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Анализ цитоплазматической РНК выявил наличке мРНК лимф-понсииа. 
уровень которой увеличиваете}՛ после обработки клеток форболовым 
эфиром. Эти данные свидетельствуют и том. что аутокринный фактор 
роста клеток РРМ1-6410 и синтезируемый ими цитотоксический фактор- 
о иа и та же молскулл лпмфотохспн человека.
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li was concluded dru this ՝> functional factor mediate* different functions 
< i TIP in bone marrow (control ol haematopjtes'.s) and Ihynius fclue role 
in organ regeneration).

I/kkuki ■/'•.;*■ .•■‘‘■''•jjk'ton—кдгтябгй мозг.

Процесс развития Г лимфоцитов осуществляется в костном мозгу 
и тимусе. В костном мозгу происходит детерминация развития клеток 
в направлении Т-лимфоцитов, итогом которой является образование 
ПТ.Ч [И). 7]. Последние мигрируют в тимус, где реализуется даль
нейшая дифференцировка Т-клеток. Таким образом. ПТЛ являются 
спязу Ш1им звеном между двумя компартментами, в которых осущест
вляется развитие лимфоцитов Т-ряда.

В костном мозге ПТЛ выступают в качестве хелперов крове- 
вопення [Г»]. В тимусе они служат камбиальными элементами, обес- 
ю-.ьвэя регенерацию органа после действия опустошающих факте, 
ров (стресса, облучения) [9]. И в костном мозгу, и в тимусе ПТЛ 
присутствуют i-.tk в менее активной, покоящейся, так и активирован
ной формах [ i ]. г. е. одни и те же клетки в разных органах выпои 
няюг различные функции.

Райсс ками было .показано, что хёлпервая функция ПТЛ в реак
циях гемопоэза опосредована гуморальным фактором [3, !2]. Про
лиферация внутритимусных предшественников Т-клеток также обус
ловлена аутокринным ростовым фактором, выделяемым самими ГИЛ 
[5]. В данной работе показана идентичность этих факторов, обнару
женная в процессе их очистки; это свидетельствует о том. чтэ раз
личные функции ПТЛ в костном мозгу и тимусе олосрс. лотся одним 
и тем же бифункциональным фактором

С .крашения: ПТЛ -предшественники Т-лимфоцитов՛, ВЭ?КХ—высокоэффектив
ная жидкостная хроматография.
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Материал и методика. Источником исследованного гуморального фактора ел; жг
ли налоеадки клеток линии ТС. SC-I/2.0, полученной В. П. Шпчьиным я представляю 
тцси обой линию трансформированных ПТЛ [4] Длл полу к-нпн изд.кддеон клет
ки кульпшкрпвзял в бессыБоротопнон ерсле в течение ' суток при п-.чодирй .ши 
невтрм.-лп 7‘103 клеток и ! мл [2].

Очистку фактора осуществляли it три этана [2]. Первый из нях пре.уганлил со 
бой осаждение в интервале 40—Й0%-ногч насыщения сульфата аммония. Второй 
этап и шеткн—гель-фильтрация на ультрагслс АгА 54 (I.KB) (колонки (I.7/S5 мм, 
скорость элюцщ։—2 мл/ч, . ю:ц у к if- tj?j ... ' i.’> ' ՝ УаС! па ., • М HEPES-бу- 
фе[с pH 7,2. размер порция элюата—1 мл». Активная фракция подвергалась ...си
нейшей очистке методом ВЭЖХ на колон։;лх - ։ пгх;: паком С-4 (хроматограф АНех); 
япкщну осуществлялась о градиенте ацетонитрила па 30 яМ растворе бикарбоната 
натрия. Гомогенность фактора и его молекулярная масса определялись -лек
трофщк-щ и полнакрнлямилнол! .ель- е:;11.:а.:ы[.-гом натрия (Fast gel S—25) с 
дкриш.чщкнея белковых фракций серебром ь ,> ширин E-i.-i sysi.-rw (I humacin).

