
ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԳԻՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ԱԶԳԱՅԻՆ ԱԿԱԴԵՄԻԱՅԻ ԶԵԿՈՒՅՑՆԵՐ
ДОКЛАДЫ НАЦИОНАЛЬНОЙ АКАДЕМИИ НАУК АРМЕНИИ
Том 99 1999 №3

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ

УДК 612-017.1

Л. А. Аванесян, Т. К. Давтян, академик НАН Армении Ю. Т. Алексанян

Синтез иммуноглобулинов лим л
< оцитами человека

в культуре под влиянием адриамицина 
и его комплексов с Ре3+, Си2+и Со2+

(Представлено 16/ХП 1998)

Одной из актуальных проблем современной иммунологии является фор
мирование иммунного ответа лимфоцитов в условиях индукции адаптивных 
реакций клеток в культуре. Иммунокомпетентные клетки, молекулярные меха
низмы активации, пролиферации и дифференцировки которых хорошо изуче-
ны, представляют собой удобную модель для изучения взаимоотношений 
адаптивного и иммунного ответов. Некоторые ДНК-повреждающие ксенобио
тики, например адриамицин (АДР), вызывают индукцию адаптивного ответа 
клеток (1). В низких нецитотоксических концентрациях АДР способен инду
цировать дифференцировку клеток различных линий (2), в том числе и В кле
ток (3), а также оказывает иммуномодулируюшее воздействие (4). Показано, 
что АДР способен стимулировать как конститутивный, так и индуцибельный 
синтез иммуноглобулинов (1ք) лимфоидными клетками в культуре, что, воз-
можно, имеет адаптивное значение (5). Обратимое усиление АДР синтеза 
требовало наличия свободных ионов железа в лимфоидных клетках, что сви
детельствует об участии свободных радикалов в этих процессах.

Целью настоящей работы явилось изучение синтеза лимфоцитами че
ловека в культуре под влиянием АДР и его модифицированных форм путем 
комплексообразования с ионами металлов переходной валентности Ре , 

Сц2+и Со2+.
В качестве объектов исследования были использованы тонзиллярные ..им 

фоциты человека, выделенные путем центрифугирования в градиенте плотное 
ти Псо11-рааие (РЬагтааа). Лимфоциты (3,5106/мл) культивировали в среде
РРМ1-1640 (Бегуа), содержащей 15% эмбриональной телячьей сыворотки 
($егуа), 2тМ Լ-глютамина, 510’5 М 2-меркаптоэтанола и 80 мкг/мл тентами- 

цина. Индукцию гуморального иммунного ответа лимфоцитов проводили 
чение трех или шести дней по ранее описанной методике ( ). Комплексы 
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с Ее3+, Си2+и Со2+ готовили в молярном соотношении АДР-металл 3:1 (7). 
Конечная концентрация АДР и его комплексов в среде культивирования кле
ток составляла 2 мкг/мл. При индукции антигенспецифического гуморально
го иммунного ответа и митогенной стимуляции лимфоцитов в среду инкуба
ции добавляли 5 мкг/мл митогена лаконоса (МЛ) (Sigma). В качестве анти
генов при индукции антигенспецифического иммунного ответа были использо- 
ваны риксированные }>ормалином микроорганизмы. Staphylococcus aureus
(штамм ИНМИА 5233), Yersinia enterocolitica (штамм ОЗ), Klebsiella pneumo
niae, Shigella flexneri в разведении 1:200 маточной бактериальной суспензии с 
ОПб2о=0,7. Для выявления отдельных антителообразующих клеток (АОК) в 
культурах лимфоцитов использовали метод иммуноферментного анализа на 
нитроцеллюлозных фильтрах, покрытых антителами против-IgA, IgM и IgG 
или бактериальными антигенами (6). Выживаемость лимфоцитов определяли с 
помощью 0,1% трипанового синего (Sigma).

В работе исследовалось влияние АДР, АДР-Fe3*, АДР-Си2+ и АДР-Со2+ 
на синтез 1g классов А, М и G нестимулированными, МЛ-стимулированными 
лимфоцитами, а также на синтез антигенспецифических антител тонзилляр
ными лимфоцитами человека на 3-й и 6-й дни культивирования клеток.

