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О ВОЗДЕЙСТВИИ БРОМИСТОГО ЭТИДИЯ И ЛДРИЛМИЕ 
НА ПРОДУКЦИЮ АНТИГЕЛ КЛЕТКАМИ МЫШИНОЙ

В КЛЕТОЧНОЙ ГПБРИДОМЫ

и. /> мн.шка-гян*. т к давтян”, լ. а. березкин.у* 
Т. И 11П1ЛТОВА‘9\ 10. Т АЛЕКСАНЯН**

•Институт физиоло։ ин м Д. А. Орбе.111 \Н Армении 
'•»к;гг։пу.- эпидемиологии, вирусологии и мед. пзрззито.-к։гни 

нм А. Б. Алексаняна М3 Лрмеп1’.к
••*Н1|ГТИТУТ ЦИТОЛОГИИ АН СССР. -'1сЧ!:։ —|- 1 -

Показано. :т । бромистый .ւ ;:,;ւ՛ ։ и адриамицпп сւ иму.гирунл продукннк1 
имчупог.юбун:՛ .<.՝!! м|,п!!и:-::՜. В-к.1ето';!1'1г. п.брндомоЛ и>отастстяенно в 
6 и 10.5 раза, причем эффект проявляет; ч только при постником куль 
тпвпровакни <• идами

Հ'օ4Ձ ( սրրվամ, օր Հ)1իէւ1/Ոէէ! ** 71' Ւ1" '4' Ձ Р' Ր խթանում էն իմ ու
նո!յ[Օրօւ յիՆՆ!.ր1, ա(1Օ1էսդբությՈէնր մկևւս/ին ' իրյ՚ի՚ւսմայի
մւսսքատուսխաՆոբԼն Շ և !(.<Հւ անէ/աս, րՆդ որոէմ /.ֆնկւ/>բ դբււհորվւէչմ ( ,7»։; 
ն./ի . սէ ■ աակւսն կո-րւրքէվաւյմսյն մւսմսւնակէ

Сокращения ФСБ фи. фятпо- օ..< ной буфер, и |н՝.;а кондиционированная 
-кам, .(идя; Ч_нАТ—моноклональные антитела



It was shown, that adrtamycln ethydium bromide and enhance the immuno
globulin production by murine B-celf hybrldoma correspondingly, 6 and 
10-5 fold. This phenomenon can be detected only during permanent cul
tivation of the cells in pre-once o: drugs.

Бромистый этидий—ад риамицик֊ -иродакции интите.:—,-иСридпме

Механизмы действия на клетки различных цитостатиков весьма раз
нообразны и сводятся и основном воздействию на процессы репли
кации и транскрипции ДПК (бромистый этидий, адркамиинн), либо па 
процессы митоза (колхицин) Некоторые, из этих соединений, в частно
сти адрнамицин. находят применение в химиотерапии рака, однако фе
номен множественной лекарственной устойчивости ограничивает их те
рапевтический эффект. Ня молекулярном уровне множественная ле
карственная устойчивость заключается в сверхэкспрессни поверхност
ного гликопротеина Р170. индуцируемого присутствием ядов, и в ам
плификации гонов множественной лекарственной устойчивости [3]. Ад- 
риамицин. как и ряд других противоопухолевых препаратов, индуци 
руст дифференцировку олухолевых клеток, что показано на различных 
клеточных линиях [5. 11. 12]. Более гого, дифференцирующий эффект 
клеточных ядов в нелегальных дозах наблюдается не только на опухо
левых, но и на .нормальных клетках иммунной системы [6, 7]

Можно ожидать, что дифференцировка противораковых эффек
торных клеток может привести к дальнейшему усилению таких молс- 
кул, как цитокины и антитела [8] Согласно (энным некоторых авто
ров^ противораковые препараты стимулирую! синтез белка [14]. 11а 
примере чувствительной к ядам гибридомы показано стимулирующее 
действие адриамицина «а синтез иммуноглобулинов н некоторых дру
гих белков [13].

В настоящей работе рассматривается влияние бромистого этидия 
в адриамицина на продукцию антител клетками гибридом» IF?, про
дуцирующей моноклональные антитела к трансферрину человека и 

.устойчивой к бромистому этидию в концентрации 5 .мкг/мл.

