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Краткие сообщения

Введение
Необходимым условием для реализации им­

мунного ответа организма на введение чуже­
родного антигена является взаимодействие 
иммунокомпетентных клеток друг с другом 
при комплементарном реагировании адгезивных 
молекул на их поверхности. Начальные этапы 
«симбиотических» взаимоотношений клеток им­
мунной системы и конкретные адгезивные моле­
кулы, принимающие в них участие, в настоящее 
время достаточно хорошо изучены [18, 19, 29].

Процесс активации реагирующих кле­
ток начинается с образования связи между 
CD2­рецепторами Т­лимфоцитов и их лиганда­
ми на антигенпредставляющих клетках (АПК) – 
CD58­молекулами [19, 24, 25, 28]. Данная пара 
маркеров обеспечивает слабое взаимодействие 
между клетками и их первоначальную взаим­
ную ориентацию. Следующим этапом акти­
вационного процесса является реагирование 
LFA­1­рецепторов Т­лимфоцитов с ICAM­1­
молекулами АПК, что способствует прекраще­
нию перемещения клеток относительно друг дру­
га и инициирует формирование стабильных зон 
контакта между Т­клетками и АПК [23, 25­27]. 
Последнее служит основой иммунного распозна­
вания Т­лимфоцитами чужеродного антигенного 
пептида [19, 21]. Данный процесс сопровожда­
ется изменением конформации маркеров LFA­1 
и связь между клетками становится более силь­
ной и продолжительной. В течение следующего 
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Резюме. С помощью метода твердофазного иммуноферментного анализа показана различная 
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Abstract. While employing an enzyme linked immunosorbent assay, it was shown that UV­sensitivity is 

different for various adhesion molecules (CD2, CD11a and CD29) at the membranes of T­lymphocytes. 
Relative photoresistance of CD2 and CD11a antigens to UV irradiation was established  at the doses range of 
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часа осуществляются события взаимной актива­
ции контактирующих клеток [21, 23]. Затем ак­
тивированные Т­лимфоциты мигрируют в окру­
жающие ткани при участии VLA (CD49/CD29) 
интегринов, экспрессирующихся на их мембра­
нах и обеспечивающих взаимодействие клеток 
с экстрацеллюлярным матриксом [19, 20, 22].

В современной клинической практике ши­
роко применяется оптическое излучение раз­
личного спектрального диапазона, в частности 
УФ­свет. Для коррекции нарушений в работе 
иммунной системы больных с различной этио­
логией используется метод аутотрансфузии УФ­ 
облучен ной крови. При модификации кро­
ви УФ­излучением происходят структурно­
функциональные изменения поверхности имму­
нокомпетентных клеток, что существенно влияет 
на уровень экспрессии ряда поверхностных анти­
генов и рецепторов [2, 4, 10, 13­16].

В связи с вышеизложенным определен­
ный интерес представляет изучение влияния  
УФ­света на экспрессию некоторых адгезив­
ных молекул (CD2, CD11a и CD29) мембранами 
Т­лимфоцитов крови человека, посредством ко­
торых осуществляются начальные этапы взаимо­
действия между клетками в процессе активации 
работы иммунной системы.

Материалы и методы
Лимфоциты выделяли из дефибринирован­

ной крови 16 доноров методом седиментации 
в градиенте плотности фиколл­урографина 
(ρ  = 1,077 г/ мл) [1]. Разделение смеси клеток 
на Т ­ и В­субпопуляции осуществляли по методу 
P. Terasaki [9].

Полученную суспензию Т­лимфоцитов в объе­
ме 2 мл облучали в термостатируемой (37 °C) сте­
клянной кювете светом ртутно­кварцевой лампы 
типа ДРТ­400 через светофильтр УФС­1 с по­
лосой пропускания 240­390 нм. Интенсивность 
облучения равнялась 151 Дж/м2 в минуту на рас­
стоянии 0,23 м от объекта. Время экспозиции со­
ставляло 1, 3, 6 и 9 минут, что соответствовало до­
зам облучения 151, 453, 906 и 1359 Дж/м2.

Для определения уровня экспрессии изучае­
мых маркеров на поверхности мембран натив­
ных и фотомодифицированных Т­лимфоцитов 
применяли метод непрямого твердофазного им­
муноферментного анализа, который проводили 
на плоскодонных полистирольных планшетах 
(«Медполимер», Москва). В работе использова­
ли моноклональные антитела серии LT2, LT11a 
и LT29 к CD2­антигену, CD11a­субъединице 
LFA­1 и CD29­субъединице VLA­рецепторов 
человека, соответственно, и коньюгат козьих 
антител против IgG, меченных пероксидазой 
хрена (ООО «Сорбент», Москва). В качестве 

субстрата для фермента использовали раствор 
ортофенилендиаминдигидрохлорида в цитратно­
ацетатном буфере (pH = 5,0) с добавлением 0,2% 
раствора пероксида водорода. Результаты учи­
тывали спектро фотометрически при λ  = 492 нм 
на вертикальном фотометре «Униплан» (Пикон, 
Москва) и выражали в относительных единицах 
оптической плотности (отн. ед.). 