Как показали исследования выживаемости лимфоцитов в присутствии
указанных препаратов, используемая концентрация (2 мкг/мл) АДР, АДР- 
Fe3+ и АДР- Со2+ не являлась цитотоксической на 3-й день культивирования 
как нестимулированных, так и МЛ-стимулированных клеток Незначительная 
гибель клеток отмечалась в присутствии АДР-Си2+ на 3-й день инкубации 
клеток. На 6-й день культивирования проявляется незначительный цитотокси
ческий эффект АДР и его комплексов.

Результаты исследования влияния АДР и его комплексов на синтез IgA, 
IgM и IgG нестимулированными тонзиллярными лимфоцитами в культуре 
представлены в табл. 1.

Таблица /
Влияние АДР и его комплексов с Fe3+, Си2+и Со2+ 

на синтез IgA, IgM и IgG нестимулированными 
тонзиллярными лимфоцитами в культуре

Примечание Цифры в табл. 1-3 обозначают индекс стимуляции = (1-число АОК 
в контроле/число АОК в опыте)х!00; (-)- отсутствие стимуляции.

Условия 
эксперимента

IgA кА ____________ IgG
3-й день 6-й день 3-й день 6-й день 3-й день 6-й день

АДР 18±4 59,1 ±8,2 — 56,316,2 5117,1 25,610,7
АДР-Fe ’♦ 61+9,2 52.517,8 — 7413.3 5117.4 55,1511.5
АДР-Си2* 71 ±5 54.2±14.7 58.3110.1 62.611.2 42.614,4
АДР-Со2* 611 27.25Ю.5 в» 63.9118,5 52.311.8 30,314,5
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Как видно из табл.1, АДР и его комплексы стимулируют синтез IgA и
IgG на 3-й и 6-й дни и IgM на 6-й день инкубации лимфоцитов. Отсутствие 
влияния АДР и его комплексов на синтез ^М на 3-й день инкубации, по-ви- 
димому, связано с длительной антигенной стимуляцией тонзиллярных лимфо
цитов и небольшим количеством IgM+ лимфоцитов в миндалинах in vivo. 
Максимальный стимулирующий эффект на синтез IgA и IgG на 3-й день инку
бации проявлял комплекс АДР-Си2+. Влияние АДР-Fe3՜*՜ на синтез IgA и IgG 
было менее выраженным, однако более стабильным в динамике. В отличие от 
синтеза IgA значения синтеза IgG на 3-и сутки под влиянием АДР, АДР-Fe3՜*՜ 
и АДР-Со2 оказались близки. Максимальное число АОК. синтезирующих 
IgM, на 6-й день инкубации обнаруживалось в присутствии АДР-Fe3՜*՜, 
минимальное - АДР, а АДР-Со2+ и АДР-Си2+ по своему действию занимали 
промежуточное положение.

Таблица 2
Влияние АДР и его комплексов с Fe3+, Си2+и Со2՜*՜ 
на синтез IgA, IgM и IgG МЛ-стимулированными

тонзиллярными лимфоцитами в культуре
Условия 

эксперимента
1g А IgM IgG

3-й день 6-н день 3-й день 6-й день 3-й день 6-н день
АДР — 78.2±1.5 57,5±1,5 4б,9±7,6 50,3±2 J 13,6±0.2
АДР-Fe3* 30±2,2 71±2,9 33±2 39,4±2,1 29,7±6,5 55,7±5,9
АДР-Си2+ 29,7±6 65,2±8,9 25±2 57.4±9.6 23±7 28±2,9
АДР-Со24 54.3±4,6 74,9±7 46±1,1 53±3,7 56,3±2.9 2814.J

Как показали результаты экспериментов, представленные в табл.2, комп-
лексы АДР с Fe3+, Cu2+ и Со2՜*՜ стимулировали синтез IgA, М и G на 3-й и 
6-й дни инкубации лимфоцитов. Максимальный стимулирующий эффект на 
синтез IgA на 3-й день проявлял АДР-Со2՜*՜. АДР ингибировал синтез IgA МЛ- 
стимулированными лимфоцитами на 3-й день инкубации, а на 6-й день синтез
IgA МЛ-стимулированными лимфоцитами значительно возрастал (примерно в 
равной степени), как в присутствии АДР, так и трех его комплексов. При 
сравнении синтеза IgA нестимулированными и МЛ-стимулированными лимфо- U 
цитами обнаруживается тенденция ингибировать синтез при совместном деи- 
ствии АДР, АДР-Fe3՜*՜ и АДР-Си2+ и митогена на 3-й день и аддитивный эф
фект на 6-й день культивирования клеток. АДР-Со2+ стимулировал синтез IgA 
в присутствии МЛ более выраженно как на 3-й, так и 6-й дни инкубации.
Эффект АДР-Со2+ на IgG синтез МЛ-стимулированными лимфоцитами также
наиболее выражен на 3-й день культивирования клеток. Действия комплексов 
АДР с Ре3+ и Си2+ на синтез были близки. На 6-й день стимуляция АДР 

