàç (1 ìÌ Na3VO4, 5 ìÌ EGTA è
10 ìÌ NaF). Ïîëó÷åííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
15 000 g â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 4 °C. Ñóïåðíàòàíò îòáèðà-
ëè, 2 ìêë áðàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè áåëêà â
ïðîáå. Ê îñòàëüíîìó ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè áóôåð
Ëýììëè äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïðîá (40 ìÌ Tris-HCl,
pH 6.8, 20 % SDS, 20 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà è 40 % ãëèöå-
ðèíà) èç ðàñ÷åòà 1 ÷àñòü áóôåðà íà 4 ÷àñòè ëèçàòà è èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 100 °Ñ. Êîëè÷åñòâî îáùåãî
áåëêà â ïðîáå îöåíèâàëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðä (Bradford,
1976). Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà äëÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé
èñïîëüçîâàëè îâàëüáóìèí.

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. Ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì
äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóò-
ñòâèè SDS. Êîíöåíòðèðóþùèé ãåëü (ðÍ 6.8) ñîäåðæàë
4 % ïîëèàêðèëàìèäà, à ðàçäåëÿþùèé (ðÍ 8.8) — 7.5 %.
Ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â áëîêàõ ãåëÿ 90�60�1 ìì
ïðè ñèëå òîêà 30 ìÀ íà ïëàñòèíó â òå÷åíèå 2 ÷. Ðàçäåëåí-
íûå â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå áåëêè ïåðåíîñèëè íà íè-
òðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó Hybond-C Extra (Amersham
Pharmacia Biotech, Øâåöèÿ). Ýëåêòðîïåðåíîñ ïðîâîäèëè
ïðè ñèëå òîêà 0.8 ìÀ íà 1 ñì2 ãåëÿ â òå÷åíèå 1 ÷ â áóôåðå
äëÿ ýëåêòðîïåðåíîñà (48 ìÌ Òðèñ, 39 ìÌ ãëèöèíà,
0.037 % SDS è 15 % ìåòàíîëà).

Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ ïîëîñ èñïîëüçîâàëè Pon-
ceau S (Sigma, ÑØÀ). Èììóíîáëîòèíã ïðîâîäèëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé ECL Western blotting protocols
(Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Èíêóáàöèþ ñ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó STAT3 è
STAT5 ïðîâîäèëè ïðè 4 °Ñ. Âñå îñòàëüíûå ïðîöåäóðû
îñóùåñòâëÿëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ìåìáðàíó
ïðîìûâàëè TTBS (20 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7.5, 150 ìÌ NaCl
è 0.1 % Tween-20), ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè ïîñëåäîâà-
òåëüíî â 5%-íîì ðàñòâîðå ñóõîãî ìîëîêà â TTBS â òå÷å-
íèå 1 ÷ è â ðàñòâîðå ïåðâûõ àíòèòåë â 5%-íîì ðàñòâîðå
BSA â TTBS â òå÷åíèå 10—12 ÷, çàòåì ïðîìûâàëè TTBS
(3 ðàçà ïî 5 ìèí). Äàëåå ìåìáðàíó ïîìåùàëè íà 1 ÷ â ðàñ-
òâîð âòîðûõ àíòèòåë â 5%-íîì ðàñòâîðå ìîëîêà â TTBS,
ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè TTBS (3 ðàçà ïî 5 ìèí).

Äëÿ äåòåêöèè ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè êîíúþãàòîâ
GAR-HRP èñïîëüçîâàëè ðåàêöèþ óñèëåííîé õåìèëþìè-
íåñöåíöèè (ECL). Ìåìáðàíó ïðîìûâàëè âîäîé è èíêóáè-
ðîâàëè â òåìíîòå 1 ìèí â ñâåæåïðèãîòîâëåííîì ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì 100 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 8.5, 1.25 ìÌ ëþìèíî-
ëà, 0.2 ìÌ êóìàðîâîé êèñëîòû è 0.01 % Í2Î2. Õåìèëþìè-

422 Å. Â. Ìèòþøîâà è äð.



íåñöåíòíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ýêñïîíèðîâàíèåì
íà ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó (CEA AB, Øâåöèÿ). Äëÿ óäàëå-
íèÿ ñâÿçàâøèõñÿ ñ íèòðîöåëëþëîçíîé ìåìáðàíîé àíòè-
òåë è ïîâòîðíîé îêðàñêè åå äðóãèìè àíòèòåëàìè ìåìáðà-
íó èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 60 ìÌ
Òðèñ-HCl, ðÍ 6.8, 2 % SDS è 100 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà,
â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 56 °Ñ.

À í ò è ò å ë à. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâà-
ëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ STAT3 èëè STAT3,
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 705, ïðîòèâ STAT5
èëè STAT5, ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 694 (Cell
Signalling Technology, ÑØÀ). Àíòèòåëà ðàçâîäèëè (1 :
1000) 5%-íûì ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà (BSA) â 0.1%-íîì TTBS. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë
èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà (Cell Signaling, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííûå íà
5%-íîì îáåçæèðåííîì ìîëîêå â ðàçâåäåíèè 1 : 6000. Ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, îïîçíàþùèå íåôîñôîðèëè-
ðîâàííûå ôîðìû b-àêòèíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ), â ðàç-
âåäåíèè 1 : 2000 ãîòîâèëè íà 1%-íîì BSA è â êà÷åñòâå
âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà êîçüè àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììó-
íîãëîáóëèíîâ ìûøè.

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 öèòîôëó-
îðèìåòð Epics XL (Beckman Coulter), ñíàáæåííûé àðãî-
íîâûì ëàçåðîì 488 íì. Còàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó
ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûì
ïðîòîêîëîì îáðàáîòêè äàííûõ EpicsXL.

Ä ë ÿ î ö å í ê 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 èñïîëüçîâàëè ìåòîä ïðîòî÷íîé ÄÍÊ-öè-
òîìåòðèè. Ïåðåä èçìåðåíèåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè
30 ìèí â PBS, ñîäåðæàùåì 0.02 % ñàïîíèíà. Ïîñëå îò-
ìûâêè îò ñàïîíèíà êëåòêè îêðàøèâàëè â ðàñòâîðå PBS,
ñîäåðæàùåì 50 ìêã/ìë èîäèäà ïðîïèäèÿ è 250 ìêã/ìë ðè-
áîíóêëåàçû (30—40 ìèí, 37 °Ñ). Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïðîâîäèëè íà öèòî-
ôëóîðèìåòðå Epics XL (Beckman Coulter).

