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Pe3rome

['onotypuu SBISIOTCS OJHUMU M3 HamOoJiee CIIOCOOHBIMU K pereHeparuu
KUBOTHBIMH. VX (paromuThl SBISIIOTCSA aHajgoraMu MakpodaroB, KOTOpPbIE UTPAIOT
KJIFOUEBYIO POJIb B PETYJIALMY 32KUBJICHUS paH, HO MEXaHU3MbI y4acTus (GaroluToB
B 3Q)XUBJICHUU paH HE Hu3ydeHbl. Llenpio paboThl SBUJIOCH BBIICHEHHE BIUSHUSA
OTJIENBbHBIX OEIKOBBIX KOMIIOHEHTOB, BBIJIEIEHHBIX U3 LIEIOMUYECKON >KHJIKOCTU
ronoTypun Eupentacta fraudatrix ¢ moBepXHOCTHBIMU MOBPEKICHUSMH CTCHKU
Teja, Ha ypOBEHb (PYHKITMOHAIBHOW aKTUBHOCTH JABYX TUIOB (haronutoB (D1 u O2).
Marepuanel u MeToAbl. benKoBbIE KOMIIOHEHTHI LEJIOMHYECKOW KHIKOCTH
TOJIOTYPHUH C MIOBEPXHOCTHBIM PAaHEHUEM CTEHKH TeJla aHAIM3UPOBAIIA U COOMpan
METOJIOM TeJb-IIpOHMKaroLIei xpomarorpaduu. Mcnonp3oBanu Oeaku, coaepKaHmue
KOTOPBIX 3HAYUTENBHO MEHSJIOCh B MEPUOJ 3aKUBJICHUS B MPEABAPUTEIbHBIX
onbITax. JIBa Oenka u nenTua A0O0ABISIU K BBIJIEJIEHHBIM METOAOM I'PaIUEHTHOTO
HeHTpUyrupoBaHus (aroluTaM OJHOBPEMEHHO C TEPMOCTAOUIBHBIM TOKCHHOM
Yersinia  pseudotuberculosis wu  uHKyOuMpoBamu 24 4.  [Ipoaykiuio
CYNEpPOKCUJIAHUOH-PAIUKaJIa ONPEIEIsUIM [0 BOCCTAHOBJIEHUIO HHUTPOCHUHETO
terpazonust (HCT) komopumerpudyeckum MeToaoM. [[1s olleHKu crenu@uaHocTH
NENUCTBUS OENKOB B KAYECTBE BHYTPEHHETO KOHTPOJIA HCIOJb30BAIM ObIlUUN
ceiBOpoTouHbIi akOymMuH (BCA). B 1 cyT onbiTax in Vivo 6eKy BBOAMIN PAHEHBIM
KUBOTHBIM. Pesynbrarel. JIBa Oenka, NpW CpaBHEHUH C JCUCTBUEM OBIYBETO
ceiBopoTouHOTO anbOymuHa (BCA) He mposBwiIM crienu(UUHOrO BIUSHUS Ha
HPOAYKIMIO aKTUBHBIX (opM Krcaoposa B aronutax in vitro. OmxHako cpaBHEHHE
JIEUCTBUS MENTH/Ia HA OKCUJIAHTHYIO aKTUBHOCTH M KM3HECITOCOOHOCTH (haroiuToB
¢ takoBeiMM BCA BbIsiBHIIO crieniuduyHOCTh ero aeictBuda. [lpu stom mentun
CHUXaJI OKCUJIAaHTHYIO aKTUBHOCTH @1 (paroruToB u nossiman ee B G2 daromurax
B MPSIMOM KOHIICHTPAITMOHHOM 3aBUCUMOCTHU. BBejeHuEe OJIHOro U3 JBYX OEIKOB
paHEHBIM TOJOTYPUSIM  BBI3bIBAJIO  PAa3HOHANPABIEHHOE KOHIIEHTPALMOHHO-
3aBHCHMOE JICWCTBHE HA OKCHJAHTHYIO aKTHBHOCTH (DaroluTOB JIBYX THUIIOB, C
PEUMYIIECTBEHHBIM ToaBieHreM akTuBHOcTH D1 denotuna. UccnenoBanubie
O€JIKM pPa3HOHAMNPABIEHO BIUSJIM HAa KOHUEHTPALMIO LEJOMOLMTOB Yy PaHEHBIX
TOJIOTYpUN, YTO YyKa3blBa€T HA MX CHOCOOHOCTh BIMATH HAa PEKPYTHPOBAHHE
daromutoB. CrocoOHOCT, OETKOBBIX KOMIIOHEHTOB BBI3BIBATH CIBHUT B
COOTHOIICHUH OKCHUJAHTHOM aKTHMBHOCTU JABYX THUIIOB (haroliMTOB B CTOPOHY
MPEUMYIIECTBEHHOM aKTHBU3ALUU D2 (darouuTos, SBJISTFOLLIAXCS
GbyHKIHOHATBHBIMH aHanioraMu M2 makpodaroB, MO3BOJISIET MPEANOIOKUTh, YTO

UX JICICTBHE HOCUT AHTUBOCIIAJIMTEIbHBIN XapaKTep.