меньшей степени, АДР-Си4*՜1՜, наобои АДР-Со2՜*՜ снижалась, а АДР-Fe3՜*՜ и, в
рот, возрастала. При сравнении синтеза МЛ-стимулированными и нести 
мулированными лимфоцитами выявлена максимальная стимуляция
день АДР-Ре3՜*՜ синтеза в обеих моделях индукции. Результаты экспери 
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ментов по влиянию АДР и его комплексов на IgM синтез МЛ-стимулирован-
ными лимфоцитами показали, что на 3-й день АДР проявлял максимальный
эффект. На 6-й день влияние АДР снижалось, а влияние его комплексов, на
оборот, увеличивалось. Необходимо отметить, что если стимулирующие эф
фекты АДР и его комплексов на синтез 1^М проявляются лишь на 6-й день 
культивирования нестимулированных лимфоцитов, то число АОК, синтезиру
ющих 1^М, при совместном действии митогена и АДР и его комплексов уве
личивалось уже на 3-й день инкубации.

Результаты исследования влияния АДР и его комплексов на синтез анти-
генспецифических антител тонзиллярными лимфоцитами в культуре представ
лены в табл.З. Как видно из таблицы, тонзиллярные лимфоциты способны к 
образованию антигенспецифичных антител в описанных условиях индукции in 
vitro.

Таблица 3
Влияние АДР и его комплексов с Fe3+, Cu2+ и Со2+

тонзиллярными лимфоцитами в культуре
на синтез антигенспецифических антител

Условия

экспери
мента

S. flexneri Y.enterocolitica S.aureus K.pneumoniae

3-й 
день

6-й 
день

3-й 
день

6-й 
день

\ 3-й
день

6-Й 
день

3-й 
день

6-й 
день

АДР 50±1.8 41 ±6 4О±О,9 16±1.9 37±|,4 76±2.6 30±0,34 58±О,14

АДР-Fe3* 72,3±2 60,6±6 51±О,5 45±6,2 44±0.17 65±1.2 45±О,1 85±О,5

АДР-Си2* 66±О,1 54.4±5 17,5±1 49±1,5 45±1.1 63±6 16±2.2 52±О,5

АДР-Со2* 58±О,7 46.8±6 48.4±1 12,4±1 48±1,3 65±1 49±О,59 67±О,29

АДР и его комплексы с Fe3+, Cu2+ и Со2+ стимулируют синтез антиген
специфических антител тонзиллярными лимфоцитами в культуре как на 3-й, 
так и на 6-й дни инкубации клеток. Стимулирующее действие этих препара
тов на S.aureus растет в динамике, причем если на 3֊й день исследования ме- 
таллокомплексы обладали более выраженными эффектами, чем АДР, то на 
6-й день, напротив, АДР действовал сильнее. Влияние комплексов АДР с 
Fe3+, Cu2+ и Со2+ на синтез анти-S.flexneri антител оказалось несколько силь
нее, чем чистого АДР на 3-й и 6-й дни инкубации клеток. Стимулирующие 
эффекты АДР и его комплексов на 3-й день индукции иммунного ответа к
К.pneumoniae оказались ниже, чем к S.flexneri. Стимулирующие эффекты 
АДР, АДР-Fe34՜ и АДР-Со2+ возрастали в динамике при использовании в ка
честве антигенов S.aureus и К.pneumoniae и снижались при использовании
S.flexneri и Y.enterocolitica. В то же время стимулирующие эффекты АДР- 
Си2՜*՜ возрастали в динамике при использовании в качестве антигенов S.aure
us, Y.enterocolitica и K.pneumoniae и незначительно снижались при использо
вании S.flexneri. На 3-й день индукции максимальная стимуляция образова
ния антигенспецифических АОК в культуре тонзиллярных лимфоцитов наблю
далась в присутствии АДР-Fe3՜1՜ при использовании S.flexneri и Y.enterocoliti
ca, а при использовании S.aureus и K.pneumoniae - АДР-Со2+. На 6-й день 
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индукции гуморального иммунного ответа максимальный стимулирующий эф
фект наблюдался в присутствии АДРТе3+ при использовании S flexneri и 
K.pneumoniae; АДР-Си2+ при использовании Y.enterocolitica и АДР при не- 
пользовании S.aureus.