Ä ë ÿ î ö å í ê è æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ë è ì ô î ö è -
ò î â ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè
èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç îöåíèâàëè âíóòðèêëåòî÷íîå
ñîäåðæàíèå êàòèîíîâ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïëàìåííîé ôî-
òîìåòðèè (Âåðåíèíîâ è äð., 1991). Èçìåðåíèÿ ñîäåðæà-
íèÿ êàëèÿ, íàòðèÿ è ðóáèäèÿ (àíàëîã êàëèÿ) ïðîâîäèëè
÷åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ËÏÊ ñ ÔÃÀ â îòñóòñòâèå èëè
â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ WHI-P131 èëè PP2. Íåèçìåí-
íîñòü îòíîøåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ ê
ñîäåðæàíèþ íàòðèÿ (Ki/Nai) è âûñîêèå óàáàèí-÷óâñòâè-
òåëüíûå ïîòîêè ðóáèäèÿ, ñâÿçàííûå ñ àêòèâíîñòüþ íàò-
ðèåâîãî íàñîñà, ïîñëå èíêóáàöèè ËÏÊ ñ èíãèáèòîðàìè
ñâèäåòåëüñòâîâàëè îá îòñóòñòâèè òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
èíãèáèòîðîâ íà êëåòêè.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ÈË-2
(Áèîòåõ, Ðîññèÿ), ÔÃÀ, óàáàèí, ãèñòîïàê 1.077, äåêñòðàí
500, ñàïîíèí, áðîìèñòûé ýòèäèé, èîäèä ïðîïèäèÿ è
WHI-P131 (Sigma, ÑØÀ), PP2 (Calbiochem, ÑØÀ), ÐÍÊà-
çà (Serva, Ãåðìàíèÿ), FITC-îêðàøåííûå àíòèòåëà ïðîòèâ
CD25 (Invitrogen, ÑØÀ), ñðåäà RPMI (Áèîëîò, Ðîññèÿ).
Ðàñòâîðû ÔÃÀ (1 ìã/ìë) ãîòîâèëè íà 0.14 Ì NaCl, ðàñ-
òâîðû WHI-P131 è PP2 — íà äèìåòèëñóëüôîêñèäå, êîí-
öåíòðàöèÿ êîòîðîãî â òåñòèðóþùèõ ðàñòâîðàõ ñ êëåòêàìè
íå ïðåâûøàëà 0.05 %.

Ðåçóëüòàòû

Ä è í à ì è ê à à ê ò è â à ö è è S T A T 3 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. Èçâåñòíûé ïîëèêëîíàëü-
íûé ìèòîãåí äëÿ Ò-ëèìôîöèòîâ ÔÃÀ, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ
ïîâåðõíîñòüþ êëåòêè, âûçûâàåò ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ
Ò-ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà è çàïóñêàåò òîò æå êàñêàä
ïîñòðåöåïòîðíûõ ñèãíàëîâ, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåò ðàí-
íþþ ñòàäèþ àêòèâàöèè Ò-êëåòêè àíòèãåíîì (Weiss et al.,
1986; Smith-Garvin et al., 2009). Ìèòîãåííûå äîçû ÔÃÀ
èíäóöèðóþò âûõîä íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ èç ñîñòîÿ-
íèÿ ïîêîÿ â êëåòî÷íûé öèêë, à ËÏÊ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðî-
âàííûå ÔÃÀ, øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â ýêñïåðèìåíòàõ â
êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû ïðè èçó÷åíèè ñèãíàëüíûõ
ìåõàíèçìîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê.

Ðèñ. 1 ïîêàçûâàåò èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ïî òèðîçèíó STAT3 è STAT5 â ËÏÊ ÷åðåç 2 è 24 ÷ ïî-
ñëå ñòèìóëèðîâàíèÿ ÔÃÀ â ìèòîãåííîé êîíöåíòðàöèè
(10 ìêã/ìë), çäåñü æå ïîêàçàíî âëèÿíèå ñïåöèôè÷åñêèõ
èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç JÀK (WHI-P131) è Src (PP2)
íà ôîñôîðèëèðîâàíèå ýòèõ áåëêîâ. Âèäíî, ÷òî â íåñòèìó-
ëèðîâàííûõ ËÏÊ ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû STAT5 îò-
ñóòñòâóþò, îíè ïîÿâëÿþòñÿ òîëüêî ïîñëå 2-÷àñîâîé ñòè-
ìóëÿöèè, à âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5
îòìå÷àåòñÿ òîëüêî ÷åðåç 24 ÷ äåéñòâèÿ ÔÃÀ. Â îòëè÷èå
îò STAT5 ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû STAT3 ïðèñóòñò-
âóþò â íåñòèìóëèðîâàííûõ ËÏÊ, èõ êîëè÷åñòâî íåñêîëü-
êî óâåëè÷èâàåòñÿ â ïåðâûå ÷àñû äåéñòâèÿ ÔÃÀ è ïîäðàñ-
òàåò çà 24 ÷, íî íå áîëåå ÷åì íà 15—20 %. Çà 24 ÷ ñòèìó-
ëÿöèè óâåëè÷èâàåòñÿ ñîäåðæàíèå íåôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì STAT3 è STAT5 â ïðîáàõ. Ýòîò ðåçóëüòàò îçíà÷àåò,
÷òî â àêòèâèðîâàííîé êëåòêå îòíîñèòåëüíàÿ äîëÿ áåëêîâ
STAT âîçðàñòàåò, ïîñêîëüêó ïðîáû íà ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêèõ äîðîæêàõ, âûðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó îáùåãî êëå-
òî÷íîãî áåëêà. Â ýòèõ æå óñëîâèÿõ çà 24 ÷ îòíîñèòåëüíàÿ
äîëÿ b-àêòèíà â ïðîáàõ íå èçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 1, b-actin).

Ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ïîëîñ èììóíîáëîòîâ, ïî-
ëó÷åííûõ ïðè àíàëèçå àêòèâíîñòè áåëêîâ STAT5 è
STAT3 â 8 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ íà ëèìôîöèòàõ,

Ðîëü áåëêà STAT5 â ýêñïðåññèè àëüôà-öåïè ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà 423

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5
(pY-STAT5) è STAT3 (pY-STAT3) íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ïðîëè-
ôåðàòèâíîãî îòâåòà ëèìôîöèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ èëè
ÔÃÀ ñîâìåñòíî ñ èíãèáèòîðîì òèðîçèíêèíàçû JAK3

(WHI-P131) èëè êèíàçû Lck (PP2).

