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Структурно-функциональные взаимоотношения между центральной нервной и 
иммунной системами, как известно, осуществляются посредством различных клас
сов регуляторных молекул, включая медиаторы обеих систем [13,17]. В последние 
годы выделены и охарактеризованы пептиды гипоталамуса, представляющие новое 
семейство иммуномодуляторов [6-9,14—16]. Они регулируют антателообразование 
[3,5], клеточно-опосредованные иммунные реакции [4], различные функции мак
рофагов [5,12], синтез и секрецию цитокинов: интерлейкина-1, интерлейкина-2, 
интерлейкина-6, фактора некроза опухолей-а [1,2,4,7] .

Известно, что в развитии и функционировании иммунной системы важная роль 
принадлежит гормону роста (ГР) [18]. Показано, что при сниженном его уровне 
(при карликовости и др. патологиях) имеет место подавление гуморального и кле
точного звеньев иммунного ответа [19]. В этой связи интересным представлялось 
выяснение возможности стимуляции выработки ГР с помощью гипоталамических 
иммуномодуляторов.

Целью настоящего исследования явилось изучение способности структурально 
охарактеризованного пролин-богатого полипептида (ПБП) гипоталамуса [9,15] из
менять выработку ГР человека в культурах мышиных фибробластов.

Материал и методы

В исследовании использовали ПБП, полученный из фракции низкомолеку
лярных белков и пептидов гипоталамуса крупного рогатого скота [15]. Изменение 
экспрессии ГР исследовали в известной экспериментальной модели, включающей 
линию фибробластов мышей BALB/c [10], стабильно продуцирующую ГР челове
ка. Концентрацию ГР определяли двухсайтным иммунометрическим методом 
ELISA [11]. Фибробласты мышей (клон 5 BALB/c -ГР) высевали по 4х104 клеток в 
24-луночные плейты Costar (ICN, США) в питательной среде (ПС) RPMI 1640 
(ICN), содержащей 10,0% фетальной телячьей сыворотки (ICN) в объеме 2,0 мл и 
100 мкг/мл канамицина (ICN), и инкубировали при 37°С в атмосфере 10,0% СО2 3 
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суток до достижения монослоя. Затем клетки промывали свежей ПС и реинкубиро- 
вали в тех же условиях еще 1 сутки. Для определения концентрации ГР отбирали 
по 200,0 мкл содержимого каждой пробы. Проводили сенсибилизацию плейтов 
Titertek (ICN) при 4°С в течение 12 ч моноклональными антителами (Мон-АТ) про
тив ГР человека (10,0 мкг/мл), полученными в ИМБ РАН, в 0,02 М натрий
карбонатном буфере при pH 9,6 по 50,0 мкл/лунку. После промывки несорбирован- 
ных Мон-АТ раствором фосфатного буфера (ICN) вносили по 50,0 мкл проб и 
стандартов, содержащих ГР в различных концентрациях, и инкубировали в течение 
1 ч. Затем после трехкратной промывки вносили в лунки кроличьи поликлональные 
АТ против ГР по 50,0 мкл и инкубировали в течение 1 ч. После последующей трех
кратной промывки лунок вносили в них по 50,0 мкл АТ против иммуноглобулинов 
кролика, меченных пероксидазой хрена (Amersham, США), и инкубировали в тече
ние 1 ч. Затем сливали содержимое лунок, многократно промывали их ПС и добав
ляли по 100,0 мкл раствора, содержащего 10,0 мл 0,1М лимонной кислоты, 
200,0 мкл О-фенилдиамина (ICN) в этаноле (40,0 мкл/мл) и 4,0 мкл 33,0 % Н2О2. 
Пробы инкубировали 20 жми при 20°С и добавляли в них по 100,0 мкл 2N H2SO4 
для остановки развития окрашивания. Результаты оценивали спектрофотометриче
ски при длине волны 492 нм. Статистическую обработку полученных данных про
водили с помощью է -критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Исследование выявило способность ПБП модулировать экспрессию ГР в куль

турах мышиных фибробластов. Фибробласты в культуре достигали монослоя, ста
бильно вырабатывающего ГР на 4-е сутки их культивирования. ПБП вносили в 
пробы в широком диапазоне доз: 1х10՜3 - 1х10՜12 г/мл в различные сроки. Результа
ты оценивали во всех пробах на 5-е сутки культивирования. На рис.1 представлены 
результаты исследования выработки ГР под влиянием ПБП, внесенного в культуры 
фибробластов однократно на 4-е сутки культивирования. Наилучшим образом ак
тивность ПБП проявилась в диапазоне доз IxlO՜8 - 1х10՜12 г/мл. В указанных дозах 
ПБП после его однократного применения оказался способным повышать суммар
ную выработку ГР в культурах зрелого монослоя фибробластов в 1,7 - 2,6 раза 
(р<0,001).

Представлялось интересным выявить также способность ПБП стимулировать 
выработку ГР в культурах фибробластов различной зрелости. ПБП применяли в 
дозе 1x1011 г/мл либо однократно: на 1, 2, 3, 4-е сутки, либо четырехкратно: на 1, 2, 
3, 4-е сутки культивирования фибробластов. Результаты, представленные на рис.2, 
оценивали спустя 1 сутки после применения ПБП в каждой отдельной пробе. Так, 
ПБП во всех случаях повышал суточную выработку ГР в 1,5 - 2,74 раза (р<0,001).
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Рис. 1. Изменение суммарной выработки ГР в культурах мышиных фибробластов под дей
ствием ПБП.
По оси ординат - концентрация ГР (мкабил). По оси абсцисс - дозы ПБП (г/мл): 1 - IxlO՜12; 
2 - 1x10, 3 - 1x10՜’°; 4 - IxlO՜9; 5 - 1x1 О՜8; 6- контроль без ПБП.