KiroueBble cJjioBa: TOJIOTYpUHM, LI€JIOMUYECKas SKUAKOCTb, OEJKH,
32)KUBJICHUE PaH, (ParoiuThl, aKTUBHBIE (POPMBI KACIOPO/IA.
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Abstract

Holothurians are among the most capable of regenerating animals. Their
phagocytes are analogues of macrophages, but the mechanisms of their participation
in wound healing have not been studied. The aim of the work is to determine the
effect of individual protein components isolated from the coelomic fluid of
holothurians with superficial damage to the body wall on the functional activity of
the two types of phagocytes (P1 and P2) in holothurian Eupentacta fraudatrix.
Materials and methods. Protein components of the coelomic fluid of holothurians
with superficial wounds of the body wall were analyzed and collected by gel
permeation chromatography. We used proteins whose content changed significantly
during the wound healing period in preliminary experiments. Two proteins and a
peptide were added to phagocytes, isolated by gradient centrifugation,
simultaneously with the thermostable toxin of Yersinia pseudotuberculosis and
incubated for 24 h. The production of superoxide anion radical was determined by
the reduction of nitroblue tetrazolium (NBT) using a colorimetric method. To assess
the specificity of the proteins, bovine serum albumin (BSA) was used as an internal
control. In one-day in vivo experiments, proteins were administered to wounded
animals. Results. Two proteins, when compared with the effect of bovine serum
albumin (BSA), did not show a specific effect on the production of reactive oxygen
species in phagocytes in vitro. However, a comparison of the effect of the peptide
on the oxidative activity and viability of phagocytes with those of BSA revealed the
specificity of its action. The peptide reduced the oxidative activity of P1 phagocytes
and increased it in P2 phagocytes in a direct concentration-dependent manner. One
of the two proteins being administered to wounded holothurians caused a
multidirectional concentration-dependent effect on the oxidative activity of the two
types of phagocytes, with a predominant suppression of the P1 phenotype activity.
The ability of protein components to cause a shift in the ratio of oxidative activity
of the two types of phagocytes towards the preferential activation of P2 phagocytes,
which are considered as functional analogues of M2 macrophages, suggests that they

act as anti-inflammatory agents.

Keywords: Holothurians, coelomic fluid, proteins, wound healing,
phagocytes, reactive oxygen species.
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1 BBenenue
BoccranoBnenue TkaHel v pereHepaiysi OpraHoB sIBJISIOTCS OAHOW U3 BaXKHEHIITNX
npoOiemM MeauiuHbl. BaxkHOoe MECTO B MeXaHM3Max pereHepaluy TKaHe UMEroT
KJIETKM UMMYHHOU cucteMbl. KitoueByro posib urparotr Makpodaru, OCHOBHbIMU
TUMIAaMU  KOTOPBIX sBisitoTca M1 makpodaru, wurparoue pojib Ha CTaauu
BocnasieHusi, 1 M2 makpodaru, y4acTBYIOIIHE B BOCCTAaHOBJICHUU TKaHed [9].
W3BecTHO, YTO MPU BOCTAIUTEILHBIX COCTOSHUAX M PAHCHHSIX COCTAB OCITKOBBIX
dbpakuuii KpOBU CYIIECTBEHHO MEHSETCS [2], UTO CBA3aHO C MOSIBJICHUEM B KPOBU
OEJIKOB M3 MOBPEKICHHBIX KJIETOK M IMMTOKWHOB, B YACTHOCTH, Takux kKak S100
Oenku, Oenku TermioBoro moka, uHTepiaekuHbl (IL) IL-1 u IL-33, xoTopsIie,no-
BUJIUIMOMY, MOTYT BJIMSITh Ha PEKPYTUPOBAHME M AKTUBALIMIO HEMOBPEXKICHHBIX
UMMYHHBIX KJeTokK. Kpome Toro, aktuBHbie popmbl kucnopoaa (ADK) crocoOHbI
CTUMYJIUpOBaTh BocnaneHue [9]. BMmecte ¢ TeM HM3BECTHO, YTO CIOCOOHOCTH K
pereHepanui 'y OECHNO3BOHOYHBIX, Y KOTOPBIX aJalTHUBHBIM HMMYHHUTET
MpPaKTUYECKU OTCYTCTBYeT [3], 3HauuTenpHO OoJee BbIpaKEHa, YeM Y
03BOHOYHBIX. [Ipy 3TOM TrOJOTYpUU SABISIOTCS OAHUMH U3 HauboJee CIOCOOHBIX K
pere’epanyu >KMBOTHBIX [4].