Òèïè÷íûé èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà, îáðà-
áîòàííûõ òîëüêî ÔÃÀ (10 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 2 è 24 ÷ èëè ÔÃÀ íà ôîíå
äåéñòâèÿ WHI-P131 (80 ìêÌ) èëè PP2 (0.5 ìêÌ). Èñïîëüçîâàëè àíòèòå-
ëà ïðîòèâ STAT3, ôîñôîðèëèðîâàííûå ïî òèðîçèíó 705, è ïðîòèâ
STAT5, ôîñôîðèëèðîâàííûå ïî òèðîçèíó 694 (Cell Signaling, ÑØÀ).
Ïîñëå ñòðèïèíãà òå æå ìåìáðàíû îáðàáàòûâàëè àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ STAT3 èëè STAT5 (Cell Signaling, ÑØÀ). Äîïîëíèòåëüíî ïðîâî-
äèëè èììóíîáëîòèíã ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåëà ïðîòèâ áåòà-àêòèíà

(Sigma, ÑØÀ).



âûäåëåííûõ èç êðîâè ðàçíûõ äîíîðîâ, ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 2. Ïðè ïîñòðîåíèè ãðàôèêîâ îòíîøåíèÿ èíòåíñèâíî-
ñòè ñâå÷åíèÿ ïîëîñ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì áåëêà
îòíåñåíû ê ñîîòâåòñòâóþùèì çíà÷åíèÿì äëÿ íåôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì â òîé æå ïðîáå. Çà åäèíèöó ïðèíÿòû
çíà÷åíèÿ íà 24 ÷ àêòèâàöèè ËÏÊ. Îò÷åòëèâî âûÿâëÿåòñÿ
ðàçëè÷èå â äèíàìèêå àêòèâàöèè STAT3 è STAT5, ÷òî ìî-
æåò óêàçûâàòü íà ðàçíóþ ôóíêöèþ ýòèõ ñèãíàëüíûõ áåë-
êîâ â ìèòîãåííîé àêòèâàöèè ËÏÊ.

Ä è í à ì è ê à à ê ò è â à ö è è S T A T 3 è S T A T 5 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.
Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû
STAT3 è STAT5 ó÷àñòâóþò â çàïóñêå ïðîëèôåðàòèâíîãî
îòâåòà ËÏÊ òîëüêî íà ÈË-2-ðåãóëèðóåìîé ñòàäèè (Berrid-
ge, 1997; Leonard, 2001b; Kim et al., 2006). Äëÿ îöåíêè
ðîëè ÈË-2 â àêòèâàöèè áåëêîâ STAT3 è STAT5 ïðîâîäè-
ëè ýêñïåðèìåíòû ïî äâóì ñõåìàì. Â ïåðâîé ñåðèè ðåêîì-
áèíàíòíûé ÈË-2 âíîñèëè â êóëüòóðó ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ íà
ñðîêè îò 0.5 äî 24—48 ÷ è îöåíèâàëè ñòåïåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ áåëêîâ STAT, à òàêæå ñëåäèëè çà èçìåíåíèÿìè
ðàçìåðîâ ËÏÊ è ðàñïðåäåëåíèåì êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷-
íîãî öèêëà. Âî âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ÈË-2 äîáàâ-
ëÿëè â êóëüòóðó êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ.

Èçâåñòíî, ÷òî â ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ bgñ-ðåöåïòîð ÈË-2,
íåñìîòðÿ íà íèçêîå ñðîäñòâî ê ÈË-2, ñïîñîáåí ïðîâîäèòü
ñèãíàë, èíäóöèðóÿ ïîñòðåöåïòîðíûå ñèãíàëüíûå ñîáûòèÿ
ñ ó÷àñòèåì gñ-ñóáúåäèíèöû (Nakamura et al., 1994; Leo-
nard et al., 1995; Kim et al., 2006). Ïî íàøèì äàííûì, â ïî-
êîÿùèõñÿ ËÏÊ ÷åëîâåêà ýêçîãåííûé ÈË-2 àêòèâèðóåò è
STAT3, è STAT5. Â êóëüòóðàõ ËÏÊ, ñòèìóëèðîâàííûõ
ÈË-2 (100—250 åä./ìë), ïîÿâëåíèå çíà÷èòåëüíûõ êîëè-

÷åñòâ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì áåëêà STAT5 îòìå÷àåòñÿ
óæå ïîñëå 30-ìèíóòíîãî äåéñòâèÿ ÈË-2 (ðèñ. 3). Â òå÷åíèå
ñëåäóþùèõ 4—5 ÷ óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5
ïðîäîëæàåò íàðàñòàòü, íî ê êîíöó 1-õ ñóò ñíèæàåòñÿ íå ìå-
íåå ÷åì íàïîëîâèíó (ðèñ. 2, ã). ×òî êàñàåòñÿ STAT3, òî íà
ôîíå åãî âûñîêîé àêòèâíîñòè â ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ ÈË-2 â
ïåðâûå 30 ìèí óâåëè÷èâàåò ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàí-
íûõ ôîðì STAT3 íå áîëåå ÷åì íà 15—30 %, ïîñëå ÷åãî ñî-
äåðæàíèå àêòèâíûõ ôîðì áåëêà ñíèæàåòñÿ è ÷åðåç 24 ÷ ñî-
îòâåòñòâóåò ñîäåðæàíèþ â êîíòðîëå (ðèñ. 3). Â îòëè÷èå îò
ÔÃÀ ÈË-2 çà 24 ÷ äåéñòâèÿ íå èçìåíÿåò ñîäåðæàíèÿ íåàê-
òèâíûõ ôîðì áåëêîâ STAT5 è STAT3 (ðèñ. 3). Ýòîò ðå-
çóëüòàò ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ïðè
îöåíêå ïðîëèôåðàòèâíîãî è ðîñòîâîãî ñòàòóñà êóëüòóð
ËÏÊ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÈË-2. Èç äàííûõ òàáëèöû, ñëåäó-
åò, ÷òî ÷åðåç 48 ÷ ÈË-2 íå çàïóñêàåò ïðîëèôåðàöèþ è ðîñò
êëåòîê, à íàðàñòàíèå ïîòîêîâ è âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåð-
æàíèÿ êàëèÿ, õàðàêòåðíîå äëÿ ïåðåõîäà ïîêîÿùèõñÿ êóëü-
òóð ê ïðîëèôåðàöèè, îòñóòñòâóåò (Marakhova et al., 1998).

Ýêñïåðèìåíòû âòîðîé ñåðèè ïîêàçàëè, ÷òî èíêóáàöèÿ
ñâåæåâûäåëåííûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà â ïðèñóòñòâèè ñóáìèòî-
ãåííîé êîíöåíòðàöèè ÔÃÀ (0.7 ìêã/ìë) èëè ôîðáîëîâîãî
ýôèðà (10–8 Ì) äåëàåò ëèìôîöèòû êîìïåòåíòíûìè: äîáàâ-
ëåíèå ÈË-2 â êóëüòóðó òàêèõ êëåòîê çàïóñêàåò ïðîëè-
ôåðàòèâíûé îòâåò (Kumagai et al., 1988; Òîðîïîâà è äð.,
2001). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ â êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ
ÈË-2 (100 ìêã/ìë) ÷åðåç 48 ÷ çàïóñêàë ïðîëèôåðàòèâíûé
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 è STAT5 â ëèì-
ôîöèòàõ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ â òå÷åíèå 48 ÷ ÔÃÀ

èëè ÈË-2.