Статистическую обработку результатов экс­
периментов проводили с помощью прикладных 
программ «Statistica 6.0». Достоверность разли­
чий контрольных и опытных значений сравни­
ваемых показателей определяли по t­критерию 
Стьюдента. При этом рассчитывали степень ва­
рьирования показателя при повторных определе­
ниях внутри опыта.

Результаты
Нами было установлено, что уровень экс­

прессии CD2­ и CD11a­маркеров на поверх­
ности мембран нативных Т­лимфоцитов крови 
доноров в среднем составил 0,427±0,050 отн. ед. 
и 0,292±0,018 отн. ед. соответственно (рис. 1). 
Воздействие УФ­излучения в диапазоне доз 
151 ­ 906 Дж/м2 на суспензию Т­клеток не приво­
дило к статистически достоверным изменениям 
уровня экспрессии изучаемых антигенов по срав­
нению с нативными образцами. Облучение 
Т­лимфоцитов максимальной из используемых 
нами доз УФ­света (1359 Дж/м2) способствовало 
снижению ИФА­сигнала на 20,8% и на 18,2% со­
ответственно относительно контроля.

По характеру ответа CD29­антигенов на мо­
дификацию Т­лимфоцитов УФ­светом доноры 
были разделены на две группы. Уровень экспрес­
сии CD29­молекул на поверхности мембран ин­
тактных Т­клеток I группы доноров (10 человек) 
составил в среднем 0,188±0,014 отн. ед. (рис. 2). 
Облучение суспензии иммунокомпетентных 
клеток УФ­светом в дозах 151, 453 и 906 Дж/м2 
способствовало усилению ИФА­сигнала на 25%, 
21% и 29% соответственно по сравнению с необ­
лученными лимфоцитами. Максимальная доза 
УФ­света (1359 Дж/м2) не вызывала статистиче­
ски достоверных изменений уровня экспрессии 
CD29­молекул Т­лимфоцитами относительно 
контрольных образцов.

Во II группу вошли 6 доноров, уровень экспрес­
сии CD29 молекул нативными Т­лимфоцитами 
которых был изначально выше, чем у лиц первой 
группы, и в среднем составил 0,246±0,023 отн.  ед. 
(рис. 2). Облучение образцов Т­клеток УФ­
светом во всем используемом диапазоне доз  
(151­1359 Дж/м2) индуцировало падение экспрес­
сии исследуемых молекул на 26%, 18%, 20% и 39% 
соответственно по сравнению с контролем.
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Рисунок 1. Изменение уровня экспрессии CD2 и CD11a молекул мембранами Т-лимфоцитов под действием  
УФ-излучения
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Рисунок 2. Влияние УФ-света на уровень экспрессии CD29-молекул мембранами Т-лимфоцитов

Обсуждение
CD2­рецептор представляет собой трансмем­

бранный гликопротеид, состоящий из 324 амино­
кислотных остатков (АО). Его внеклеточная об­
ласть содержит 2 дисульфидных мостика. 

Маркер LFA­1 образован двумя субъединица­
ми – CD11a и CD18, – из которых более специ­
фичной является первая. Она включает в себя 
1145 АО и образует 7 дисульфидных связей.

VLA (CD49/CD29) рецепторы, так же как 
и предыдущий маркер, состоят из 2 субъединиц. 

Общей для данных рецепторов является транс­
мембранная молекула CD29, полипептидная (ПП) 
цепь которой насчитывает 778 АО и имеет во вне­
клеточном регионе 28 дисульфидных связей. 

Основными хромофорами УФ­света в бел­
ковых молекулах являются ароматические 
и серосодержащие аминокислотные остатки –  
фенилаланин, тирозин, триптофан, цистеин 
и метионин [7, 8, 11, 17]. В связи с этим нами 
была проанализирована первичная структу­
ра CD2­, CD29­ и CD11a­антигенов для вы­
яснения зависимости между аминокислотным  
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составом их ПП цепей и степенью ответной реак­
ции изучаемых антигенов на воздействие широ­
кого диапазона доз УФ­света (240­390 нм). 

В таблице 1 представлено содержание потен­
циальных фотохромофоров в ПП цепях (взяты 
из Protein Datа Base) исследуемых антигенов. 
Анализ данных этой таблицы показывает, что ко­
личество ароматических и серосодержащих АО 
возрастает в ряду: CD2­рецептор (26) → CD29 ­ ан­
тиген (119) → CD11a­молекула (136). Однако 
процентное содержание акцепторов УФ ­ света 
относительно общего числа АО ПП цепи состав­
ляет 8, 15 и 12%, соответственно, т.е. является 
максимальным в молекуле CD29. 

Таким образом, молекулы CD29­антигена 
имеют наибольшее число дисульфидных связей 
и самое высокое процентное содержание хромо­
форов УФ­излучения по сравнению с другими 
исследованными нами молекулами. Возможно, 
именно с этим связана высокая чувствительность 
CD29­маркеров и фоторезистентность CD2­ 
и CD11a­молекул по отношению к действию 
УФ ­ света в дозах 151­906 Дж/м2. Проведенный 
нами сравнительный анализ влияния различных 
доз УФ­света на уровень экспрессии исследуе­
мых антигенов, представленный в таблице 2, так­
же подтверждает повышенную фотолабильность 
молекул CD29­антигена Т­лимфоцитов. 