Материал и методика. В эксисримгигзх использовали клетки гибридомu .F7, по 
луенипП на основе липни миеломы SpcBr/5. устойчивой к бромистому эталия* в 
MimicHTpinini 5 мкг/мл и продуцирующей монАТ к трансферрину человека [1|

Клеим культивировали в среде МЕМ в модификация Дадьбскко. содержащей 
; '.i 1тзпнсвпм|.1х аминокислот, 5 мкм р-меркаятодгаиолл, I мМ пирувате натрия. 
<0сд/мл гентамицина и 10% эмбриональной телячьей сыворотки

Культуры (3X10^ клеток) ил логарифмической стадия ро га культивировали в 
тс.спне 7?. 1 в присутствии бромистого эгидня г. концентрации 5. 10. 15 мкг/мл, адри- 

нш t олхншша и концентрации (1.05 мкг/мл. В экспериментах с краткосрочной 
обработкой >(длмй инкубация длилась 2 ч. после чего клетки отмывали от ;.доп и в 
ДАЛъкейшеъ- культивировали без них. Среда, кэндационпроваНная клетками гнбрн- 
лежи (к-средь). отбиралась для аиа.лшз :?я 24. 48, 72 ч с момента инкубация. 
Содержание антител в к-ереде опред'.'ля.т методом твердофазного иммукофермент- 
нпго эналилп.

На 96—луночные планшеты Maxi Sorp (Nunc, Denmark) наносили лнтнгеи-транс- 
феррии человек.-] (0,1 мкг из лунку в 20 м.М карбонатном буфере (pH 9.5) и инку- 
бировллн 16 ч при4՛-՝. Планшеты отминали 3 рала ФСБ. содержащим 0.05% тайна— 
20.ii лунки наносили тестируемые к-среды (по 100 мкл на лунку) в последователь
ных дссытккратных разведениях и инкубировали I ч при 37е После инкубации план- 
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шсты отминались ФСБ чинном, и и лунки наносились антитела к Мишиным иммуно
глобулинам, конъюгированные с пероксидазой (Sierra1 в разведении 1:4000 п ФСБ- 
твине н инкубировал։։ 1 ч при 37°. Затем » отмытые лупки вносили 1%-ный раствор 
о-фенилеидиамина в 20 мМ нитратном буфере (pH 4.5) с добавлением перекиси во
дорода до концентрации 0.01 % Оптическую плотность в лунках намеряли при дли 
нс волки 452 нм кз спектрофото.м*. ipe Titeriek M.uhJ-cw (Floe Labs, UK). Из-за 6*- 
еутствня стандартов пир антител определяли как те разведения к-сред. которые свя
зывают 50% адсорбированного на планшетах антигена [2] Определение титра ан
тител проводили по предложенной нами формуле

т' = г-1Кк.
где Т' -логарифм разведения и пересчете на 10^ клеток; I—логарифм разведено 
г.-сред, определенный графически; К—количество клеток я мптлилитре/106.

Результаты и обсуждение. В первой серии экспериментов мы ис- 
медовали влияние различных концентраций бромистого этидия, адрна- 
мянииа и колхицина на кумулятивное содержание иммуноглобулинов 
в к-средах гнбридомы 1Гт. Значения титров антител, определенные

Рис • Кривые титрования дли мои Л Г к трансферрину, продуцируемых 
гибридомой I Б- ! контроль; 2—бромистый этидин (5 мкг/мл); 3 бра 
чистый этидий (10 мкг/мл); 4—бромистый этидий (15 мкг/мл) 5 -адрйл 
чицнн( 0.05 мкг/мл) 6—колхицин (0.05 мкг/мл). По осн абсцисс деся- 
1ИЧНЫЙ логарифм разведения к-среды гнбридомы 1Б7. по оси ординат- 
■.тлшинанш- антител <■ адсорбированным на иланпшта.х антигеном к про 

центах от максимального.