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ, ÷; ïî îñè îðäèíàò — îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ STAT5 (1, 4) è STAT3 (2, 3). Çà åäèíèöó ïðèíÿòà èíòåíñèâíîñòü
ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 èëè STAT3
çà 24 ÷ ñòèìóëÿöèè. 1, 4 — ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 â ïðèñóò-
ñòâèè ÔÃÀ èëè ÈË-2 ñîîòâåòñòâåííî; 2, 3 — ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT3 â ïðèñóòñòâèè ÔÃÀ èëè ÈË-2 ñîîòâåòñòâåííî. Ïðèâåäåíû ñðåä-
íèå X S x± èç 8 ýêñïåðèìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ íà ëèìôîöèòàõ ðàçíûõ

äîíîðîâ.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèÿ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5
(pY-STAT5) è STAT3 (pY-STAT3) â ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðî-
âàííûõ ÈË-2 èëè ÈË-2 ñîâìåñòíî ñ èíãèáèòîðîì WHI-P131

èëè PP2.

Òèïè÷íûé èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà, ñòè-
ìóëèðîâàííûõ ÈË-2 (100 åä./ìë) â òå÷åíèå 0.5, 2 è 24 ÷, èëè ÈË-2 íà
ôîíå WHI-P131 (80 ìêÌ), èëè PP2 (0.5 ìêÌ). Àíòèòåëà è óñëîâèÿ ïðîâå-

äåíèÿ èììóíîáëîòèíãà òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.

Ðèñ. 4. ÈË-2 èíäóöèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT5 â êîìïå-
òåíòíûõ ëèìôîöèòàõ êðîâè ÷åëîâåêà.

Èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà,
êîòîðûå ïîëó÷àëè èíêóáàöèåé â òå÷åíèå 18 ÷ â ðîñòîâîé ñðåäå ñ
0.8 ìêã/ìë ÔÃÀ è äàëåå 2 ÷ ñòèìóëèðîâàëè ÈË-2 èëè ïåðåä ñòèìóëÿöèåé
ÈË-2 îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 1.5 ÷ èíãèáèòîðàìè — WHI-P131
(80 ìêÌ) èëè PP2 (0.5 ìêÌ). Àíòèòåëà è óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíî-

áëîòèíãà òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



îòâåò è áëàñòòðàíñôîðìàöèþ, êîòîðàÿ ñîïðîâîæäàëàñü
óâåëè÷åíèåì ìàññû êëåòî÷íîãî áåëêà è õàðàêòåðíûì ðîñ-
òîì âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ è åãî âõîäíûõ
ïîòîêîâ (ñì. òàáëèöó).

Â êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ STAT3 ñðàâíèì ñ óðîâíåì â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ, à

ÈË-2 íå âëèÿåò èëè íåñêîëüêî óâåëè÷èâàåò ñòåïåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 òîëüêî â ïåðâûå 0.5—2 ÷
(ðèñ. 4). Íàïðîòèâ, â êîìïåòåíòíûõ ëèìôîöèòàõ ôîñôî-
ðèëèðîâàííûå ôîðìû STAT5 îòñóòñòâóþò, îíè äåòåêòè-
ðóþòñÿ â îòâåò íà ÈË-2 óæå ÷åðåç 0.5 ÷ (ðèñ. 4). Îáíàðó-
æåíî, ÷òî â êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ â ïðèñóòñòâèè ÈË-2 ôîñ-

Ðîëü áåëêà STAT5 â ýêñïðåññèè àëüôà-öåïè ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà 425

Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ WHI-P131 è PÐ2 íà îòíîøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ (Ki)
ê íàòðèþ (Nai), óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíûé âõîä Rb, óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè

è ìàññó áåëêà â ËÏÊ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ èëè ÈË-2 â òå÷åíèå 48 ÷

Àãåíò è åãî
êîíöåíòðàöèÿ

Ki /Nai
Âõîä Rb, ìêìîëü

íà 1 ã áåëêà çà 30 ìèí
S + G2/M, % Áåëîê, ìã

íà 1 ïðîáó

Êîíòðîëü 4.3 14.0 0 0.11

ÔÃÀ, 10 5.1 50.7 39.7 0.33

ÔÃÀ, 10 + WHI-P131, 80 5.3 17.8 5.4 0.14

ÔÃÀ, 10 + WHI-P131, 50 4.8 30.7 14.7 0.24

ÔÃÀ, 10 + ÐÐ2, 0.5 5.4 26.4 6.4 0.13

ÔÃÀ, 0.7 4.4 15.7 6.9 0.13

ÈË-2, 100 4.0 14.4 2.3 0.12

ÔÃÀ, 0.7 + ÈË-2, 100 5.0 44.5 30.6 0.23

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êîíòðîëü — íåñòèìóëèðîâàííûå, ïîêîÿùèåñÿ ËÏÊ. Êîíöåíòðàöèè äàíû â ìêã/ìë äëÿ ÔÃÀ, â
ìêÌ äëÿ èíãèáèòîðîâ è â åä./ìë äëÿ ÈË-2. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû 1 ýêñïåðèìåíòà èç 4, âûïîëíåííûõ ïî îäíîé
ñõåìå: ðàçíûå ïîêàçàòåëè, ïîëó÷åííûå ïðè äåéñòâèè îäíîãî àãåíòà è ïðèâåäåííûå â ñîîòâåòñòâóþùåé ñòðîêå,
èçìåðåíû íà êóëüòóðå ËÏÊ îäíîãî äîíîðà.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå WHI-P131 è PP2 íà ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT3 è STAT5 â ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ èëè ÈË-2.

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ äåéñòâèÿ ÔÃÀ èëè ÈË-2, ÷; ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
ôîñôîðèëèðîâàííûì ôîðìàì STAT3 è STAT5. Çà åäèíèöó ïðèíÿòà èíòåíñèâíîñòü ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT ÷åðåç
24 ÷ ñòèìóëÿöèè. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå X S x± èç 6 ýêñïåðèìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ íà ëèìôîöèòàõ ðàçíûõ äîíîðîâ. 1 — ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ

STAT â ïðèñóòñòâèè ÔÃÀ èëè ÈË-2, 2 — òî æå íà ôîíå WHI-P131, 3 — òî æå íà ôîíå PP2.



ôîðèëèðîâàíèå STAT5 îñòàåòñÿ âûñîêèì â òå÷åíèå
24—48 ÷.

