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И. Е. Петриченко, А. Ш. Шартава, 10. А. Шахов 

О М Е Х А Н И З М Е А К Т И В А Ц И И 
Г Л Ю К О К О Р Т И К О И Д - Р Е Ц Е П Т О Р Н О Г О А П П А Р А Т А 

Л И М Ф О Ц И Т О В П Р И О С Т Р О М И Н Ф А Р К Т Е М И О К А Р Д А 

НИМ профилактической кардиологии В К Н Ц АМН СССР, /VI о с к в а 

Глюкокортикоиды и их синтетиче-
• с к и е а и а л о г и являются известными 
биологическими регуляторами мета-
болизма во многих тканях [1]. Меха-
низм действия глюкокортикоидов вклю-
чает связывание гормона со специфи-
ческим цитоплазматическим рецепто-
ром клетки-мишени, активацию гормон, 
рецепторного комплекса, его транс-
локацию в ядро и взаимодействие с 
определенными участками Д Н К , чем 
и обусловлен физиологический ответ 
клетки на глюкакортикоидные гормо-
ны [15]. Существует мнение, что чис-

ло клеточных рецепторов отражает чув-
ствительность клеток к гормонам [3, 
23]. Показано, что количество рецеп-
торов к глюкокортикоидам в клетке 
может изменяться в зависимости от 
концентрации гормона [19, 21], ста-
дии клеточного цикла [12] и в транс-
формированных клетках [18, 22]. 

Лимфоциты крови являются удоб-
ным объектом исследования механиз-
ма действия глюкокортикоидов, по-
скольку содержат специфические ре-
цепторы и являются клетками-мишеня-
ми для этих гормонов. Показано, что 
глюкокортикоиды обладают ингиби-
рующим действием на -клетки лимфо-
идной системы, подавляя в них синтез 
белка и холестерина, транспорт глю-
козы [14]. Количество рецепторов к 
глюкокортикоидам в лимфоцитах, по 
данным ряда авторов, отражает их ко-
личество в других тканях организма 
[3, 11]. Вместе с тем известно, что 
специфическая активация лимфоци-
тов митогенами приводит к увеличе-
нию количества рецепторов, по-види-
мому, в результате их синтеза de novo. 
Изменяется ли при этом чувстви-
тельность лимфоцитов к глюкокорти-
коидам неясно, поскольку существую-
щие данные весьма противоречивы 
[22] Изучение особенностей функцио-
нирования глюкокортикоид-рецептор-
ного аппарата лимфоцитов в условиях 
антигенной стимуляции представляет-
ся весьма важным для понимания ро-

ли этих гормонов в регуляции иммун-
ного ответа. 

Недавно факт увеличения числа ре-
цепторов к глюкокортикоидам был об-
наружен в лимфоцитах больных ост-
рым инфарктом миокарда (ОИМ) 
[8]. В настоящей работе исследуются 
биохимические факторы, способные вы-
звать увеличение уровня глюкокорти-
коидных рецепторов в лимфоцитах 
при ОИМ. 

М е т о д и к а 

Материалом служила кровь и сыворотка 
крови мужчин 40—55 лет больных острым 
трансмуральным инфарктом миокарда и прак-
тически здоровых доноров. Кровь брали из 
локтевой вены: для получения с ы в о р о т к и — в 
сухие пробирки, для выделения лимфоцитов — 
в пробирки с Э Д Т А (1 м г / м л ) . У больных 
О И М кровь брали не позднее 24 ч от начала 
болевого приступа. Лимфоциты выделяли цен-
трифугированием в градиенте фиколла — пак 
(«Pharmacia» , Швеция) и суспендировали в 
среде 199 [10]. Жизнеспособность клеток оп-
ределяли с трипановым синим и она составля-
ла не менее 95 %. Моноциты составляли 5— 
7 % от общего числа клеток. Культуру фиб-
робластов получали из биоптатов кожи челове-
ка; в экспериментах использовали клетки до 
15-го пассажа. Фибробласты выращивали в 
СОг-ннкубаторе ( 5 % С0 2 , влажность 8 0 % , 
37 °С) фирмы («Assab», Швеция) в пластико-
вых флаконах («Nunc», Д а н и я ) или в пласти-
ковых чашках Петри отечественного производ-
ства диаметром 100 мм, предварительно по-
крытых 0,2 % раствором желатина («Serva», 
Ф Р Г ) . Средой выращивания служила среда 
M E M с добавленной 10 % эмбриональной сы-
вороткой теленка («Flow», Англия) . Лимфоци-
ты или фибробласты инкубировали с 25 % те-
стируемой сывороткой крови (если не указана 
другая концентрация) в СОг-иикубаторе в те-
чение 2 и 5 ч, соответственно. К культуре 
фибробластов добавляли сыворотку, предвари-
тельно профильтровав через стерильный фильтр 
фирмы «Millipor» (США) с диаметром пор 
0,45 мкм. 