VMMyHHBIE KJIETKH TOJOTYpUH, amMeOOIMTHI, WX (aroluThl, SBISIOTCS
anamoramu Mmakpodaros [3]. ¥V ronorypun Eupentacta fraudatrix Djakonov et
Baranova, 1958 BeisiBieHO ABa TUMa ¢GarouToB, moxy4dusiue Ha3Banue @1 u @2,
C pasnTUYHBIMU MOP(PO]PYHKIIMOHAIBHBEIMU XapaKTepucThukaMu [5]. B wactHOCTH,
BBICOKMIM ypoBeHb okcuja azora (NO) saBmsercs mapkepom @1, a BbIcOKas
aKTUBHOCTbH apruHasbl-Mapkep ®2 darouuton), mogooHo M1 u M2 makpodaram,
COOTBETCBEHHO [6].

Panee Hamu w3 nenommueckoit »kuakoctu E. fraudatrix, xoropeiM ObLI
IIPOM3BEICH MMOBEPXHOCTHBIM HaJape3 Tela, ObLIN BbIICICHBI HECKOJIBKO (PpaKiiuii
O€NKOB, KOHIEHTpAIlMs KOTOPBIX M3MEHSIACh B HAWOOJbIIEH CTENEHH Ha
pa3IMYHBIX JTamax 3akKUBICHHWs paHbl. lleapio HacTosImeH pabOThI SBUIOCH
BbISICHEHHC BJIMSHHS OTACAbHBIX OCJIKOBBIX KOMIIOHEHTOB Ha  YpPOBCHB
(YHKIMOHATFHON aKTHBHOCTH JABYX TUIOB (parounuToB ronotypun E. fraudatrix.

l'otorypuu ¢ nnunoit tena 4,5-5,5 cm cobupanu B 6. Boctok (3an. Iletpa
Benukoro SnoHCKOro Mopsi) ¢ UCHOJIB30BAHUEM JIETKOBOJOJIA3HOTO CHAPSYKEHUS.
Jlo Hayana SKCIEpUMEHTOB >KMBOTHBIE HAaXOJWIHCh B a3pUPYEMOM aKBAPUYME C
CE30HHOM TEMIEPATYPOU BOJbI HE MEHEE JBYX HEJEb.

Ha 1 srane skcnepumeHTa >XUBOTHBIM (N=14) HAHOCWUJIU MOBEPXHOCTHYIO
paHy (Haape3 CTEPUIIBHBIM CKaJIbIEIEM) U YEPE3 CYTKH MOJIYYIU LEJIOMUYECKYIO
KHUJKOCTb, TOOABIAS €€ K aHTHKOATyJIUPYIOLIEMY pacTBopy [6]. AHanu3upoBaiu
MOJICKYJIIPHOE paclpeeieHrne OeNKoB, OTOMpaiii OeIKOBbIE KOMITOHEHTHI,
COZIEP/KAHUE KOTOPBIX MU3MEHSJIOCh Ha OTIEIbHBIX 3Talax PaHO3aKUBJICHUS, Kak
ObLJIO YCTAaHOBJIEHO B TNPEIBAPUTENBHBIX JKCIEPUMEHTAaX. OTH OEIKOBbIE
KOMIOHEHTHI 3amopaxuBamd u xpanwin npu -20 °C o wucmonbsoBanus B
JAJbHEUIINX SKCIEPUMEHTAX.
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Ha cnemyroriem sTamne i SKCIEPUMEHTOB N VItro oTOMpaiu 1 00beMHSIN
HEJTOMUYECKYIO KUJIKOCTh 14 ronorypuit (N=3). Beigensnu dpakiuu dharonuron
®1 u @2 B rpasMeHTe MIOTHOCTH (PUKOJII-BeporpaduHa, Kak onucaHo panee [6].

Hus crumynsuun  npoaykuuu A®K  ucnonb3oBaiv  TepMOCTAOUIIBHBIN
TokcuH  Yersinia pseudotuberculosis (TsTYp), mnpenocTaBieHHBIH O.M.H.,
npodeccopom H.D. Tumuenko. Knerku (1 ™MiaH Ha M) WHKYyOMpOBaid B
KPYIJIOAOHHBIX IUTaHIerax 24 1 nmpu temneparype 22 °C ¢ TSTYp (0,15 mxr/mo) u
OJIHMM W3 BBIJICIICHHBIX OCIKOB WM OBIYbUM CHIBOPOTOYHBIM anbOyMuHOM (BCA)
(Serva, 'epmaHust), KOTOPBIN MCMOIB30BAIM KaK KOHTPOJIb HA HeCHeNU(YUIECcKOe
nericteue Oenka. B koHTponbHBIE TyHKH q00aBisu (hochaTtHo-coneBoi Oydep ¢
no6asnenrem 36 r/n NaCl (dCBH, pH 7,6).

