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ВВЕДЕНИЕ

Цитокины (ЦК) участвуют во всех реакциях 
иммунной системы и регулируют функциониро-
вание всех иммунокомпетентных клеток [1]. Роль 
этих белков чрезвычайно высока как в физиоло-
гических условиях, так и при развитии различ-
ных патологических процессов, особенно –  свя-
занных с воспалением. Причем, в ряде случаев, 
возникновение патологии обусловлено именно 
нарушением цитокинового баланса [2, 3]. При 
чрезмерной выработке провоспалительных ЦК 
могут возникать аутовоспалительные заболева-
ния [4].

Одним из наиболее распространенных среди 
детского населения аутоиммунно-ауто вос па-
ли тель ных заболеваний соединительной ткани 
является ювенильный идиопатический артрит 
(ЮИА) [5, 6]. Это разнородная группа заболева-
ний, включающая в себя несколько вариантов, 
различающихся по патогенетическим особенно-
стям и симптоматике [5]. Близкими к ЮИА по 
клиническим проявлениям заболеваниями яв-
ляются реактивные артропатии, развивающие-
ся в ответ на внесуставную инфекцию. Особую 
сложность для диагностики представляет группа 
неуточненных реактивных артропатий (нРеА), 
выделяемых в МКБ-10 при отсутствии хроноло-
гической связи артрита и инфекционного про-
цесса [5].

При всех вариантах течения ЮИА, а также 
при артритах любой другой этиологии, разви-
вается воспалительный процесс в суставах, не-
сомненное участие в котором принимают раз-
личные ЦК. При этом, данные разных авторов 
относительно концентрации ЦК в сыворотке 
крови при ЮИА существенно отличаются друг 
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от друга [7, 8, 9]. Отчасти это может быть обу-
словлено сложностями измерения цитокинов 
в сыворотке крови, связанными с коротким вре-
менем жизни этих белков. Одним из подходов, 
позволяющих преодолеть указанный недоста-
ток, является исследование продукции ЦК клет-
ками периферической крови, культивируемых 
in vitro, в том числе – при добавлении различных 
стимуляторов [1].

В качестве стимуляторов при исследовании 
ЦК часто используют растительные митогены: 
фитогемагглютинин, конканавалин А, митоген 
лаконоса [1]. Однако возможно использование 
других стимуляторов, например, целенаправлен-
ное воздействие на клеточные рецепторы. Сти-
муляция Т-клеточного рецептора (ТКР) антите-
лами к CD3 активирует клетки и, по некоторым 
представлениям, имитирует контакт Т-лим фо-
ци тов с аутоантигенами и «фоновую» стиму-
ляцию, необходимую для поддержания пери-
ферической толерантности. Комбинированная 
стимуляция антителами к CD3 и к корецептор-
ной молекуле CD28 моделирует ситуацию кон-
такта наивных Т-лим фо ци тов с чужеродными 
антигенами, представленными антигенпрезен-
тирующими клетками [10]. На изолированную 
стимуляцию через ТКР в большей степени спо-
собны отвечать активированные Т-лим фо ци ты, 
что подтверждается потерей ими способности 
экспрессировать CD28 [11].

Целью работы явилась оценка концентрации 
IL-17 и IFNγ в супернатантах клеточных куль-
тур у детей с ювенильным идиопатическим ар-
тритом и неуточненной реактивной артропати-
ей при стимуляции антителами к CD3 и к CD3/
CD28 в сравнении со здоровыми детьми.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследованы дети в возрасте от 2 до 17 лет 
с ювенильным идиопатическим артритом (ЮИА, 
n=100), с недифференцированной реактивной 
артропатией (нРеА, n=15), условно здоровые 
дети без признаков аутоиммунных и аллерги-
ческих заболеваний (контроль, n=31). Средний 
возраст в группах составил 8,4; 9,0 и 8,7 лет, со-
ответственно. Диагноз ЮИА устанавливался на 
основании критериев ILAR (Международной 
лиги ревматологических ассоциаций второго 
пересмотра в Edmonton, 2001), диагноз нРеА –  
в соответствии с диагностическими критериями, 
принятыми на Международном совещании по 
Реактивным артритам в Берлине в 1996 г. Все дети 
были серонегативны по ревматоидному фактору. 