Количество мест специфического связыва-
ния (рецепторов) (1,2,4,6,7 — 3Н) — дексаме-
тазона («Amersham», Англия, 70 Ci /ммоль) 
определяли по методу Скэтчарда [20]. Д л я 
определения количества новых мест связыва-
ния глюкокортикоидов в лимфоцитах в резуль-
тате их антигенной стимуляции, выделенные 
из крови здоровых доноров клетки инкубиро-
вали в СО2-инкубаторе 45 мин с ацетонидом 
триамсинолона в концентрации 75 нМ, доста-
точной для насыщения всех связывающих 
мест. После инкубации лимфоциты д в а ж д ы от-
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Рис. 1. Количество 
с в я з ы в а ю щ и х мест 
для д е к с а м е т а з о и а в 

л и м ф о ц и т а х крови. 
а — контрольная группа 
(здоровые доноры, п== 27), 
б — больные О ИМ (/?.= 
«30), в — лимфоциты 
доноров после инкубации 
с сывороткой крови боль-
ных ОИМ (/7 = 4). По оси 
ординат — количество 
связывающих мест на 

клетку. 

м ы в а л и от иесвязавшегося гормона холодным 
0,02 М фосфатным буфером и повторно ин-
кубировали с 25 % сывороткой больного О И М 
в течение 1,5 ч в СОг-инкубаторе . П о с л е дву-
кратной отмывки ф о с ф а т н ы м буфером количе-
ство н о в о о б р а з о в а в ш и х с я мест с в я з ы в а н и я оп-
ределяли с меченым дексаметазоном . 

Облучение сыворотки крови или раствора 
человеческого сывороточного альбумина (ли-
шенного ж и р н ы х кислот; « S i g m a » , С Ш А ; 
60 м г / м л ) у л ь т р а ф и о л е т о в ы м светом проводи-
ли 15 мин при постоянном перемешивании с 
использованием бактерицидной л а м п ы Б Л Ф - 1 2 
с длиной световой волны 254 им. Определение 
с в я з ы в а н и я меченого д е к с а м е т а з о и а с альбу-
мином проводили по с т а н д а р т н о й методике с 
применением активированного угля (Nor i t А 
«Serva» , Ф Р Г ) . С в я з ы в а ю щ а я способность 
альбумина не и з м е н я л а с ь при его УФ-облу-
чении. 

Сердечные антигены, полученные водно-со-
левой экстракцией интактной и некротизиро-
в а н н о й тканей м и о к а р д а [4] , были любезно 
предоставлены А. Г. Пономаревой ( к а ф е д р а 
иммунологии ММ.СИ им. Н. А. С е м а ш к о ) . 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е н и е 

Как следует из рис. 1, инкубация 
лимфоцитов здоровых доноров с сыво-
роткой крови больных ОИМ приводи-
ла к значительному увеличению чис-
ла высокоспецифических связывающих 
мест (рецепторов) для дексаметазоиа. 
Ни аутологичная сыворотка, ни сыво-

/6.000 \-б 

К 0 00 

/2000 

10.000 

8.000 

8.000 10.000 12.000 14.000 16.000 18.000 

Рис. 2. З а в и с и м о с т ь м е ж д у уровнем глюкокор-
тикоидной рецепции в л и м ф о ц и т а х больных 
О И М и способностью сыворотки этих больных 
с т и м у л и р о в а т ь с в я з ы в а н и е д е к с а м е т а з о и а лим-

фоцитами з д о р о в ы х доноров . 
По оси координат — количество связывающих мест 
для дексаметазоиа на клетку в лимфоцитах больных 
ОИМ. (а) и лимфоцитах доноров после инкубации с 

сывороткой больных ОИМ (б). 

ротки крови здоровых доноров с други-
ми группами крови не оказывали по-
добного эффекта. 

