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тимошпов мышей, стимулированныхлектином

в субоПТММ3ЛЫШЙдозе, Я8.'lЯется ОДЮОI из КЛЮ­

чевых своАСТ8 этого уникальногорегулятора:;а­

ЩКТНЫХ реакuий ОрГЗЮfзма '2,12J.
ll~:тъю работы явилоеь изучение возможно­

ГО прямоro митогенноro и комитогенноroдейст­

вия коротких пелтидов на реакцию БJlаcтrpанс­

формаuии тимоцитов мышей, их модулирующе­

го в.:тия-ния на КОМJIТОгенноедействие ил -1 р, а

тalQl{~ исследование возможности ИСПQ1lЬЗОвания

эти.чи П~ПТИllами сфингомиелинового пути ДIIИ

внутркк.1еточноЙ трансдукции своего с~U'нала в

иммунокомпетентных КJlcткax.

исследования МИЯНИЯ вилона, эпиталона и кор­

тa~Ha на аl<..'1'ИВНОСТЬ нdtтpaльноА сфШffOМИели­

назы в мембранах ТJUofоu.итoв, пепntДы 8 различ­

ных концентрациях (0.1, 1. 10, 50 и 100 нгjмл)

предварительно инкубщювали с а.ликвотаА1И фрак­

ЦИЙ мембран на водяноА бане при 37оС в тече­

ние 30 мин. В контрольные пробы вместо пеп­

ТНДОВ ВНОСИЛИ 50 мМ трис·НСI буфер рН 7.4.
СтаТИСnfЧескую обработку результатов 'IC­

следования проводили с использованием 1 КРИ4

!ерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
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в пробах, ХО.25 мкгlмл

во всем диапазоне ислOJ1ЬЗОваl-П-IЫX КОlщентраций

ни один из исследуемых пептидов не проявлял

прямоro митогенного эффекта: в mcугствие лек­

"Тина и рИЛ·tр ОНИ не юшуцщювали реакцию

блас:прансформauии тимошпов. Однако внесение

видана в JtнкубашюнftУЮ среду. содержащую

взвесь пtмоuитов И Кон А в субоПfИtoIа.тrьноЙ до­

зе, IIрИВОДИЛО К достоверному усилению вклю­

чения меченого ТИМ1lДина в ДН К делящнхся

КJleтoK при конuентрациях пеПТI1Д3 0.25х 10-34
0.25х 10-' м.кrjмл и О.25х 'O-~-O.25)(10-11 мкгjмл,

что доказывает его комитогенное действие на

пролифераuию тимоцитов (рис. 1). Менее выра­

женной и в более узком Диапазоне KOHцeН1lJa­

циR (0.25)( 10-'-0.25x 10-11 ItIкг/мл), НО дocтoвep~

Рис. 1. Коммтогенное действ"е НИflонг (' J. зпитз­

1I0tiЗ (2) И кoprarBHa (3) на пролиферациlO мышиных

ТИJ040ц.итон, СТИJ04УЛИРОваиных суБОПТИJ04ально" дозой

конкананаnина А (0.625 MlCrjJ04I1).
~p<O.05 по сраннен"1O с "'OHTponeM (ICОНlЦ(наналин А

без nenTl1Дo8).

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Опыты проведены на 8-10-недельны.х мышах~

са"иах (CBAXC57Blj6)F1 массой 18-20 г. Ие·

по.1ьзов3ли короткие пепnщы, сконструирован­

HЫ~ и синтезированные в Санкт-Петербургском

институте биорегуmшии и геронтологии СЗО

РА..\1Н путем направленного химического СИН­

-re3a на оеноВatfИlt анализа аМlIНОЮlСJJOТНОro со­

става КОЫПJ1е-ксного препарата тим)'са (тнма­

лина), - вилон (Lys-Glu), эпифиза (эпиталами­

на) - эпитмон (Ala-Glu-Asр·Glу), 11 коры го­

ловного мозга - кортаген (A1a-Glu-Asp-Pro).
Способность исследуемых пеmидов лроuв­

ДJlп. свойства лимфоцитактивирующих факто­

ров и/или модулировать комитоrенноедействие

ИЛ-IР определяли по их ВЛИЯНИЮ на ЛроЛИ4

фе:раuию !Имоциroв мышей, стимулированных

конханавалином А (Кон А) в суБОПТItМалъной

JOЭI: 0.625 м.кгjмл и рекомбltнаНПIЫМ лрепаpamм

И.1-1~ (рИЛ-IIt) в концентpauии 25{) нт/мв 112).
ТЮ,(ОЦИТЫ культивировали в среде RPMI-1640
("Sigma") с добавлением ЭТС ("Sjgша") ДО 10%.
8и..10Н. ЭПliтaJIОН и KopтareH ИСПOJ1ЬЗОВaJШ в диа­

l1.aJOНe концентраций от 0.25 до О.25х 10-11 нгjмл.

В качестве кон1рО!1Я использовали культуры 111­
~оuитов С добавлением мнтогенов (Кон А либо

КОН А+ИЛ 4 1Р) без пеrrrидов. Клетки кулъпmи­

ро8З..1И В СО1·кнкубаторе при 37"С в атмосфере

с 5Cf СО} при 100% влажности. Количественную

оценку включения 3Н-тимиднна (UГИПХ") В

Д НК зеляшихся клеток в 'Течение 1 м ин прово~

ди.1и на жидкостном р-счетчике ("Beckman").
Фpaкwuo мембран из тимоuитовмышей по­

.rryча.1И по модифицированномуметоду выде­

леНlIЯ соматических мембран 113 КУЛЬТlIвируе·

мых к.'JeI'OК (81. Удельную a.кl1fВHOClЪ нейтраль­

ной сфкнroМИелнназы в мембранной фpaкшrn

ТIIМОЦИТОВ измеpюrи по методу [12] в C~H­

ной модификации, в качестве су6сУрата }fСПОЛЬ·

зовали I~-сфи.нгомиелкназу ("Amersham"). для
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лирующее действие и только в КОЮlенч>аUИЯХ

О.25Х 1O-9-О.25х 10-11 ыхг/мл, а хортаген либо не

влиял на 1Сомитогенную активность рИЛ-l~. ли­

бо инmбировал комитоreнный эффекr цитокина.