Рисговую ахтеипость фактора оценивали но стимуляции нклю.г чнн 3П-тимидина 
п тймещаы. Тимоциты мышей линии СИЛ (ку ъгпш.рояа.ш в Об-лунотньх 
пяя1пп?тах (Costar) в среде RPMI 1610 ։ добавлением 10%-н;л: телл п.-.-й эмбрпонз-ь 
инн сыворотки (производства ИЭМ нм. Н. Ф. Гамалеи), (-глутаминз (300 мкг/мп1 и 
гсятлмицпна (IC0 мкг/мл) а течение 5 суток при 37° в атмосфере с 5%-иым СО2 
Надигцд^н или ечнщеппыг фактор добавляли в равном объеме (0.2 ч.и ид ж -рок 
культннпровапня; в контрольные лунки вместо фактора доб.-ятли р..;ни.п объем 
среды. За 8 ч до окончания ку.чьтнзирз ч։.ч։ч, ֊ луки ьиод.-i.ji՛ 1.8-::: Бк 5H-’h.mi՛ 
дина. К четки собирали на харвестере (Flow) и опенивалг включение метки на сл«»> 
тнлляцнопком счетчике р-Т|.з:՛. Обогащение SC :• клеток ՝ ՛՛ мозга 
(зкттщроваиных ПТЛ) осуществляли методом после;։ он аге. -.иион з.-гезз;: (пенпг.чга I 
пл нля.!сколых чашках, нагруженных fgG-фрахиисй анj«сывороток антигенам
SC I и Thy-I (антимозгеиых сывороток, истощенных соответственно тимоцитами и 
костным мозгом) [IJ.SC-1— fliy-l—клеток костного мозга мышей получали путем об 
работк.! костного мозга антисыворотками к SC-I и Thy-1 антигенах։ в сочетании с 
комнлемёитгп։ морской сипвья [1] Фракцию дубль-птрццзтель'лыл (L3T4 -Ly.-2-) 
тимоп» пт получали обработкой тимоцитов мышей Монон.шпальными ши к- л 
антигенам L3T-4 (129-19.6) и l.rt-2 (435-17.2) о сочетании с комплементом кролика. 
В работе г< пользован и шкже ннтер. :епкнв-2 .11/1-2) лдпненмая линях <*!!.(. 2 (по- 
.’.укыщ ) О. П. Терехова), И Л?3-зал йен мая линия 321) .4-23 (получена у В. А II՛.՛ 
<меян-,;нй), моноклональные антитела к ПЛ-4 (ИНН) и рецепторам гп» ПЛ-2 (7D4); 
йпнпклпнеливне антитела обоих типов пп.-.у.ечн у Б. Л Броид.1з).

Селезеночное ко.лопие<«бряж-шп’։1с «‘■•.■ишп ՛•։ я -к• >- и энлото тах (II] При 
лостзнонь. жютесгл мышам (‘ В \у < r-В1 /6| плодили S>‘-l Т1|у-1--кл*։кн ('0s՛ 
вместе г не следуем ымн факторами ннутрчшешю. При погенпнке -»h;,.-.i: •՛.՛ и мышам 
гибрндлм ипутрнвенно ндодил - гольни л ՛.. елуемнй флктир {՛.։ .ч ин лс՛.՜*՛ cpv.Ai 
Чщдо колоний определил:։ на 9 сутки путем визуального пол.‘Чета ко-юнпй >:а но- 
эдрхиости селезенок. фикскроЕоятых растоором Гг. я.л.