Была обнаружена прямая зависи-
мость между уровнем глюкокортикоид-
ных рецепторов в лимфоцитах боль-
ных ОИМ и способностью сыворотки 
этих больных стимулировать связыва-
ние дексаметазоиа лимфоцитами здо-
ровых доноров (рис. 2). Более того, 
влияние сыворотки больного ОИМ на 
число клеточных рецепторов к глюко-
кортикоидам в лимфоцитах здорового 
донора имело дозозависимый харак-
тер: с увеличением концентрации сы-
воротки в среде инкубации клеток в 
них увеличивалось количество связы-
вающих мест для дексаметазоиа (рис. 
3). Эти результаты позволили предпо-
ложить существование фактора в сы-
воротке больных ОИМ, стимулирую-
щего увеличение числа глкжокортико-
идных рецепторов в лимфоцитах. По-
скольку известно, что при ОИМ белки 
из некротического очага приобретают 

Рис 3. Увеличение количества глюкокорт икоид ны х рецепторов в л и м ф о ц и т а х после 
инкубации с сывороткой больного О И М и антигенами различной природы. 

а: )—сыворотка больного ОИМ, 11 — УФ-облученная аутологичная сыворотка; в: I — некротический 
и П — кардиальмый антигены; в — УФ-облучениый альбумин. По оси абсцисс — мг белка в мл сре-

ды инкубации лимфоцитов; по оси ординат — количество рецепторов, в % от контроля. 
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свойства чужеродных антигенов [9], 
мы предположили, что увеличение чис-
ла рецепторов связано с сенсибилиза-
цией лимфоцитов к сердечному анти-
гену. Д л я проверки этого предположе-
ния изучали действие белковых экст-
рактов из некротизированного и здо-
рового участков миокарда (сердечные 
антигены) на уровень рецепторов к 
глюкокортикоидам в лимфоцитах. Как 
видно, инкубация лимфоцитов с сер-
дечными антигенами действительно 
приводила к увеличению в них числа 
связывающих мест к гормону, причем 
сердечный антиген из некротизировам-
ного участка был более эффективен. 

Другим подходом к получению ан-
тигенов было УФ-облучение сыворотки 
крови, при котором происходит обра-
зование различных фрагментов белко-
вых молекул, обладающих антигенны-
ми свойствами [7]. Инкубация лимфо-
цитов здорового донора с предваритель-
но облученной УФ аутологичной сыво-
роткой, приводила к увеличению чис-
ла связывающих мест для дексамета-
зона в клетках без изменения констан-
ты диссоциации гормон-рецепторного 
комплекса (Kd = 2-10~9 М) . Влияние 
облученной сыворотки на лимфоциты 
не изменялось, если облучение прово-
дили в вакууме в присутствии антиок-
сиданта ионола (1-10—5 М). Кроме то-
го, сывороточный альбумин человека, 
облученный УФ светом аналогично 
сыворотке, также оказывал дозозави-
симую стимуляцию уровня рецепто-
ров к глюкокортикоидам в лимфоци-
тах. 

Обнаружен н ы й эффект п о в ьт ш е н и я 
уровня клеточной рецепции к глюко-
кортикоидам был характерен именно 
для лимфоцитов. Так, добавление к 
культуре фибробластов кожи челове-
ка (количество связывающих мест 
95 0004=2000 на клетку, п=7), как сы-
вороток больных ОИМ, так и УФ-облу-
ченных сывороток здоровых доноров 
или альбумина не изменяло количест-
ва связывающих мест для дексамета-
зона в этих клетках (95 2 0 0 ± 1500, 
/г = 3). 

Таким образом, полученные резуль-
таты свидетельствуют в пользу того, 
что увеличение количества связываю-
щих мест в лимфоцитах больных ОИМ 
связано с антигенным действием на 
клетки белковых компонентов сыворот-
ки. Такой вывод согласуется с данны-
ми по увеличению количества связы-