Jlnst  sKcnepuMeHTOB IN VIVO oroOpaHHble OenKOBbIE (Qpakiuuu C
MosekysipHoit Maccoi 39,1 (Genmok 39) u 10 x/la (6emnok 10), a Takke NMENTUT C
MOJIEKYJIIpHOI Maccoi 2,99 (menTua) MHbEMPOBAIN B LEJIOMHYECKYIO MOJIOCTh
yepe3 CTeHKY Teljla, Ha JAPYroM KOHIIE Tejla TOJOTYPHUM JeNald MOBEPXHOCTHBIN
Hazpe3. KoHTposibHBIM KUBOTHBIM HHBenMpoBain PCBH. Eme onnHoil rpymrme
paHeHbIX )KUBOTHBIX BBOAMIU BCA. B Kax 101 rpymne ucnoib30Basid 4 >KMBOTHBIX
B TpeX HE3aBUCHMBIX B3KcnepuMmeHTax. YUepe3d 24 4 mojydainu LEIOMUYECKYIO
KUJKOCTh U BbIAEIsIM ¢aronutel @1 u ®2, pecycnenaupoBaiu ux B ®CBHH.

MonekynspHyio Maccy O€NKOB ONpEesuId METOJIOM Telb-IIPOHUKAIOIIECH
xpomatorpaduu Ha xpomatorpade Agilent Technologies 1260 Infinity (CLIA).
Hcnonp3oBamu komorky TSK gel G 3000PWXL (7,8 mm X 30cm) (TOSOH
Corporation, Tokuo, fAnonus). [erextupoBanue mpoBoauiau npu 280 um. s
OTpeseNieHUus] MOJIEKYJIAPHOM MacChl HCIIOJIB30BAIM KadHMOpPOBOYHBIA Tpaduk,
MIOCTPOCHHBII ¢ MCMOIB30BAaHUEM CTaHAAPTHBIX 00pa3moB Oenkos (Sigma-Aldrich
Co., CIIIA). O6veM npoObI, BHOCUMOM 11 pa3aeneHus, coctapisui 30 — 50 Mk
COop Qpakuuii OCYyIIECTBISJIM B HENPEPHIBHOM aBTOMATHYECKOM pPEXHUME, B
oobeme 100 wmxi/dpakuus. Bce wu3MepeHuss npoBoauiu Tpwkabl Dpakuuu,
colepXxaliye HWHIUBUIYyallbHble O€NKkh, OOBEAUHSIM B COOTBETCTBUU C
xpomartorpaduueckum mnpoduieMm. KoHleHTpauoo OelKoB B OTACNbHBIX MPoOax
onpenensin MetonoM bpaadopna. O QyHKIMOHAIBHONW aKTUBHOCTH (harolMTOB
CyIUJIM MO YPOBHIO TPOJAYKIMU CYNEPOKCUIAHUOH-paIUKala, KOTOPBIN
ONpeNeNsUIi 1O  BOCCTaHOBJIEHWIO  HuUTpocuHero  terpaszonuss  (HCT)
KOJIOPUMETPUUECKUM METOO0M [2].

XKu3HecrnocoOHOCTh KJIETOK OMNPEAENsUIM MO HCKIIOYEHHIO TPUIIaHOBOTO
cuHero. KoHleHTpauuo KJIETOK Onpeeisuii B kamepe ['opsieBa.

Cratuctuueckuii 00pabOTKy pe3ylbTaTOB MPOBOAUIN C HCIOJB30BAHUEM
nporpammuoro ooecrieuenus GraphPad InStat, v. 3.01 (GraphPad Software, Inc.).
JlanHble TIPEICTaBICHBI KaK CPEAHME 3HAYEHUS + CPeaHss OIMOKa M3MEpPEHH.
JI0CTOBEpHOCTH pa3Inuuil ONPEAEIISUIN C UCOb30BaHueM t-kpurepust CTbroAeHTA.
PaszHnny mexnay sKcrepyuMEHTaaIbHBIMHA 3HAYCHUSIMUA CUUTAIM JOCTOBEPHOU IIpu P

<0,05.