графически и в пересчете на КУ՛ клеток, приведены в табл. 1. Можно 
видеть, что -колхицин практически те влияет на содержание иммуно
глобулинов в к-средах гйбридомы, •>. то время как адриамицин и бро
мистый этидий оказывают сильное воздействие на продукцию антител, 
причем эффект достигает максимума через 72 ч после обработки идом 
(рис- 2). Как видно из табл. I. бромистый этидий и концентрации 
5 мкг/мл вызывает возрастание продукции антител почти вдвое, 10 и 
15 мкг/мл почти в шесть раз. В присуктвии же адриамицииа продук
ция иммуноглобулинов возрастает более чем на порядок. Более того, 
в экспериментах, где клетки инкубировали с ядами в течение 2 ч. а за
вом отмывали, эффекч практически отсутствовал, что с-видетельству- ՛
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ет о том, что постоянное присутствие ядов необходимо для запуска ме
ханизма стимуляции продукции антитёл (табл. 2)

о Сз
Рас. 2. Динамика содержания антител и к-срсдзх гибридомы Н-՜.. ио дням 
с момента инкубации. I—контроль, 2֊ бромистый этидий (10 мкг/мл)
3— адриамицин (2-чэе.онах инкубация с ядами)). I—контроль; 2—бри 
инстин этидий (10 мкг/мл) 3—адриамицин (постоянное кудьтиннрованйе
•’ ядами). По оси абсцисс- десятичный логарифм разведения к-среды 

(на НУ» клеток); по оси абсцисс—часы г момента инкубации

Ряд интересных выводов ։> характере влияния клеточных ядов на 
синтез антител для устойчивых и чувствительных клеточных линий 
можно сделать при сравнении наших результатов с имеющимися в ли
тературе данными о трехкратном усилении синтеза антител клетками 
гибридомы СМ 2 и РС 140.4, не обладающими устойчивостью к ука 
заниым ялам [8], в ю время как мы наблюдали возрастание синтеза 
более чем на порядок.

В этом ключе представляется весьма интересным, на каком уров
не осуществляется увеличение продукции иммуноглобулинов. В ука
занной работе наблюдали усиление именно синтеза и, соответственно, 
секреции иммуноглобулинов [8].

В то же время существуют указания на то, что Р-гликопротеин, 
экспрессирхпошийся в клетках, устойчивых к ядам, является одним из 
КОМПОН0ННТОВ альтернативной системы переноса белков, и частности, 
интерлейкина-1 [9. 10]

В последнее время появились сообщения о том. что белки, связан
ные с фенотипом множественной лекарственной устойчивости, являют 
ся переносчиками белков из цитозоля в эндоплазматический ретикулум 
[14] Следовательно, не исключена возможность, что в устойчивых к 
ядам клетках осуществляется усиление не только синтеза, но и секре
ции иммуноглобулинов. Это подтверждается наблюдаемым нами де
сятикратным возрастанием продукции антител в присутствии адрна- 
имцина у устойчивой к бромистому этидию гнбридомы, в товремякаква
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клетках чувствительной гибридомы наблюдали лишь трехкратное уве
личение продукция

Таблица I. Влияние бромистого этидия, пдряамицика и колхицина на ссч 
ние анТите,: и л среде гибридами I Т-,

и<|р анти
тел, опргд,- 
ленный че
рез 72 ч от 

начала „и-
кубацик

Титр анти
тел в пере
счете на 
10’клеток

4։
К оньентра- 

цин яда. 
мкг/и Л

Конт роя։. 1 ; 131+2.1 l«158 +4.1
Колхнпин 0.05 1 : 1 >$֊2֊1 " 1 : •«: +2.4
Бромистый зтндяй 5 1 :269+1.8 I «346 +3.2
Бромистый этидий 10 1 «398+2.5 1 : 346 +3.0
Бромистый этидий 15 1 :504+4.2 1:718 ±4.3
Лдрнамицин 0.05 1 :1258+6.7 1: 1778+9.8

2. Влияние бромистого этидия и адриамииина но содержание антителГ а б л и к а 
в к-средах гибридами ! 1'7 после 2-часоооб обработки ядами

Ят
Концентра

ция я.та.