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 J À K
è S r c 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
è ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ C D 2 5 â à ê ò è â è ð î â à í í û õ Ë Ï Ê
÷ å ë î â å ê à. Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü ðîëü äëÿùåéñÿ àê-
òèâàöèè STAT5 â ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà ÈË-2, âî âñåõ
ýêñïåðèìåíòàõ ïàðàëëåëüíî ñ îöåíêàìè àêòèâíîñòè áåë-
êîâ STAT èçìåðÿëè ÷èñëåííîñòü CD25+-êëåòîê â êóëüòó-
ðàõ ËÏÊ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ èëè ÈË-2, è èññëåäîâà-
ëè äåéñòâèå WHI-P131 — ñåëåêòèâíîãî èíãèáèòîðà òèðî-
çèíêèíàçû JÀK3 (Sudbeck et al., 1999). Îêàçàëîñü, ÷òî
WHI-P131 ïðåïÿòñòâóåò ïîÿâëåíèþ ôîñôîðèëîâàííûõ
ôîðì STAT5 íà âñåõ ñðîêàõ äåéñòâèÿ ÔÃÀ (ðèñ. 1). Ñòà-
òèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà äàííûõ äåíñèòîìåòðèè èììóíî-
áëîòîâ ïîêàçàëà, ÷òî WHI-P131 â êîíöåíòðàöèè 80 ìêÌ
äàâèò ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîçäíåå, ÷åì ÔÃÀ-èíäóöè-
ðîâàííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT5 (ðèñ. 5). ×òî êàñàåò-
ñÿ STAT3, òî WHI-P131 îñëàáëÿåò åãî ôîñôîðèëèðîâàíèå
ïðèìåðíî íàïîëîâèíó íà âñåõ ñðîêàõ äåéñòâèÿ ÔÃÀ
(ðèñ. 5). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî WHI-P131 íå âëèÿë íà
ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT3 â ïîêîÿùèõñÿ, ñâåæåâûäåëåí-
íûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Êàê ïîêàçûâàåò ðèñ. 5, WHI-P131 ïðåïÿòñòâóåò òîìó
âîçðàñòàíèþ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 è
STAT5, êîòîðîå íàáëþäàåòñÿ â ïåðâûå 2 ÷ âëèÿíèå ÈË-2.
Îäíàêî ÷åðåç 1 ñóò èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå WHI-P131 íà
ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT3 îñëàáëÿåòñÿ, à ôîñôîðèëèðî-
âàíèå STAT5 â ïðèñóòñòâèè WHI-P131 îòñóòñòâóåò. Îêà-
çàëîñü òàêæå, ÷òî WHI-P131 îòìåíÿåò íàðàñòàíèå ñîäåð-
æàíèÿ íåôîñôîðèëèðîâàííûõ áåëêîâ STAT íà äëèííûõ
ñðîêàõ èíêóáàöèè êëåòîê ñ ÔÃÀ (ðèñ. 1). Ïðè êóëüòèâè-

ðîâàíèè ËÏÊ ñ ÔÃÀ â ïðèñóòñòâèè WHI-P131 òîðìîçÿòñÿ
çàïóñê ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà è ðîñò êëåòîê, ïðè ýòîì
àíòèïðîëèôåðàòèâíûé ýôôåêò WHI-P131 ÿâëÿåòñÿ äîçî-
çàâèñèìûì (ñì. òàáëèöó).

Ïî íåêîòîðûì äàííûì ëèòåðàòóðû, äîïîëíèòåëüíî ê
JAK-çàâèñèìîé àêòèâàöèè STAT íåðåöåïòîðíûå òèðî-
çèíêèíàçû ñåìåéñòâà Src ìîãóò ðåãóëèðîâàòü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèå áåëêîâ STAT, èíäóöèðîâàííîå ïðè àêòèâàöèè
öèòîêèíîâûõ ðåöåïòîðîâ (Zhang et al., 2000; Ingley, Klin-
ken, 2006). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îäèí èç èíãèáèòîðîâ
òèðîçèíêèíàç ñåìåéñòâà Src — ÐÐ2, êîòîðûé ñíèæàåò
ðàííþþ ýêñïðåññèþ CD25 ïðè äåéñòâèè ÔÃÀ, ïðàêòè÷å-
ñêè íå âëèÿë íà êîëè÷åñòâî ôîñôîôîðì STAT3 è STAT5
â ËÏÊ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ èëè ÈË-2 (ðèñ. 4). Â ïðè-
ñóòñòâèè ÐÐ2 îòìå÷åíî ëèøü îñëàáëåíèå ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ STAT3 íà ðàííèõ ñðîêàõ äåéñòâèÿ ÈË-2.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñâÿçè ìåæäó àêòèâíîñòüþ STAT5 è
ýêñïðåññèåé ÈË-2Ða ìû ñðàâíèëè ýêñïåðèìåíòàëüíûå
óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ ÔÃÀ èëè ÈË-2 çàïóñêàåò ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå STAT5 è ïîâûøàåò óðîâåíü ýêñïðåññèè CD25.
Íà ðèñ. 6, à ïðåäñòàâëåí òèïè÷íûé èììóíîáëîò, ïîêàçû-
âàþùèé, êàê èçìåíÿåòñÿ óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT5 ÷åðåç 2 è 24 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ
ñ ïîìîùüþ ÔÃÀ èëè ÈË-2 è êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ ñ ïî-
ìîùüþ ÈË-2. Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ ÷åðåç 2 ÷ äåéñòâèÿ
ÈË-2 îòìå÷àåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT5. Îäíàêî, êàê ïîêàçàëà äåíñèòîìåòðèÿ èììóíîáëî-
òîâ, â ËÏÊ, ñòèìóëèðîâàííûõ òîëüêî ÈË-2 àêòèâíîñòü
STAT5 ñíèæàåòñÿ ÷åðåç 24 ÷, òîãäà êàê ïðè ñòèìóëÿöèè
ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ ìèòîãåííûìè äîçàìè ÔÃÀ èëè êîìïå-
òåíòíûõ ËÏÊ ýêçîãåííûì ÈË-2, àêòèâíîñòü STAT5 çà
24 ÷ íàðàñòàåò è îñòàåòñÿ âûñîêîé (ðèñ. 6, â, ã). Ïðîñëå-

426 Å. Â. Ìèòþøîâà è äð.

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 è ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà ÈË-2 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ
ðàçíûìè ìèòîãåíàìè.