85
86
87
88
89
90
91
92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

10.46235/1028-7221-16917-EOP
Kaxk nokazano nHa puc. 1, npoaykuus HCT Oblna oquHaKoBOM B BYX THIIAX
daroruToB NMpu WHKyOauu KiIeTok Toiabko ¢ TSTYP (konTposb). JloGaBieHue B
WHKYyOalmoHHy0 cpeny Oenka 39 (puc. la) He HPUBOAUIO K JIOCTOBEPHBIM
n3meneHusiM ypoHss HCT B ®1 ¢arouurax HU mpu OAHOM M3 MCCIIECIOBAHHBIX
koHneHTparuii. Ho B @2 darouurax npoaykius HCT Bo3pacTana mo cpaBHEHUIO €
KOHTPOJIEM B TIPSMOM KOHIICHTPALMOHHOM 3aBucuMocTu. benok 10 (puc. 1b) Taxxke
HE BbI3bIBaN AocToBepHbIX n3MeHeHHi B mpoaykuuu HCT B @1 daromurax u
cTumyiupoBai ee B @2 ¢arounrtax B NpSAMON KOHLEHTPALUOHHON 3aBUCUMOCTH.

B otnuuwme ot 6enkoB, nentua nogasis npoaykuuio HCT B @1, a Takyke moBbIIIaT
ee B @2 (aronurax B NpAMON KOHIEHTPAIIMOHHOU 3aBUCHUMOCTH (puc. 1c¢). BCA,
KaKk ¥ OeJKM IETOMHUYECKOU KUAKOCTH, He Bius1 Ha mpoaykiuio HCT B @1
¢aromurax u nopbiman ee B @2 ¢aronurax (puc. 1d), HO B HUCCIIeTOBaHHOM
Juana3oHe KOHIEHTpaluil, 6JIM3KoM TakoBoMy st Oenka 10, KOHIIEHTpalmOHHas
3aBUCUMOCTh 3(dekra He oTMeueHa. KoHIEHTpamMoOHHO-3aBUCUMBIA 3¢ ekt
MENTH/Ia TTO3BOJIAET MPEANONIOKUTh, YTO ITOT MENTHUJI UTPAET POJIb B PETyISLUU
akTuBHOCTU (haromurtoB. [lenTua HE TONMBKO CTHUMYJIUPOBAT AKTHUBHOCTh D2
¢daronmToB, HO W TMOJABIsT akTUBHOCTh D1 (haronmmToB, cABHUTass COOTHOIICHUE
aKTUBHOCTEW B MOJb3y NEepBbIX. Takoh 3h(dexT cxojeH ¢ HaON0AaeMbIM IpU
NoJISIpU3aIi Makpo(daroB, Co CHMKEHHUEM KOJIMYECTBA KJIETOK ¢ M1 deHoTunom
Y MOBBIIIEHHEM TaKOBOTO ¢ M2 ()eHOTUIIOM, HAOII0JaEMbIM MIPU 3aKUBIICHUU PaH
[9].

[Ipyu »>TOM meNnTU] 3HAYUTEIBHO TMOBBIIAT KU3HECTOCOOHOCTh DI
¢darouToB 1Mo cpaBHeHUIO ¢ aerictBueM TSTYP (puc. 2a). B @2 darouurax Takxke
BO3pacTaia JKU3HECOCOOHOCTh B MPSIMON KOHIICHTPAITMOHHOM 3aBUCUMOCTH.
BCA, B oTiinume oT nenTuaa, He BIIFSUT Ha )KU3HECTIOCOOHOCTD (arouToB (puc. 2b),
YTO TaKXKE CBUIECTEIbCTBYET B MOJIb3Y CIIENU(PUUECKOTO NeUCTBUS MENTHA.

B 1o xe Bpems Oenku 39 u 10 oka3blBamM CXOJHOE JEHCTBUE Ha
OKCHUJAHTHYI0 aKTHBHOCTH (DarolMTOB W HE MPOSBUIN 3HAYUMBIX OTIMYHA OT
neiictBuss BCA. Takum o0Opa3oMm, mpu BO3ACHCTBUU IN VILr0O OHM HE OKa3bIBAIOT
cnenuduueckoe aercTere. MoXHO Mpeanojarath, 4YTo €Ciau 3TH O€NKU U UTPAIOT
POJIb B PETryJISIIUKA AKTUBHOCTH (ParoluToB, TO UX JIEUCTBUE OMOCPET0BAHO.