Результаты обрабатывали методам? вариационной статистики

Результаты и обсуждение. Надосадкн 1-суточных культур клеток 
линии 'ГС. 5С—1/2.0 и 6-чаеовых культур нормальных 8С- НТЬу— Г — 
клеток костного мозга .мышей обладали ростовой активностью по отно 
шеникэ к тимоцитам (рис. 1) и колониестимулирующей активностью 
в экзо- (рис. 2) и эндотестах. При этом мишенью ростового фактора, 
содержащегося в надосадках, служили ПТЛ, представленные в кост
ном .мозге 5С—1+ТЬу—1+—, а в тимусе—ЬЗТ4“Ьу1—2՜—клетками 
[1, 8] (рис. I). В тестах кол он необразован и я мшиеныо фактора являют
ся кроветворные клетки, содержащиеся в 5С—1~ТЬу—I —фракции,
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которые без воздействия фактора не способны формировать 
(рис. 2).

колонии

Рис. I Рис. 2
Рис । Пролиферативный ответ клеток различных типов ин действие 
надосадка клеток TC.SC 1/2.0 {А) и очищенного ФРГ (Б) Откс'щющнс 
клетки; I—мсфракц|1О>н1рапа.т|ые тимоциты; 2—ЬЗТ4 Еу‘.-2— тимоци
ты; 3—$С-1 тимоциты: I—СТ1.֊_-2, 5 320.՛-1-23; и—тимоциты без ю- 
бзвлеянн антител; 7—тимоциты и прису г.тг.и.. антител к ИЛ-4 5 -тимо
циты в присутстини антител к рецепторам для ИЛ-2 По осп ординат— 
индекс стимуляции (опыпкиие иключенип Ж-гнмиднпз и опытах и коя 

г рольных образцах I.
1:т 2. Хслпсрный эффект надосвдков ПТ Л в тесте пн селезеночное ко 

лоннеобразояанне. Облученным мышам вводили: !—клетки костного моз
га; 2—$С 1~Т11у-1-фракци]о клеток костного мозга; 3—то же с цо 
бэнленш м НфДо$аяка ЧС-|~||-։у-Н--хлеток костного мозга; 4 -те же клет
ки .чобанлеиием надосадка клеток н։нии ТС.5С-1/2.0 Но осн ординат 

число жгоколоний п селезёнке. 

Очистка фактора, проводившаяся 
тнвностя, подробно описана [2]. Здесь

под контролем ростовой ак
мы остановимся лишь на де

талях, свидетельствующих 
мулнрующего факторов.

об идентичности ростового и колоииести 
На рис. 3 представлены результаты гель

Рис. 5. Профиль гсль-фильтрйцпн нздос.: л<он клс-'.ок .т.нин IC.SC 1/20 
на ультрагеле Ас А 54. Кривая элюпи; белка. Заштрихованные прямо
угольники—зоны элюции ростовых факт» >ов; черный прямоугольник 
зона элюции фактора, суиресснрующего ко. юн необразованно. белый- 
зона элюции фактора, стимул пру кннео .՛.՝. ониеобразование •'тре.н.чи 
помечены пики элюции белков с указанной молекулярной массой. По осн 

абсцисс номера фракций, п ՛ оей ординат абсер։-:-я материала при 280 нм.
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фильтрации высоленных надосадков ПТЛ. На этом этапе очистки 
разделяются две фракции, обладающие ростовой активностью. Одна 
из них элюируется в зоне, соответствующей элюции белков с моле
кулярной массой около 30 кД, другая—и более низкомолекулярной 
зоне. Тестирование активности этих фракций выявило различия в 
кинетике пролиферативного ответа тимоцитов и спленонитов на эти 
клетки с более быстрым развитием ответа на ЗОкД-компонент (пик 
ответа на 3—4 сутки), чем на низкомолекулярный компонент (пик 
ответа на б 7 сутки). Далглейш. । очщтке подвергался компонент 
с мол. массой 30 кД.