à — èììóíîáëîò òîòàëüíûõ ëèçàòîâ ëèìôîöèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ â òå÷åíèå 1 èëè 24 ÷ ÈË-2 (åä./ìë), èëè ÔÃÀ (10 ìêã/ìë), èëè ñ ôîðáîë-12,13-äè-
áóòèðàòîì (Ô, 10–8 Ì) â ðîñòîâîé ñðåäå â òå÷åíèå 24 ÷, à äàëåå ÈË-2 â òå÷åíèå 24 ÷ íà ôîíå Ô (Ô, 48 + ÈË-2, 24). Ê — êîíòðîëü, íåñòèìóëèðîâàííûå
ëèìôîöèòû; á — êîëè÷åñòâî êëåòîê CD25+ â ïîïóëÿöèè ËÏÊ, %; â — îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôîñ-

ôîðèëèðîâàííûì ôîðìàì STAT5 íà à. Àíòèòåëà è óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîáëîòèíãà òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



æèâàåòñÿ ñîãëàñîâàííîñòü èçìåíåíèé ñòåïåíè ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ STAT5 è óðîâíÿ ýêñïðåññèè CD25. Â êàæäîì
èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ ïî îäíîé ñõåìå, íî íà
ËÏÊ îò ðàçíûõ äîíîðîâ, â ïîïóëÿöèè ëèìôîöèòîâ, ñòè-
ìóëèðîâàííûõ ìèòîãåííûì ÔÃÀ, èëè â êîìïåòåíòíûõ
ëèìôîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ýêçîãåííûì ÈË-2, âûñî-
êàÿ äîëÿ CD25+-êëåòîê êîððåëèðîâàëà ñ âûñîêèì è ñòîé-
êèì âî âðåìåíè óðîâíåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5. Â òî
æå âðåìÿ â êóëüòóðå ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ ÈË-2 íå èíäóöèðî-
âàë ïîâåðõíîñòíóþ ýêñïðåññèþ CD25, âûçûâàÿ ëèøü
êðàòêîâðåìåííîå è ñïàäàþùåå âî âðåìåíè âîçðàñòàíèå
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5. Òàêèì îáðàçîì, â àêòèâèðî-
âàííûõ ìèòîãåíàìè ËÏÊ èíäóêöèÿ ïîâåðõíîñòíîé ýêñ-
ïðåññèè CD25 íàáëþäàåòñÿ ëèøü íà ôîíå âûñîêîãî è
ñòîéêîãî âî âðåìåíè óðîâíÿ àêòèâíîñòè STAT5.

Îáñóæäåíèå

Ãëàâíûé ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ â òîì,
÷òî äëÿùàÿñÿ âî âðåìåíè âûñîêàÿ àêòèâíîñòü STAT5, èí-
äóöèðîâàííàÿ ìèòîãåííûì ÔÃÀ â ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ èëè
ýêçîãåííûì ÈË-2 â êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ, ÿâëÿåòñÿ íåîáõî-
äèìûì óñëîâèåì ïîâåðõíîñòíîé ýêñïðåññèè CD25 è ôîð-
ìèðîâàíèÿ ïîëíîöåííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2, â ñîñòàâ êîòî-
ðîãî âõîäèò a-ñóáúåäèíèöà.

Ïðèìåíèâ ìåòîä âûêëþ÷åíèÿ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ â
íàòèâíûõ ëèìôîöèòàõ êðîâè ÷åëîâåêà ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêèìè âåùåñòâàìè, ìû âûäåëèëè äâå ñòàäèè â çàïóñêå
ýêñïðåññèè CD25, ìåìáðàííîãî ìàðêåðà ÈË-2Ða (Çåíèí
è äð., 2011; Øàòðîâà è äð., 2011). Íà ðàííåé ñòàäèè ìèòî-
ãåííîé ñòèìóëÿöèè ëèìôîöèòîâ ïîÿâëåíèå ìàðêåðîâ
CD25 íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ïîäàâëÿåòñÿ â ïðèñóòñòâèè
ÐÐ2, èíãèáèòîðà êèíàçû Lck, îòíîñÿùåéñÿ ê ñåìåéñòâó
òèðîçèíêèíàç Src. Èçâåñòíî, ÷òî ýòè òèðîçèíêèíàçû èãðà-
þò ãëàâíóþ ðîëü â ïåðåäà÷å ñèãíàëà ñ ìåìáðàííîãî Ò-ðå-
öåïòîðíîãî êîìïëåêñà íåïîñðåäñòâåííî íà êàñêàä ñèã-
íàëüíûõ ìîëåêóë, ó÷àñòâóþùèõ âî âíóòðèêëåòî÷íîé ïå-
ðåäà÷å èíôîðìàöèè íà ãåíåòè÷åñêèé àïïàðàò êëåòêè
(Berridge, 1997; Lin, Weiss, 2001; Smith-Garvin et al.,
2009). Âûÿñíèëîñü, ÷òî ïî ìåðå âûõîäà àêòèâèðîâàííûõ
ËÏÊ èç ñîñòîÿíèÿ G0/G1 è ïðîäâèæåíèÿ ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó ÐÐ2 íå òîðìîçèò ýêñïðåññèè CD25, íî ïîÿâëåíèþ
íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ìàðêåðîâ CD25 ïðåïÿòñòâóåò
WHI-P131, ñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð òèðîçèíêèíàçû JÀK3.
Èçâåñòíî, ÷òî JÀK3 àññîöèèðîâàíà ñ gñ-öåïüþ ðåöåïòîðà
ÈË-2 è ó÷àñòâóåò â ïåðåäà÷å ñèãíàëà ñ ðåöåïòîðà ÈË-2 íà
òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ñåìåéñòâà STAT (Kirken
et al., 1995; Leonard, Lin, 2000; Ghoreshi et al., 2009). Ïî
äàííûì ëèòåðàòóðû, è STAT3, è STAT5 âîâëå÷åíû â ïðî-
öåññû âûæèâàíèÿ è ïðîëèôåðàöèè Ò-êëåòîê, íî èõ ðîëü
â ýòèõ ïðîöåññàõ, ïî-âèäèìîìó, ðàçíàÿ. Òàê, äâîéíîé íî-
êàóò ïî áåëêàì STAT5 ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðà-
òèâíûé îòâåò ïåðèôåðè÷åñêèõ Ò-êëåòîê ìûøåé íåçàâèñè-
ìî îò ïðèñóòñòâèÿ ÈË-2 (Moriggl et al., 1999à; Lin, Leo-
nard, 2000). Ó òàêèõ êëåòîê íåâîçìîæíîñòü âñòóïëåíèÿ â
êëåòî÷íûé öèêë ñâÿçàíà ñ íåñïîñîáíîñòüþ ýêñïðåññèðî-
âàòü öèêëèíû D2 è D3, à òàêæå êèíàçó Ñdk6 (Moriggl
et al., 1999b; Leonard, 2001b). Ó ìûøåé ñ íåäîñòàòî÷íî-
ñòüþ ïî STAT3 ïðîëèôåðàöèÿ Ò-êëåòîê òîæå òîðìîçèòñÿ,
îäíàêî â îòëè÷èå îò STAT5-äåôèöèòíûõ êëåòîê âûñîêàÿ
êîíöåíòðàöèÿ ÈË-2 âîññòàíàâëèâàåò ïðîëèôåðàòèâíûé
îòâåò STAT3-äåôèöèòíûõ ëèìôîöèòîâ (Moriggl et al.,
1999a). Îáùåïðèçíàíî, ÷òî STAT3 ÿâëÿåòñÿ àíòèàïîïòî-
òè÷åñêèì ôàêòîðîì, êîòîðûé äåéñòâóåò ÷åðåç Bcl-2 íåçà-

âèñèìûé ïóòü (Moriggl et al., 1999a; Akira, 2000; Ross
et al., 2007).