B cepuu skcniepuMeHTOB in vivo ObLIO HccieaoBaHo BiausHue Oenka 10 Ha
(dbarouThl paHeHbIX )XUBOTHBIX (puc. 3a). benok 10 u BCA cHmwkaiu OKCHIaHTHYIO
akTUBHOCTh @1 1 D2 (aronuToB MO CpaBHEHUIO C TaKOBOM, HAOJIOMaEMON MpHU
paHeHuu B oTCyTcTBHE OenKoB. OiHaKo B OMu3KuX KoHIeHTparusax (1,1 u 1 MKr/T,
COOTBETCTBEHHO) Oesiok 10 BbI3bIBa 00Jiee BHIPAKEHHOE MOJABJIEHNE HAKOTICHHUS
HCT B @1 daromnurax u meHee nonasisut ero B @2 ¢aromurax mo cpaBHEHUIO €
BCA. Tak, B @2 daromurax 6enok camxan yposenb HCT no cpaBHEeHUIO ¢ OAHUM
panenunem nout Ha 50%, a BCA-na 90%. BCA crioco6eH cBsI3bIBaTh KUCIOPOIHBIC
panukaibl 6€3 B3aUMOJEHCTBHS C MOBEPXHOCTHBIMH PELIETITOPaMH KJIETOK [ 8] u, mo-
BuauMoMYy, neiictBue 0enka 10 u BCA ocymiecTBisieTcs: o pa3HbIM MEXaHU3MaM.

Hamu Ttaxoke Oblma M3ydeHa BO3MOXKHOCTh BiMsiHHS OenkoB 39 u 10 Ha
KOHIICHTPAIUIO MEJIOMOIUTOB, 10 50 % KOTOPBIX COCTABISAIOT (QarouuThl [7], y
paHeHbIX KMBOTHBIX (puc. 3b). O0a Oeska CHUXKAIM KOHIIEHTPAIIMIO IIEIOMOIIMTOB



129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

10.46235/1028-7221-16917-EOP
II0 CPAaBHEHMIO C BIMSHUEM CaMOI'0 PaHEHUS, YTO CBUJETEILCTBYET O TOM, UTO OHU
MOTyT BIUATH HA PEKPYTUPOBAHUE IIEJIOMOLUTOB/()aroUTOB K  MECTY
noBpexaeHus. OIHAKO KOHLIEHTPAILMOHHbIE 3aBUCUMOCTH OEJIKOB ObUIM pa3HbIE:
0enok 39 cHuXal KOHLIEHTPALMIO LEJIOMOLMTOB B MPAMON KOHUEHTPALMOHHON
3aBUCUMOCTH, a Oenok 10 — B 0OpaTHOl. DTO JaeT OCHOBAaHME MOJararb, YTO
NeiicTBUE OENIKOB OBLIIO CHEU(PUYHBIM, U MOKET ObITh CBS3aHO C UX PA3HOM POJIBIO
B [IPOLIECCE 3aKUBJICHUSI PAHBI.
B nenoMm, nosry4eHHbIE pe3yJIbTaThl CBUAETEIBCTBYIOT O TOM, YTO U3yYEHHbIE
B HacTosield paboTe OETKOBbIE KOMIIOHEHTHI, MOJyYE€HHBIE M3 HEIOMUYECKON
KHUJKOCTU TOJIOTYPHid, KOTOPBIM OBLI0O HAHECEHO MOBEPXHOCTHOE MOBPEKICHUE
TeJNa, MOTYT Y4acTBOBAaTh B PETYJSIIUU aKTUBHOCTH (ParoiTOB MPHU 3aKUBJICHUU
paHbl. MexaHn3Mbl 3TOTO BIMSHUSA HYKIAIOTCA B JAIbHEUIINX HCCIECIOBAHMSIX,
HeoOxoauma U uiaeHTUQUKanus camMux 0enkoB. Oco00ro BHUMaHMsI 3aCily’KUBAET
HeNTH C MOJEKyJsipHOH Maccoll 2,99, KoTopblil CHOCOOEH OKa3bIBAThH
HEIOCPEICTBEHHOE BIIMSHME Ha (DArouMThl, MMOAABISAS OKCUAAHTHYIO AKTUBHOCTH
®1 ¢arouutoB n BbI3bIBas akTuBanui ®2 ¢aromuros. Ilocnennue no cBoum
MOp(}Oo(YHKIIMOHATIBHBIM CBOMCTBAM aHaJIOrM4Hbl M2 Makpodaram, Urparoiium
OCHOBHYIO pOJIb IIPYM BOCCTAHOBJICHMM TKaHeH. llosrydeHHBIE pe3ynbTaTbl MOTYT
OBITh MCIIOJIB30BAaHbl B JaJbHEMIIEM JJIs MOJYYEHHUS HOBBIX PAHO3aKUBJISIOLIMX
IIPIIapaToB U3 TOJOTYPHUH.