Рис. 2. Изменение суточной выработки ГР в культурах мышиных фибробластов под дейст
вием ПБП.
По оси ординат - концентрация ГР (мкг/мл). По оси абсцисс - дни применения ПБП (1x10՜” 
г/мл}. Светлые столбики - контроль без ПБП; темные - опыт.

Интересно отметить, что эффект от четырехкратного применения ПБП лишь 
незначительно отличался по величине от однократного применения: на 4-е сутки - 
в стадии завершения роста монослоя фибробластов (рис.1). Полученный факт по
служил причиной выяснения зависимости экспрессии ГР под действием ПБП от 
концентрации фибробластов в культуре. Были использованы культуры с различным 
количеством фибробластов: IxlO3 - 1х104 - 4х104 в мл и различными дозами ПБП: 
IxlO՜5 - IxlO՜8 - IxlO՜11 г/мл. ПБП применяли однократно на 4-е сутки, а результаты 
оценивали на 5-е сутки культивирования. Данные, представленные на рис. 3, свиде
тельствуют, что ПБП проявлял стимулирующее выработку ГР действие независимо 
от количества фибробластов в культуре. Данный эффект зависел только от дозы 
ПБП. Так, доза ПБП IxlO՜5 г/мл повышала выработку ГР при концентрации фиб
робластов IxlO3, IxlO4, 4х104 в мл соответственно в 1,35; 1,32; 1,3 раза (р<0,001). 
Доза ПБП IxlO՜8 г/мл повышала продукцию ГР при указанных концентрациях фиб
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робластов соответственно в 1,65; 1,66; 1,68 раза (р<0,001). Доза ГГБП 1x10 г/мл 
повышала выработку ГР при тех же концентрациях фибробластов в 2,56, 2,57, 2,6 
раза (р<0,001) соответственно.

Рис. 3. Зависимость выработки ГР под действием различных доз ПБП от концентрации 
фибробластов в культуре.
По оси ординат—концентрация ГР (мкг/мл). По оси абсцисс — количество фибробластов в 
мл: А - IxlO3; Б - IxlO4; В - 4х104; дозы ПБП (г/мл): 1 - 1x10՜”; 2 - IxlO՜8; 3 - IxlO՜5; 4 - 
контроль без ПБП.

Таким образом, в результате проведенного исследования обнаружена способ
ность ПБП повышать выработку ГР человека в культурах мышиных фибробластов. 
ПБП повышал суммарную и суточную выработку гормона как на стадии разви- 
тия/формирования монослоя, так и на стадии продукции ГР зрелым монослоем 
фибробластов. Обнаруженный эффект зависел от дозы ПБП и не зависел от сроков 
его применения и концентрации фибробластов в культуре. Полученные результаты 
свидетельствуют, что ПБП может участвовать в экспрессии и выделении ГР клет
ками аденогипофиза, играть роль либерина ГР, а также служить полезным допол
нением для увеличения продукции ГР человека в биотехнологии.

Поступила 30.06.00

ՀԻՊՕԹԱԼԱՄՈՒՍԱՅԻՆ ՊՕԼԻՊԵՊՏԻԳԸ ԽԹԱՆԶԻՍ՜ է Ս՜ԱԲԴՕԻ Ա՛ՃԻ ՀՈՐՍ՜ՕՆԻ 
ԷՔՍՊՐԵՍԻԱՆ BALB/c Ս՜ԿՆԵՐԻ ՖԻԲԲՈԲԼԱՍՏՆԵԲՒ ԿՕԻԼՏՈԻԲԱՆԵԲՈԻՍ:

ՎՍ-Ապրիկյան, Ս.Գ.Չայիլյան, Ա.Ա.Գալոյան

Ուսումնասիրվել է հիպոթալամոաային պրոլինով հարուստ պոլիպեպտիդի (ՀՊ) 
հատկությունը փոփոխել մարդու աճի հորմոնի (ԱՀ) արտադրումը BALB/c մկների 
ֆիբրոբլաստնհրի կուլտուրաներում երկսայտանոց ELISA իմունաֆերմենտային մեթոդի 
օգնությամբ:

Հայտնաբերվել է, որ ՀՊ-ը (IxlO՜5 և 1x10՜” գ/մ.լ) խթանում է մարդու ԱՀ-ի 
արտադրումը մկների ֆիբրոբլաստնհրի (IxlO3 ե. 4x10* մյ) կուլտուրաներում: ՀՊ-ը 
խթանում է ինչպես ընդհանուր գումարային, այնպես էլ ԱՀ-ի օրական արտադրումը: ՀՊ-ի 
ազդեցությունը կախված է միայն իր դոզայից, այլ ոչ թե ՀՊ-ի կիրառման ժամկետներից 
կամ ֆիբրոբլաստնհրի խտությունից կուլտուրաներում:
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HYPOTHALAMIC POLYPEPTIDE ENHANCES EXPRESSION OF THE HUMAN GROWTH 
HORMON IN CULTURES OF BALB/C MICE FIBROBLASTS

V.S.Aprikyan, S.G.Chailyan, A.A.Galoyan

The aim of the study was to investigate the ability of a novel proline-rich hypotha
lamic polypeptide (HP) to modulate the human growth hormon (hGH) production in 
BALB/c mice fibroblasts cultures with ELISA test.

It was established that HP (IxlO՜5 — IxlO՜12 g/ml) has the ability to enhance the hGH 
production in mice fibroblasts cultures (IxlO3 - lxlO4/ml). HP enhances both summar 
and daily hGH productions. This effect depends on HP dose, but not on the application 
time, or fibroblasts quantity in cultures.
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