Â íàøåì ñðàâíèòåëüíîì èññëåäîâàíèè äèíàìèêè àê-
òèâàöèè STAT3, STAT5 è ýêñïðåññèè CD25 â ëèìôîöè-
òàõ ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ, âûÿâëåíû ñîãëàñî-
âàííûå èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè STAT5 è ýêñïðåññèè
ÈË-2Ða. Îáíàðóæåíî òàêæå, ÷òî â ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ ðå-
êîìáèíàíòíûé ÈË-2 â òå÷åíèå 1-õ ìèí èíäóöèðóåò ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå STAT5, óðîâåíü êîòîðîãî ñíèæàåòñÿ ê
êîíöó 1-õ ñóò. Â ýòèõ æå óñëîâèÿõ â ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ â
òå÷åíèå 2 ñóò ÈË-2 íå çàïóñêàåò íè ýêñïðåññèè CD25, íè
ïðîëèôåðàöèþ. Òîëüêî â êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ, ñòèìóëè-
ðîâàííûõ ýêçîãåííûì ÈË-2, íà ôîíå ïîâûøåííîé è
óñòîé÷èâîé âî âðåìåíè àêòèâíîñòè STAT5 íàáëþäàåòñÿ
âûñîêèé óðîâåíü ïîâåðõíîñòíîé ýêñïðåññèè CD25.

Ïðèðîäà êîìïåòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ íå
ðàñêðûòà. Ñâåæåâûäåëåííûå ïîêîÿùèåñÿ ËÏÊ ïðèîáðå-
òàþò êîìïåòåíòíîñòü â ïðîöåññå èõ âûðàùèâàíèÿ â ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé íåìèòîãåííûå êîíöåíòðàöèè ÔÃÀ èëè
ôîðáîëîâûé ýôèð. Èçâåñòíî, ÷òî òîëüêî ïðè íàëè÷èè âòî-
ðîãî ñèãíàëà, êîòîðûé ñîçäàåòñÿ âçàèìîäåéñòâèåì ÈË-2 ñ
ðåöåïòîðîì ÈË-2, êîìïåòåíòíûå êëåòêè ñïîñîáíû ïåðåé-
òè ê ïðîëèôåðàöèè (Kumagai et al., 1988; Òîðîïîâà è äð.,
2001). Êàê ïîêàçàëè íàøè èññëåäîâàíèÿ, â êîìïåòåíòíûõ
êóëüòóðàõ ËÏÊ â ïîïóëÿöèè CD4+-êëåòîê îêîëî
10—13 % ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè CD4+CD25+, êîòîðûå ýêñ-
ïðåññèðóþò a-ñóáúåäèíèöó ðåöåïòîðà ÈË-2. Òàêèì îáðà-
çîì, â êóëüòóðå êîìïåòåíòíûõ ËÏÊ ïðèñóòñòâóåò íåêîòî-
ðûé ïóë êëåòîê, îáëàäàþùèõ ïîëíîöåííûìè abgñ-ðåöåï-
òîðàìè ÈË-2 ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ ê ÈË-2. Êàê
ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ, â êîìïå-
òåíòíûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà STAT5 (â îòëè÷èå îò STAT3) íå
àêòèâåí, íî óðîâåíü åãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåçêî âîçðàñ-
òàåò â îòâåò íà ÈË-2 è ïîääåðæèâàåòñÿ íà âûñîêîì óðîâ-
íå â òå÷åíèå âñåãî ïåðåõîäíîãî ïåðèîäà ê ïðîëèôåðàöèè.
Òîò ôàêò, ÷òî â ýòèõ óñëîâèÿõ WHI-P131, ñåëåêòèâíûé
èíãèáèòîð êèíàçû JAK3, óñòðàíÿåò ÈË-2-èíäóöèðîâàí-
íîå ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT5, óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â
êîìïåòåíòíûõ êëåòêàõ ÈË-2 ìîæåò çàïóñêàòü ñèãíàëü-
íûé ïóòü JAK3/STAT5.

Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ñâèäåòåëüñò-
âóåò î òîì, ÷òî äëÿùèéñÿ õàðàêòåð àêòèâàöèè STAT5 ÿâ-
ëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì çàïóñêà ïîâåðõíîñòíîé
ýêñïðåññèè CD25. Âàæíîñòü êîíñòèòóòèâíîé àêòèâàöèè
STAT5 â ïîääåðæàíèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê CD4+ âûÿâ-
ëåíà ïðè èññëåäîâàíèè òðàíñãåííûõ ìûøåé, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ àêòèâíûå ôîðìû STAT5 : ó òàêèõ ìûøåé âîçðàñ-
òàåò ÷èñëåííîñòü ïåðèôåðè÷åñêèõ Ò-êëåòîê, íåñóùèõ
ìàðêåðû CD4+CD25+ (Taylor et al., 2006). Èíòåðåñíî, ÷òî
ðàíåå íà ëèíèè ìûøèíûõ Ò-êëåòîê ÐÑ60 ïðè ñðàâíåíèè
îòâåòà ãåíà ÈË-2Ða íà ñòèìóëÿöèþ ÈË-2, ÈË-9 è ýðèòðî-
ïîýòèíîì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíòåðëåéêèíû (íî íå ýðèò-
ðîïîýòèí) ñòèìóëèðîâàëè ýêñïðåññèþ ÈË-2Ða òîëüêî íà
ôîíå âûñîêîé è äëÿùåéñÿ âî âðåìåíè àêòèâíîñòè STAT5
(Imbert, Renauld, 1999). Ýòè àâòîðû ñäåëàëè âûâîä î òîì,
÷òî äëèòåëüíîñòü àêòèâàöèè STAT5 îïðåäåëÿåò òèï êëå-
òî÷íîãî îòâåòà íà öèòîêèíû è ðîñòîâûå ôàêòîðû. Õîðî-
øî èçâåñòíî, ÷òî êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâíîñòü òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ STAT3 è STAT5 âûÿâëÿåòñÿ â êëåòêàõ
ëåéêåìèé è ëèìôîì, à òàêæå â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
Ò-êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ. Òàê, òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì
êëåòêè ëèíèè HTLV-1 õàðàêòåðèçóþòñÿ êîíñòèòóòèâíî
ãèïåðàêòèâíûìè JAK3 è STAT (Kirken et al., 2000; Bun-
ting, 2007; Bhattarai et al., 2012). Àêòèâíûå ôîñôîðèëèðî-
âàííûå ôîðìû STAT3 ïðèñóòñòâóþò âî âñåõ src-òðàíñ-