вающих мест для дексаметазона в ми-
тоген-стимулированных лимфоцитах 
[18, 22]. Вместе с тем, в данных ра-
ботах исследовали связывание декса-
метазона с клетками лишь через 24 ч 
после добавления митогена, объясняя 
увеличение количества рецепторов их 
дополнительным синтезом de novo. В 
наших экспериментах мы наблюдали 
максимальный эффект сывороток боль-
ных ОИМ или УФ-облученного альбу-
мина уже через 1,5—3 ч, т. е. в сроки, 
недостаточные для дополнительного 
синтеза белка-рецептора [19, 24]. В 
связи с этим нам представлялось не-
обходимым более строго доказать по-
явление именно новых молекул ре-
цепторов в ответ на антигенную сти-
муляцию лимфоцитов. Д л я этого лим-
фоциты здоровых доноров преинкуби-
ровали с синтетическим глюкокорти-
коидом — триамсинолоном, который, 
взаимодействуя с рецептором, образу-
ет слабодиссоциируемый комплекс [5] , 
т. е. все рецепторы заполнялись неме-
ченым триамсинолоном и добавление 
[ 3Н]-дексаметазона не приводило к 
его связыванию в клетках (рис. 4). 
Однако если после этого лимфоциты 
инкубировали с сывороткой больных 
ОИМ или с облученной сывороткой, 
то наблюдали появление высокоспеци-
фического связывания [ 3Н]-дексамета-
зона с клетками. Это свидетельство-
вало об образовании пула новых (не-
заполненных триамсинолоном) рецеп-
торов. Следует отметить, что новооб-
разовавшиеся рецепторы (около 5 000 

/2000 

10.0 О О 
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2000 

rh 
: 

Р и с . 4. О п р е д е л е н и е к о л и ч е с т в а н о в ы х м е с т 
с в я з ы в а н и я д е к с а м е т а з о н а , п о я в и в ш и х с я в р е -
з у л ь т а т е и н к у б а ц и и л и м ф о ц и т о в с с ы в о р о т к о й 

б о л ь н ы х О И М . 
а —лимфоциты доноров (/? = 27), б —лимфоциты пос-
ле инкубации с сывороткой больных ОИМ (// — 2), 
в — лимфоциты после инкубации с триамсинолоном 
(п = 2), г — лимфоциты после инкубаций с триамси-
нолоном и сывороткой больных ОИМ (п = 2). По оси 
ординат — количество связывающих мест на клетку.. 
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на клетку, см. рис. 4) обладали схо-
жими с исходным пулом рецепторов 
характеристиками связывания (Kci = 
= 2 - Ю - 9 М ) . 

Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что антигенная стиму-
ляция лимфоцитов вызывает увеличе-
ние специфического связывания глю-
кокортикоидных гормонов. Обнару-
женные нами изменения в числе ре-
цепторов, видимо, не связаны с функ-

ционированием генома клетки, посколь-
ку в этом случае синтез новых белко-
вых молекул происходит в лимфоцитах 
за 16—24 ч [17]. Быстрое появление 
новых рецепторных молекул может 
объясняться использованием уже су-
ществующего пула м Р Н К [16]. Кро-
ме того, объяснение полученному фак-
ту можно искать в более тонких ме-
ханизмах регуляции гормональной ре-
цепции. Как предполагают ряд авто-
ров, глюкокортикоидные рецепторы на-
ходятся в клетках-мишенях в двух со-
стояниях: активном и неактивном. Ак-
тивное состояние рецепторов обеспе-
чивается фосфорилированием самого 
рецептора или фосфорилированием 
специфического фактора, находящего-
ся в ассоциации с молекулой рецепто-
ра. В свою очередь образование гор-
мон-рецепторного комплекса происхо-
дит в результате взаимодействия сте-
роида с активной формой свободного 
рецептора [24]. Известно, что анти-
генная стимуляция приводит к быст-
рому фосфорилироваиию цитозольных 
белков в лимфоцитах [13], поэтому 
обнаруженное нами увеличение числа 
связывающих мест для глюкокортико-
ндов, м о ж е т быть следствием фосфо-
рилирования рецепторов и их перехо-
да из неактивной формы в активную. 

Следует отметить, что использова-
ние в наших экспериментах клеточной 
системы, содержащей не только Т- и 
В-лимфоциты, но и моноциты (5 % от 

количества клеток), позволяет говорить 
о сохранении функциональной коопе-
рации клеток иммунной системы и о 
способности к развитию полноценного 
иммунного ответа на антигенную сти-
муляцию [2]. Эксперименты, прове-
денные с культурой фибробластов ко-
жи человека не выявили изменений в 
числе глюкокортикоид-связывающих 
мест по сравнению с контрольными 
значениями. Это свидетельствует, что 
обнаруженный эффект увеличения чис-
ла связывающих мест в лимфоцитах 

характеризуется тканевой специфич-
ностью и является результатом именно 
антигенной стимуляции клеток иммун-
ной системы. 