Т"ГР п. ]|}. м,։о
тел

мкг/мл 24ч 48ч 72ч

Контроль 1:19+0.5 1 «52+0 8 !« 121 ±1.9
Бромистый этил’.։«! 1) 1 ։ 25+0.4 I «58+3.6 i. II8+1.8
Адриамнцнн 0.05 1 «2«+0 2 1:48+1 ' 1 ։ 145+2.4

Примечание: Р<0,05; каждая из указанных величин нредставлж'т гобой среднюю 
величину трех независимых измерений п трех н«'.4апигимы.\ оац.з.х; —средне։! квад
ратичное отклонение.

Таким образом, полученные нами результаты могут быть интер
претированы двояко: <: одной стороны, ялы стимулируют синтез имму
ноглобулинов, е другой—индуцируют экспрессию Р-глнкоиротешй, 
возможно; участвующего н переносе иммуноглобулинов через мембрану.

Выяснение же механизмов обнаруженного нами феномена являет
ся целью кашей дальнейшей работы
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ГИПЕРЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ЗАМЕДЛЕННОГО ТИПА II 
ФОРМИРОВАНИЕ АНТИТЕЛ У МЫШЕИ ПРИ

ОДНОКРАТНОМ УФ-ОБЛУЧЕНИИ

Н. Г АКОПЯН. Л Н. ФОНТАМ ИН*

Институт экспериментально.՜։ 6։՜օ. огни АН А;:.՛.. и. Ереван,
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Однократное УФ-облучение подавляет ГЗТ к эритроцитам барана и фор 
мнрованис антител к ДНФ Для индукции супрессии исобхо iiim.ii накож
ная аппликация гаптена или подкожное введение антигена ՏՓ-облунс 
ние с последующей внутривенной иммунизацией антигеном нс 'юдан.ггст 
ГЗЗ и фурмироваане антитела.

Միանվագ էպտր ամ անուշակս։ դու յն Տաոագսէյ՚ք/ում ր ճնշում Լ ԴՏԳ-ր ոչխարի 
էրիթրոցիտների հանդէւէգ և հակամարմինների ձհավորումր ԴՆՖ ■ ի հանդէւգ։ 
Աուս/րնսիա հարոլցն/ու Համար անհրամեշւո Լ հաւգտենի վերմաշկային ապչի 
կա if իա կամ անտիգենի են/քամաշկւււյին ներարկում։ IIՒՄ ■ ճաոագայթոււ՚ր ան
տիգենի հետագա ներերակային իմունիզացիայով հանդերձ չի Հնչում ԴՏԳ-ր h 
հակամարմինների ձևավորմանր։

Пн» single exposure of mice to the UV rad ation supressed the induct.•>« 
01 delayed tvpc hvner-. nsitMiy -e-nons-՛ lo s’ ecp c;yrl.ro7v|v$ and null- 
:>ody prodUC! on a ns D.\'l\ !• p..;uian» - ap ՝ car . ц-n or suh-
rutnncous adrnini'lr ։i;on oi ih • лпи^ел? ս՚յտ tequ re.i in induce -mpres- 
sion. The mira.enous antigeni.- imuiunizatton о! '.’V irradiated rnice ;nhi 
bit Dill and anabaJy proluerou

Ультрсфиалетоеое пбл։/ч. н։;е—ctmrp’ttjeeji-u-rAhHCCri. yay.ed.tuH/i'-.-u rufia -uktl. ■
I ,wc!ip<adC£wra՝—супрессии.

Иммуномодулнрукяцсе действие УФ ян 1яется новой молслыо для ис
следования механизмов иммунной регуляции. Определение условий, 
при .которых УФ-облучение проявлиет иммуносупрессивную актив
ность. вносит большой вклад в понимание механизмов его действия 
При этом важное значение нм ют доза и кратность облучения, епосо-

I бы иммунизация животных, тип используемого антигена.

Сокращения: УФ—ультрафиолет։wie облучение՜, Г31—гиперчуистингелыюгть за 
ve.V-oiHoro типа. ЭБ—эрнгроцнти барана; АОК—лнтителообрэзуюиц1е клкки՜.

' ЛНФБ- лпннтрпфторбемзол
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