Ðîëü áåëêà STAT5 â ýêñïðåññèè àëüôà-öåïè ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà 427



ôîðìèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ. STAT3 èãðàåò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â òðàíñôîðìàöèè è îíêîãåíåçå, ïðåäîòâðàùàÿ
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê è ñïîñîáñòâóÿ ïðîëèôåðà-
öèè è òðàíñôîðìàöèè êëåòîê (Akira, 2000; Kube et al.,
2001; Baus, Pfitzner, 2006).

Â íàøåì èññëåäîâàíèè îáíàðóæåíî ïðèñóòñòâèå ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûõ ôîðì STAT3 â ëèìôîöèòàõ, âûäåëåí-
íûõ èç êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ è êóëüòèâèðóåìûõ â
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ — â ñðåäå RPMI, ñîäåðæàùåé 5 %
èíàêòèâèðîâàííîé ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà áåç àíòèáèîòè-
êîâ. Ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, ïîêîÿùà-
ÿñÿ êóëüòóðà ËÏÊ ñîäåðæàëà íå ìåíåå 99 % êëåòîê â ñî-
ñòîÿíèè G0/G1 è ïîä äåéñòâèåì ÔÃÀ äåìîíñòðèðîâàëà òè-
ïè÷íóþ äëÿ íîðìàëüíûõ ËÏÊ äèíàìèêó ïåðåõîäà â
S-ôàçó. Ìåõàíèçì, îáåñïå÷èâàþùèé âûñîêóþ àêòèâíîñòü
STAT3 â ïîêîÿùèõñÿ ËÏÊ, íåÿñåí. Îïèðàÿñü íà ñâåäåíèÿ
î ðîëè STAT3 â äðóãèõ òèïàõ êëåòîê, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî â íîðìàëüíûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà STAT3 ìîæåò èã-
ðàòü àíòèàïîïòîòè÷åñêóþ ðîëü (Akira, 2000). Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ ïîÿâèëèñü èññëåäîâàíèÿ, âûÿâëÿþùèå îñîáóþ
ðîëü STAT3 â Ò-êëåòêàõ (Oh et al., 2011). Îáíàðóæèëîñü,
÷òî STAT3 ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ ïîêîÿùèõñÿ Ò-êëå-
òîê: STAT3 ïîäàâëÿåò ïðîäóêöèþ ÈË-2, ðåãóëèðóÿ ýêñ-
ïðåññèþ FoxO òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è ïðåïÿòñòâóÿ
ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè NF-kB ÷åðåç FoxO-çàâèñèìóþ
îâåðýêñïðåññèþ áåëêà-èíãèáèòîðà IkB. Òàêèì îáðàçîì, â
ôèçèîëîãèè ïîêîÿùèõñÿ Ò-êëåòîê STAT3 ìîæåò èãðàåò
ðîëü, îòëè÷íóþ îò äðóãèõ êëåòîê æèâîòíûõ.

Ñîâîêóïíîñòü äàííûõ, êîòîðûå ïîëó÷åíû ïðè ñðàâ-
íåíèè äèíàìèêè àêòèâàöèè STAT5 è ýêñïðåññèè CD25 â
ðàçíûõ óñëîâèÿõ ñòèìóëÿöèè íîðìàëüíûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà,
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îñîáàÿ ðîëü STAT5 (ïî ñðàâ-
íåíèþ ñî STAT3) â ïðîëèôåðàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíà ó÷àñòèåì STAT5 â çàïóñêå ýêñïðåññèè
a-öåïè ðåöåïòîðà ÈË-2. Äåéñòâèòåëüíî, èíäóöèðîâàí-
íûé âçàèìîäåéñòâèåì ÈË-2 ñ ðåöåïòîðîì ïåðåõîä STAT5
â ôîñôîðèëèðîâàííîå ñîñòîÿíèå, òðàíñëîêàöèÿ åãî â
ÿäðî, èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè ãåíà ÈË-2Ða è ôîðìèðîâàíèå
ïîëíîöåííîãî òðåõñóáúåäèíè÷íîãî ðåöåïòîðà ÈË-2 ñî-
çäàåò îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ çàïóñêà êëåòî÷íîãî öèêëà
è ïîñëåäóþùåé ïðîëèôåðàöèè ËÏÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00234-à), ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäó-
ùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-4957.2013.4), ïðîãðàììû
ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ¹ 7 è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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THE STAT5 SIGNALING IN THE EXPRESSION OF ALPHA-SUBUNIT OF INTERLEUKIN-2

RECEPTOR IN HUMAN BLOOD LYMPHOCYTES
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The comparative study of the STAT3 and STAT5 activity (as assessed by tyrosine phosphorylation level)
and the expression of a a-subunit of interleukin-2 receptor (as examined by cytophotometric evaluation of the
number of CD25+ cells) during the phytohemagglutinin (PHA)-induced proliferation of human blood lympho-
cytes (HBL) have been made. It has been revealed that the level of STAT3 phosphorylation is high in both res-
ting and competent HBL and remains unchanged in the presence of PHA or interleukin-2 (IL-2). In contrast to
STAT3, phosphorylation of STAT5 was not seen in both resting and competent HBL. We observed phosphory-
lation of STAT5 no earlier than 5 h after PHA stimulation and the maximum phosphorylation was detected fol-
lowing 24 h. Exogenous IL-2 induced high level of STAT5 phosphorylation in the competent HBL as early as
at 30 min and this level of STAT5 phosphorylation kept in the next 24—48 h. The correlation between alterati-
ons in tyrosine phosphorylation level of STAT5 and the expression of CD25 has been established. WHI-P131,
an inhibitor of JAK3 kinase, prevents STAT5 activation, cell surface expression of CD25 and lymphocyte pro-
liferation. It has been concluded that JAK3/STAT5 signaling via IL-2 receptor is necessary to maintain the
long-term expression of the high-affinity abgc-receptor of IL-2 and optimal proliferation of HBL.

K e y w o r d s: human lymphocytes, STAT3, STAT5, interleukin-2 receptor, a-subunit of the interleukin-2
receptor, CD25, JAK.

Ðîëü áåëêà STAT5 â ýêñïðåññèè àëüôà-öåïè ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà 429