(s JI.C. [lonmamosoui paboma 8blnoaxeHa 8 pamxkax 2oczaoanus Munucmepcmea
Hayku u evicuie2o oopazosanus P (Ne. 124022100077-0), ons E.I1. Kapaynosoii 6
pamkax ewvinoanenus 1locyoapcmeennoii pabomul «lIposedenue npuxkiaoHbIx
uccneoosanuily (pasoen 3 eocyoapcmeentnozo 3aoanusi ®I'BHY « BHUPO» Ne (76-
00005-19-00)).
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PUCYHKHA

Pucynok 1. Conepxanue HCT B daromutax @1 u @2 npu Bo3aeHCTBUU OCIKOB
nenomuyeckoi xxusikoctd 1 bCA B npucyrctBuu TSTYp. Bpems nnkybarnuu 24 u.
a— o0emok 39, b — 6emoxk 10, ¢ — mentuz, d — BCA. Konuenrtpariyu 6e1K0B (MKI/MII)
s a:1-0, 2-1, 7, 3-8,3, 4-16,5; nna b: 1-0, 2-0,1, 3-0,2, 4-1,7; nus ¢ 1-0, 2-2,0,
3-10,0, 4-20; mna d- 1-0, 2-0,1, 3-1,0. ITo ocu opaunat—coaepxkanne HCT, mr/mr
Oeka.

31ech U J1anee JOCTOBEPHOCTh Pa3Induil MEXKy OTBITOM U KoHTposem: * — P <0,05,
** - P <0,01.

Figure 1. NBT content in P1 and P2 phagocytes exposed to coelomic fluid proteins
and BSA in the presence of TsTYp. Incubation time 24 hours. a — protein 39, b —
protein 10, ¢ — peptide, d — BSA. Protein concentrations (pg/ml) for a: 1-0, 2-1, 7,
3-8.3, 4-16.5; for b: 1-0, 2-0.1, 3-0.2, 4-1.7; for c: 1-0, 2-2.0, 3-10.0, 4-20; for d
—1-0, 2-0.1, 3-1.0. The y-axis is NBT content, mg/mg protein.

Hereinafter, the significance of differences between the experiment and the control:
* — P<0.05, ** - P<0.01.
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Pucynok 2. XuznecriocooHocts darorutoB @1 u @2 npu Bo3AeHCTBUM NENTH 1A
nenomuyeckoi xxukocTu (a) i bCA (b) mpu kounky6aruu ¢ TSTYp B TeueHue
24 4. Konnenrparwus (Mxr/mi): s a:1-0, 2-2,0, 3-10,0, 4-20; nana b:1-0, 2-0,1,
3-1,0. TTo ocu opaAMHAT — )KU3HECTIOCOOHOCTH KJIETOK, %0.