Известно, что чрезмерно повышен-
ная аутосенсибилизация к миокарди-
альному антигену при ОИМ сопровож-
дается более тяжелым клиническим 
течением болезни, в том числе разви-
тием синдрома Дресслера и учащени-
ем летальных исходов [4, 6]. В связи 
с тем что глюкокортикоиды подавля-
ют функциональную активность лим-
фоцитов [14], можно предположить, что 
экспрессия дополнительного числа ре-
цепторов в ответ на антигенную стиму-
ляцию является защитным механиз-
мом, обеспечивающим регуляцию 
уровня сенсибилизации лимфоцитов. 
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ON T H E ACTIVATION O F LYMPHOCYTE 
G L U C O C O R T I C O I D R E C E P T O R S IN ACUTE 

MYOCARDIAL INFARCTION 

J. E. Petrichenko, A. Sh. Shartava, Yu. A. Sha-
khov 

Ins t i tu te of Prevent ive Cardiology, All-Union 
Cardiological Research Centre , Academy of Me-

dical Sciences of the USSR, Moscow 

Dose-dependent increase in content of h ighly 
specific b ind ing sites for glucocorticoids (recep-
tors) , but wi thout a l te ra t ion in their af f in i ty to 
the hormone, was observed a f te r incubation dur-
ing 2 hrs of heal thy donor lymphocytes wi th 
blood serum of pa t ien t s with acute myocardia l 
infarct ion. The similar effects exhibited protein 
ext rac ts of necrotized and normal pa r t s of hu-
man myocard ium (heart an t igens ) as well as 
the au to logous blood serum and human blood 
serum albumin treated with UV-irradia t ioru 
Number of receptors w a s not al tered in human 
skin f ibroblas ts incubated both with the pa t ien t s 
blood serum and with the UV-trea ted blood se-
rum. Ant igenic effects of protein components , 
developed in blood serum af te r acute myocar-
dial infarct ion, on cells of the lymphoid sys-
tem appear to be responsible for the increase 
in number of b ind ing sites for glucocort icoids 
in lymphocytes of pa t i en t s with acute myocar-
dial infarc t ion or in lymphocytes of healthy do-
nors incubated with the pa t ients blood se rum. 
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Исследование общей активности ще-
лочной фосфатазы (ЩФ) и особенно 
ее изоферментов широко использует-
ся при диагностике и наблюдении за 
течением заболевания у онкологиче-
ских больных. В последнее десятиле-
тие внимание онкологов привлекли 
другие изоферменты ЩФ — плацентар-
ный, плацентарноподобный, Нагао, Ка-
сахара, обнаруженные как в злокаче-
ственных опухолях, так и в сыворотке. 
В среднем увеличение активности пла-
центарной Щ Ф ( П Щ Ф ) обнаруживает-
ся в сыворотке 5—20 % больных ра-
ком. Однако при ряде локализаций 
злокачественных опухолей частота 
выявления П Щ Ф гораздо выше. Пред-
ложено [2, 4, 7] использовать П Щ Ф в 
качестве маркера преимущественно 
для раннего выявления метастазов и 
рецидивов рака яичников и яичка, а 
также для наблюдения за эффектив-
ностью лечения. Иммуноферментные 

методы, широко используемые в на-
стоящее время, благодаря высокой 
чувствительности и специфичности об-
ладают значительными преиму-
ществами по сравнению с применяв-
шимися ранее. В связи с этим разра-
ботка и внедрение отечественного им-
муноферментного метода определения 
П Щ (I) являются ч р е з в ы ч а й н о в а ж н ы -
ми. В данном исследовании приведены 
результаты оценки чувствительности, 
специфичности и значимости опреде-
ления ПЩФ в качестве маркера рака 
с помощью разработанного нами им-
м у и о ф е р м е и т н о г о метода. 

М е т о д и к а 

Активность П Щ Ф в сыворотке определяли' 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА) . Антитела, специфичные к 
П Щ Ф , очищали биоспецифической хроматогра-
фией на а га розе с иммобилизацией П1.ЦФ. 
В качестве стандарта как при иммунизации, 
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