Полученные резульТ81Ъf представляют осо­

бый интерес с точки зрения теории континуума

регуляторных пеnтидов [IJ. согласно которой

именно взаимное модулирующеедействие эндо­

генных биорегуляторов обеспечивает множест­

венность оттенков их биологическогодействия

и влияния на физиологическиефункции орга­

НltЗма.

Наиболее значимым результатом в исследо­

вании возможности использования короткими

пеnтилаыи сфингомиелиновоl"O пути трансдук­

UИИ сигнала, xapaк:repHoroдЛЯ ИЛ·I~, ПpeJlстав­

ляется ТО, что именно в~шон (<..ipуктурный фраг­

мент lltAшческих пептилов). но не эшпалон If

не кортаген, 8 коннеtпpaЦИи 50 Ifг/ил достовер­

НО стимулировал активность l1еnтральной сфин­

гомиелиназы (p~,c. 3). При применении Билона

в концентрациях t и 0.1 нгjмл наблюдалась ус­

тоft\.ШБаЯ тенденция к активации фермента. эпи­

ТЗJ\ОН и кортаген не обладал:и стимулирующим

действием. а .8 низких конuеитрациях угнеТ3JlИ

аКТКБНОСTh фермеН1'3 по (;равнеН~IЮ с базальным

уровнем уде~1ЬНОЙ ЗКПl6НОСТИ нейтральной сфЮl­

гомиemrнaзы, составлявшей 0.23 нмоль 1"С-сфин­

roмие..!1иназыjмг бе.'IКЗ в 1 мнн. Таким образом,

впервые установлено, 'По вилон I.:лосо6сн уСIf­

шmaтъ аICПiВНOCfl, неiпра.'IЬНОЙ сфинтомиелиназы

mlбо МОДУЛlфуя прохождеНllе ПО сфИНГО:\1не.'ш­

новому пути ~IЗвестных сигналов биологически

акпшных веШеСТВ, Лl1.00 прямо передавая свою

информацию в тимоциты через этот пугь сиг­

нальной трансдукuии.

IIОЛ)"iенные данные подтверждают высокую

биологическую аt..'Тивность BJL'IOHa 11 (8 меньшей

степени) ЭПJfТ<lлона как полифункциоизльных

JШМУНОМОДУJlИРУЮШIfХ препара.тов (91. Я1lЛЯю­

I1Q{Xся lIe только ПРЯ~1ЫМII -тимомимети:кам".но

и модуляторами эффектов ИЛ-1~. Результаты

исследованияпозволяют рассматриватьзrи ко­

роткие пептиды как лнмфоuитактивирующие

факторы, сравНИм.ыс ПО с~щдействиюс клас­

сическими РОСТОВЫМИ факторами, таЮIМИ как

иммуномодулирующиеШfТOкины. Полученные

в работе данные о воом:ожностимодулирования

ИЛИ прямой передз'Ш вилоном своего сигнала в

тимоuитарнуюклетку-мишеньпо пуги сигналь­

ной трансдyкlIИИ иммунорегулируюшихцитоки­

нов очень важны и не имеют аналоroв в миро­

вой лпreр3'I)'ре. ОЮt со:щают основу для Itсполь­

ЗО8аНltя DеJТТИ.lIНЬ[X преnaратовкак корректоров

нарушенных механизмов защиты оргаинзwа с
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P8tc. 2. Модулирующее влияние еИl101i<\ (1), эпита·

:Ю"З (2) и кортагена (3) на I(()МИТОГСННУIO активность

"'>tтерлейкина-1[\.

·р<0.05 по сравнению с контролем (конканавалин Д

.. ~нтерлейкин-1В без пептидое),

8кmoченяе Iн·ПООЩl[на,

% х !tОНIpO;JЮ

ной х:омитогtННОЙ активностью облалал эпи·

fa.lOH. Kopra.reH не npO)lIl.'tSL.'1 ко,"штогенной ак­

nIВНОСТИ.

При оценке модулирующего W1ИЯJшя пепти·

зов на J(омитогенне>е. действие рИЛ-If} 6W1влен

ярко 8ыра.ж:енный потеНUИр~1ОШИИ эффект ВИЛО­

на в ко}ЩентраЦИR"Х О.25х 10-)·0.25 х 10"-4 мкr/мл

Н О.25х 10~'-O.2SX Ю-11 МКJ,/мл (pl1C. 2). Эпита·

.10Н ПрояВЛЯЛ MeH~e выраженное рf-1Л-I j}-МОllУ-

Рмс. з. Влияние килоне (cB8TJ1ble стопбики), эпита­

юна (твмные) и lI.ортагвна (ШТРИХО8U) на aJ:ТМBHOCTb

нейтральной сфингомиелинаэы в lotEI!о!бранах тимоЦИ­

тое мышей.

·р<О.О5 по сравнению с баэальны", уровнем 8кrИ8­

HOCll4 фермента.
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адресным воздействием на фармакологическую

МЮlJ~НЬ - активность неitlpaлъной сфинroмие­

;1.НИазы В И)tмунокомпетtН11iЫХ ХЛe'l1CaX.
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