Figure 2. Viability of P1 and P2 phagocytes when exposed to coelomic fluid
peptide (a) or BSA (b) when coincubated with TsTYp for 24 hours. Concentration
(ug/ml) for a: 1-0, 2-2.0, 3-10, 0, 4-20; for b: 1-0, 2-0.1, 3-1.0. The y-axis is cell
viability, %.
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Pucynok 3. BiausHue 0eKOB HAa OKCUJIAHTHYIO aKTUBHOCTh (harorutoB @1 u O2
() u xoHmeHTpanuio neaomMoiuToB (b) rogorypuii yepes 24 4 nocie paneHus. s
a —06emnok 10 B xoHuentpanusax (mMxr/r): 1-0, 2-0,1, 3-0,6, 4- 1,1; BCA (mxkr/r): 5-
1,0. ITo ocu opaunat — coaepsxkanue HCT, mr/mr 6enka. [l b: 1-unbekius @CBH,
2—panenue, 3-5—panenue+oenok 39, 6—8-panenue+Oenok 10. Konmenrtpaiuu
oenka 39 (mxr/r): 3-0,02, 4-0,11, 5-0,65. Konnentpanuu 6enka 10 (mxr/r):6-0,1,
7-0,6, 8-1,1. 1o ocu opaAMHAT — KOHIEHTpanus HeaomouuTos, 108 knetok B 1 mil.
Figure 3. The effect of proteins on the oxidative activity of P1 and P2 phagocytes
(a) and the concentration of coelomocytes (b) of sea cucumbers 24 h after wounding.
For a-protein 10 in concentrations (ug/g): 1-0, 2-0.1, 3-0.6, 4-1.1; BSA (ug/g): 5-
1.0. The ordinate is the NBT content, mg/mg protein. For b: 1-PSBN injection, 2—
wound, 3-5—-wound+protein 39, 6-8—wound+protein 10. Protein 39 concentrations
(ng/g): 3-0.02, 4-0.11, 5-0.65. Protein 10 concentrations (pg/g): 6-0.1, 7-0.6, 8-
1.1. The ordinate is the concentration of coelomocytes, 10° cells per 1 ml.
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	Гототурии с длиной тела 4,5-5,5 см собирали в б. Восток (зал. Петра Великого Японского моря) с использованием легководолазного снаряжения. До начала экспериментов животные находились в аэрируемом аквариуме с сезонной температурой воды не менее двух не...
	На 1 этапе эксперимента животным (n=14) наносили поверхностную рану (надрез стерильным скальпелем) и через сутки получали целомическую жидкость, добавляя ее к антикоагулирующему раствору [6]. Анализировали молекулярное распределение белков, отбирали ...
	На следующем этапе для экспериментов in vitro отбирали и объединяли целомическую жидкость 14 голотурий (n=3). Выделяли фракции фагоцитов Ф1 и Ф2 в градиенте плотности фиколл-верографина, как описано ранее [6].
	Для стимуляции продукции АФК использовали термостабильный токсин Yersinia pseudotuberculosis (ТsТYp), предоставленный д.м.н., профессором Н.Ф. Тимченко. Клетки (1 млн на мл) инкубировали в круглодонных планшетах 24 ч при температуре 22 0С с ТsТYp (0,...
	Для экспериментов in vivo отобранные белковые фракции с молекулярной массой 39,1 (белок 39) и 10 кДа (белок 10), а также пептид с молекулярной массой 2,99 (пептид) инъецировали в целомическую полость через стенку тела, на другом конце тела голотурии ...
	В отличие от белков, пептид подавлял продукцию НСТ в Ф1, а также повышал ее в Ф2 фагоцитах в прямой концентрационной зависимости (рис. 1с). БСА, как и белки целомической жидкости, не влиял на продукцию НСТ в Ф1 фагоцитах и повышал ее в Ф2 фагоцитах (р...
	При этом пептид значительно повышал жизнеспособность Ф1 фагоцитов по сравнению с действием ТsТYp (рис. 2a). В Ф2 фагоцитах также возрастала жизнеспособность в прямой концентрационной зависимости.
	БСА, в отличие от пептида, не влиял на жизнеспособность фагоцитов (рис. 2b), что также свидетельствует в пользу специфического действия пептида.
	В то же время белки 39 и 10 оказывали сходное действие на оксидантную активность фагоцитов и не проявили значимых отличий от действия БСА. Таким образом, при воздействии in vitro они не оказывают специфическое действие. Можно предполагать, что если ...
	В серии экспериментов in vivo было исследовано влияние белка 10 на фагоциты раненых животных (рис. 3a). Белок 10 и БСА снижали оксидантную активность Ф1 и Ф2 фагоцитов по сравнению с таковой, наблюдаемой при ранении в отсутствие белков. Однако в близ...
	Нами также была изучена возможность влияния белков 39 и 10 на концентрацию целомоцитов, до 50 % которых составляют фагоциты [7], у раненых животных (рис. 3b). Оба белка снижали концентрацию целомоцитов по сравнению с влиянием самого ранения, что свид...
	В целом, полученные результаты свидетельствуют о том, что изученные в настоящей работе белковые компоненты, полученные из целомической жидкости голотурий, которым было нанесено поверхностное повреждение тела, могут участвовать в регуляции активности ...
	Рисунок 1. Содержание НСТ в фагоцитах Ф1 и Ф2 при воздействии белков целомической жидкости и БСА в присутствии ТsТYp. Время инкубации 24 ч.
	а – белок 39, b – белок 10, c – пептид, d – БСА.  Концентрации белков (мкг/мл) для а:1–0, 2–1, 7, 3–8,3, 4–16,5; для b: 1–0, 2–0,1, 3–0,2, 4–1,7; для c: 1–0, 2–2,0, 3–10,0, 4–20; для d– 1-0, 2-0,1, 3-1,0. По оси ординат–содержание НСТ, мг/мг белка.
	Здесь и далее достоверность различий между опытом и контролем: * – P <0,05, ** – P <0,01.
	Рисунок 2. Жизнеспособность фагоцитов Ф1 и Ф2 при воздействии пептида целомической жидкости (a) или БСА (b) при коинкубации с ТsТYp в течение 24 ч. Концентрация (мкг/мл): для а:1–0, 2–2,0, 3–10,0, 4–20; для b:1-0, 2-0,1, 3-1,0. По оси ординат – жизнес...
	Рисунок 3. Влияние белков на оксидантную активность фагоцитов Ф1 и Ф2 (a) и концентрацию целомоцитов (b) голотурий через 24 ч после ранения. Для а –белок 10 в концентрациях (мкг/г): 1–0, 2–0,1, 3-0,6, 4- 1,1; БСА (мкг/г): 5-1,0. По оси ординат – содер...