Кроме того, нами была выявлена зависимость 
между исходным уровнем экспрессии CD29 ­ мар­
кера и ответной реакцией его молекул на воздей­
ствие УФ­излучения: тестируемый показатель 
возрастал после УФ­облучения Т­лимфоцитов 
у доноров с исходно низкими и снижался у лиц 
с исходно высокими его значениями. Следова­
тельно, облучение Т­лимфоцитов УФ­светом 
в дозах 151­1359 Дж/м2 оказывало иммуномоду­
лирующее действие на экспрессию CD29 ­ молекул 
на поверхности мембран исследуемых клеток. 

Выявленное нами на поверхности мем­
бран УФ ­ облученных Т­клеток понижение 
уровня экспрессии CD2­ и CD11a­маркеров 
(1359 Дж/ м2) и CD29­молекул доноров II группы 
(151­1359 Дж/ м2) может быть обусловлено про­
цессами десорбции иммунных маркеров [5, 12], 
а также изменением конформации фотомодифи­
цированных молекул, что, вероятно, затрудняет 
их взаимодействие со специфическими анти­
телами. Повышение экспрессии CD29­молекул 
I группы доноров после УФ­облучения иммуно­
компетентных клеток может быть связано с экс­
понированием на поверхность мембраны ра­
нее недоступных предсуществующих маркеров  
и/или синтезом de novo их молекул. Разнонаправ­
ленные изменения (повышение или снижение 
экспрессии) состояния поверхностных антигенов 
могут быть обусловлены процессами пероксид­

ТаблИца 1. СодеРжанИе некоТоРых амИнокИСлоТных оСТаТкоВ В полИпепТИдных цепях  
CD2 молекУлы, CD11-СУбъедИнИце LFA-1-РецепТоРа И CD29-СУбъедИнИце VLA-РецепТоРоВ

Рецепторная молекула CD2 CD11a CD29
Общее кол-во а.о. в ПП, шт. 324 1145 778
Кол-во тирозинов (Tyr), шт. 6 31 23
Кол-во метионинов (Met), шт. 3 22 11
Кол-во цистеинов (Cys), шт. 5 21 55
Кол-во триптофанов (Trp), шт. 4 9 3
Кол-во фенилаланинов (Phe), шт. 8 53 27
Общее кол-во ароматических и серосодержащих АО в ПП цепи, шт. 26 136 119
Кол-во ароматических и серосодержащих АО в ПП цепи, % 8 12 15
Кол-во дисульфидных связей (-S-S-) в молекуле, шт. 2 7 28

ТаблИца 2. ИзмененИе УРоВня экСпРеССИИ некоТоРых маРкеРоВ Т-лИмФоцИТоВ поСле ВоздейСТВИя 
РазлИчных доз УФ-СВеТа (240-390 нм) В % по оТношенИю к конТРолю

Анализируемый показатель
Доза УФ-света, Дж/м2

151 453 906 1359
CD2 – – – 20,8 ↓
CD11a – – – 18,2 ↓
CD29 (1 группа доноров) 25 ↑ 21 ↑ 29 ↑ –
CD29 (2 группа доноров) 26 ↓ 18 ↓ 20 ↓ 39 ↓

Примечание. ↑ – увеличение уровня экспрессии молекул на поверхности мембран Т-лимфоцитов; ↓ – снижение уровня 
экспрессии молекул на поверхности мембран Т-лимфоцитов.
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ного фотоокисления липидов, индуцированны­
ми в мембранах клеток УФ­излучением [3, 7, 17].

Снижение уровня экспрессии исследуемых 
маркеров (CD2, CD11a и CD29) Т­лимфоцитами 
в результате протекания вышеописанных про­
цессов может привести к угнетению реакций 
формирования ориентировочных и стабильных 
зон контакта между клетками, связывания кле­
ток с внеклеточным матриксом, а также к изме­
нению процесса миграции лимфоцитов в окру­
жающие ткани и, как следствие, к торможению 
развития иммунного ответа. Увеличение экспрес­
сии CD29­антигенов фотомодифицированными 
Т­клетками некоторых доноров, вероятно, будет 
сопровождаться противоположными эффекта­
ми: более быстрым переходом активированных 
Т­лимфоцитов через эндотелиальный барьер 
и более прочным их взаимодействием с экстра­
целлюлярным матриксом.

Итак, анализ полученных результатов пока­
зал, что УФ­свет (240­390 нм) в дозе 1359 Дж/м2 
оказывает иммунодепрессивное действие на уро­
вень экспрессии CD2­ и CD11a­молекул, а в  до­
зах 151­1359 Дж/м2 – иммуномодулирующее 
влияние на экспрессию CD29­антигенов, след­
ствием чего может быть изменение способности 
иммуноцитов взаимодействовать друг с другом 
и с клетками организма в ходе развития ответной 
реакции иммунной системы на экзо­ и эндоген­
ные стимулы. 
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