Таким образом, на основании проведенных экспериментов можно сделать 
заключение о том, что АДР и его комплексы с Fe3*, Си2* и Со2* способны 
стимулировать синтез IgA, IgM и IgG нестимулированчыми и МЛ- и антиген-
индуцированными тонзиллярными ЛИМ •• оцитами в культуре. Стимуляция
АДР и его комплексами продукции Ig тонзиллярными ЛИМ оцитами не обус

1

1
1
иг

ловлена освобождением внутриклеточных молекул 1g вследствие гибели кле
ток, а соответствует увеличению количества АОК в культуре. Комплексообра
зование АДР с металлами переходной валентности, особенно с Fe3* и Си2*, 
приводит в основном к усилению эффектов АДР, что возможно является 
следствием увеличения свободных радикалов, а также свидетельствует о роли 
окислительно-восстановительного состояния молекулы АДР в его влиянии на 
синтез Цг. Модификации окислительно-восстановительного состояния АДР пу
тем ее комплексообразования с металлами переходной валентности, способ
ными служить донорами и акцепторами электронов, могут влиять на ХАЭН 
оксидазу и транспорт электронов (8). Предполагается, что окислительно-вос
становительное состояние хинона в молекуле оксидазы контролирует тирозин 
киназы (е). Адриамицин в цитотоксических дозах ингибирует электронный
транспорт в чувствительных, но не устойчивых клетках. В то же время добав
ление солей железа восстанавливает активность МОН оксидазы и рост кле-
ток (8). Кроме того увеличение внутриклеточного Са2* и активности |юсфоли-••

пазы D и уменьшение цАМФ, являющихся важными вторичными мессендже-
рами в передаче активационных сигналов, также может опосредовать стиму
лирующее влияние АДР и его металлокомплексов на синтез 1£ ($). Устойчи-
вость клеток к АДР может быть связана с активностью тирозин киназ или 
протеин киназы С (*®). Действуя через вторичные мессенджеры, АДР и его 
комплексы могут активировать транс-факторы и их переход в ядро и тем са
мым стимулировать транскрипцию генов (3). Таким образом, АДР и его
комплексы с Fe3*, Cu2+ и Со2+, индуцируя дифференцировку В лимфоцитов,
способны стимулировать синтез в культуре лимфоцитов человека, что. воз 
можно, опосредовано их влиянием на пути передачи сигналов в лимфоцитах

Институт эпидемиологии, вирусологии и медицинской паразитологии 
им. А.Б.Алексавяна Минздрава РА
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L IL ԱՎԱՆԵՍՅԱՆ, Տ. Կ. ԴԱՎԹՅԱՆ, 
Հայաստանի ԳՀ111 ակադեմիկոս Յու Թ. ԱԼԵՔՍԱՆՅԱՆ

Մարդու լիմֆոցիտների կոդմից իմունոգլոբուլինների սինթեզը կուլտուրայի 
պայմաններում ադրիամիցինի ե նրա Րշ , Շս և Շօ միացությունների 

ազդեցության տակ
Արդի իմունոԼոգիւսյի ակտուաչ հարցերից մեկս է Լիմֆոցիտների իմուն պա ասխանի ին-

դուկցիանբջիջների ադապտիվ պատասխանի զարգացման պայմաններում:
Հոդվածում ցույց է տրված մարդու տոնզխյար Լիմֆոցիտների կոդմից իմունոգւո- 

բուչինների սինթեզը ադրիամիցինի և նրա Շմ և Շօ2 մետադային իոնների միացու
թյունների ազդեցության տակ: Ադրիամիցինը և նրա Շս2' ե Շժ' միացությունները 
խթանում են ձ. № և Շ դասերի իմունոգԼոբուԼինների սինթեզը ոչ սւոիմուլյացված և միթոզեն- 
ստիմուցացված Լիմֆոցիտների, ինչպես նաև անտիգենսպեցիֆիկ հակամարմինների 
սինթեզը մարդու տոնզիցար Լիմֆոցիտների կոդմից in vitro պայմաններում: Այդ խթանումը 
կարոդ է պայմանավորված ԼինեԼ երկրորդական մեսենջեռների ակտիվացումով նշված նյու
թերի ազդեցության տակ:
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