В той же 30 кД-фракции присутствовала колониестимулирующая 
активность, которая на этом этапе очистки отделялась от более высо
комолекулярного супрессорного фактора (мол. масса около 45 кД). 
(рис. 3). Ранее было показано, что супрессорный фактор выделяется 
вместе с хел первым фактором колонисобразования активирован 
ними ПТЛ и может быть инактивирован прогреванием при 56° или 
инкубацией при pH 2 или 10 [3]. Супрессорная активность опреде
лялась по отмене эффекта хелпер кого колониестимулирующего фак 
тора 112].

Первым двум этапам очистки были подвергнуты оба источника 
активностей с аналоги»! ыми результатами. Дальнейшей очистке был 
подвергнут только надосадок клеток линии ТС. 8С—1/2.0.

При ВЭЖХ ростовая активность элюируется при 23.1%-ной кон
центрации ацетонитрила (в отдельных экспериментах—также при 
24%-ной концентрации). В основном, четвертом пике удельная росто 
вая активность составляла 2.9-10- сд/.мг белка при исходной удель
ной активности надосадка 18 ед/мг белка (единица активности—коли 
чсство материала, дающее полу максимальный ростовой эффект в 
культуре тимоцитов на 5 сутки ответа). Таким образом, удельная 
активность возросла в 160 млн раз. Выход активности при этом сос
тавлял около б%. При электрофорезе материала пика в полиакрил
амидном геле с додецил сульфатом натрия методом серебрения была 
выявлена единственная белковая фракция, с молекулярной массой 
22 кД. Таким образом, ориентировочная оценка мол. массы фактора 
методом гель-фильтрации оказалась завышенной, что неоднократно 
наблюдалась при аналогичной оценке мол. масс некоторых интерлей
кинов. В виде примеси 22 кД-фра.чния присутствовала в соседних

Рис. 4. Присутствие ФР! и хелперного фактора колониеобразовамия в 
одних и тех же фракциях, полученных при ВЭЖХ надосадка клеток ли
нии TC.SC-1/2,0. Цифры справа номера фракций. Столбнкн сле^э—ак
тивность ФР! (на шкале—единицы активности). Столбики справа—число 
колоний в селезенке. Незаштрнхоаанные столбики—число эндогенных ко
лоний (в контроле—в среднем 1,1 колония), заштрихованный стоблик— 

число экзоколонвй (н контроле отсутствуют).
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порциях элюата, которые обладали соответственно выраженной росто
вой активностью (рис. 4).

При тестировании колониестимулирующей активности »люата 
ВЭ?КХ, ио данным экзотеста, хелпер пая активность выявлена в основ
ном пике, содержащем гомогенный 22 кД-продукт. Из этого одно
значно следует, что ростовая и хеллериая колониестимулирующая 
активности связаны с одной в той же молекулой При оценке эффек
тов в эидстссте максимальная стимуляция колониеобразованвя обна
ружена и той же и соседней фракции; в более слабой степени образо
вание эндоколоннй стимулировалось материалом других фракций, 
содержащих 22 кД-продукт в виде примеси (рис. 4).

Таким образом, ПТЛ продуцируют фактор с мол. массой 22 кД, 
который обладает как минимум двумя эффектами: он стимулирует 
пролиферацию ПТЛ тимуса без предварительной или сопутствующей 
стимуляции митогенами и усиливает образование кроветворных коло
ний в селезенке Первый эффект отражает способность ПТЛ тимуса 
к самоподдержанию и самообеспечению пролиферации, что особенно 
отчетливо проявляется после облучения. Второй эффект, по-вндимому, 
отражает кооперативные взаимодействия между ПТЛ и кроветвор
ными клетками, в норме реализуемые в костном мозге. Таким образом, 
различные функции, которые ПТЛ осуществляют в костном мозге и 
тимусе, реализуются весьма экономно—путем выделения одного би- 
фу и кцн он ал ьиого ф а к тор а.

Хотя фактор очищен до гомогенности, его структура не выяснена. 
В связи с этим мы не можем с уверенностью утверждать, что имеем 
дело с новым цитокином. Ясно лишь, что этот фактор не идентичен 
ИЛ-2 (поскольку он не поддерживает рост ИЛ-2—зависимой линии 
CTI L-2, и на пролиферацию, вызванную фактором, не влияют антитела 
к рецептору для ИЛ-2), ИЛ-3 (поскольку он не поддерживает рост 
ИЛ-3—зависимой линии 32D. cl—23) и ИЛ-4 (поскольку антитела к 
ИЛ-4 не влияют на пролиферацию тимоцитов, вызванную фактором) 
(рис. I). Для обозначения фактора мы используем аб":;;- .!.нуру ФРТ 
(от «фактор роста тимоцитов» [5]).

В связи с тем, что ФРТ видоспецифичен, в настоящее гремя прово
дится работа по обнаружению и характеристике аналогично’*՛ :.тора 
у человека.
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ЛИМФОТОКСИН ЧЕЛОВЕКА КАК АУТОКРИННЫЙ ФАКТОР 
РОСТА В-ЛИМФОБЛАСТОВ

Г. ,М СЕРЕГИН.’,. И И. МЕКШЕНКОИ. Р JJ ТУРЕЦКАЯ, 
с /1 нелоснасов

Институт биологии развития нм. Н. К. Kv.-и.вова АН СССР, Москва 
Институт молекулярной биологии нм. В А Зягельгардтз АН СССР. Москпл

ЕЪР'֊/՛ „>({/>;{, Л/r ,-<1/51.7 /[,if!pn,t<r>n,l[l)il,
irfFbP-Jt lUnlfUlpujljndip, npp lirirtjitipniulrfi /гллтЛ/.иЛл-иГ <* Strip f 14
(ptipnif dirul/L/nirt еЬччи Uutnty^m.՛) A.’/ iiijj i/xvw/zh, nn
RPM1—tf’/iOt Pi'I'Ad-p!՛ ш£{, utn.i’irt^iifAi чпрЛг;}>£, h iu.t] rfl‘?՝d.p<, linri'H'}) 
JJhijiptij yl'iam.TnpL-lt^ qtitiinhp iffrUbni^ йп{1. Jarprjm (Ji.i $/,՛>, при/Л ju

Northern analysis showed the presence oT lympho'.oxln mR-NA which Is 
further Induced arlei РМ.Д Treatment. These data surges! th.ji both auto
crine growth 'actor and cytotoxic acuv ties c rresp .nd to the same mole
cule probably identical to lynipholGxin <T\T- >.

JluMporoKCun человека—мыи։ип< ч՝ diar-ror՜,,;f.,—и/,тократе и факто/- — 
цитотоксический фактор.

Лнмфотокскн человека, кли ФНО-р. является одним из продуктов 
Т-лнмфоантов. активирован и их мето г? г ом или в реакции гиперчув՛ 
ствнтельности замедленного тлил [29. 12]. Как и другой, ро.ь-тв я 
ный ему фактор, ФИО а, ЛТ характеризуется чрезвычайно широким 
разнообразием биологических функций in vivo и in vilro. Оба цито
кина обнаруживают сильную противоопухолевую активность in vivo, 
вызывая некроз транс оптируемой саркомы (Meth А), индуцируе
мой у мышей метнлхолантрепом [13, 24]. Обнаружено противовирус
ное действие ЛТ и ФНО-а, проявляющееся в защите ряда линий кле
ток человека и мыши от инфекции вир.сами, например, вирусом стома
тита мочевого пузыря, эниефаломнокардита, герпеса-2 и аденовиру
сом [34, 18]. Возможно, ЛТ имеет и раднопротекторную активность.

Сокращения: ФНО-р—фактор некроза опухолей тип.1 ФНО-а -фактор некро
за опу.хо чг типа а’> .ТТ—лимфитпкенн, Ф \!Л—форбол—мирастйт—ацетат. ЕС—кон
днцнониройшли. Г-. 1
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