Группу с ЮИА составили дети с различными его 
вариантами: олигоартикулярный вариант (n=52); 
полиартикулярный вариант (n=21); системный 
вариант (n=9); артрит, ассоциированный с энте-
зитом (n=17). На момент обследования все дети 
не имели острых или хронических инфекцион-
ных заболеваний. Больные с ЮИА и нРеА по-
лучали патогенетическую и симптоматическую 
терапию в соответствии с существующими стан-
дартами лечения.

Для определения уровня цитокинов кровь 
забиралась в вакуумные гепаринизированные 
пробирки. Образцы крови разводили глута-
минсодержащей средой RPMI-1640 (ПанЭко, 
Россия), в соотношении 1:9, готовили серию из 
3 образцов с конечным объемом 500 мкл: кон-
трольный образец без стимулятора; образец, 
стимулированный агонистическими антителами 
к CD3 (аCD3, Биокон, Россия), в конечной кон-
центрации 2 мкг/мл; образец, стимулированный 
агонистическими антителами к CD3 (Биокон, 
Россия), в конечной концентрации 2 мкг/мл 
и агонистическими антителами к CD28 в конеч-
ной концентрации 0,8 мкг/мл (аCD28, Beckman 
Coulter, США). Образцы инкубировали в тече-
ние 24 часов (37 °C, 5% СО2). После инкубации 
разведенную кровь центрифугировали 10 мин. 
при 1500 об/мин и отбирали по 400 мкл суперна-
тантов. Определение концентрации IL-17 и IFNγ 
в супернатантах клеточных культур проводилось 
методом ИФА (Вектор-Бест, Россия). Статисти-
ческая обработка выполнена с использованием 
непараметрического критерия Манна-Уитни 
в рамках программного обеспечения Statistica 
для Windows (версия 6.0) и Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При исследовании спонтанной и стимули-
рованной продукции цитокинов у детей с раз-
личными вариантами ЮИА не было выявлено 
различий между группами. На этом основании, 
дальнейшие исследования проводились в объе-
диненной группе пациентов с ЮИА.

Спонтанный синтез IL-17 и IFNγ клетками 
крови, как больных, так и здоровых детей был 
невелик (Таб. 1). При этом концентрация IL-17 
у всех пациентов была практически нулевой 
и не различалась между группами. Спонтанная 
концентрация IFNγ у детей с артритами была 
существенно выше, чем у здоровых детей. Изо-
лированная стимуляция через ТКР и сочетанная 
(через ТКР и корецептор CD28), во всех случа-
ях приводила к значительной активации выра-
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ботки ЦК Т-лимфоцитами по сравнению с со-
ответствующим спонтанным уровнем (p<0,01). 
Однако уровень такой активации в исследован-
ных группах был различен (Таб. 1). Концентра-
ция IL-17 в супернатантах клеточных культур 
при обоих вариантах стимуляции у детей с ар-
тритами различной этиологии была выше, чем 
у здоровых детей. Стимулированный синтез 
IFNγ у больных с ЮИА и нРеА, напротив, был 
менее интенсивным, чем в контрольной группе. 
Между группами с артритами различия не вы-
явлены ни по одному из параметров.

ОБСУЖДЕНИЕ

Увеличение выработки IL-17 и IFNγ в ответ на 
различные варианты стимуляции Т-клеточного 
рецептора, является закономерным, т. к. оба ис-
следованных цитокина, в основном, продуциру-
ются Т-лим фо ци та ми. Синтез ИФНγ осущест-
вляют преимущественно Т-хел пе ры 1-го типа, 
этот цитокин активирует макрофаги, нейтрофи-
лы и натуральные киллеры, влияет на дифферен-
цировку Т- и В-лим фо ци тов, усиливает цитоток-
сическое действие Т-лим фо ци тов и натуральных 
киллеров [1]. IL-17 синтезируется Т-хел пе ра ми 
17 типа, участвует в развитии ранней стадии вос-
паления, стимулирует фибробласты; продукцию 
различных провоспалительных ЦК: IL-1, IL-6, 
IL-8, TNF-α; синтез металлопротеиназ и других 
ферментов [1, 12].

IL-17 играет роль в развитии воспалительного 
процесса в синовиальной оболочке [13, 14]. У де-
тей с ЮИА уровни IL-17 в сыворотке крови были 
значительно выше, чем у здоровых детей [15]. 
Имеются данные, что у больных с ЮИА [16] уро-
вень сывороточного IL-17 коррелировал с кли-
ническими параметрами активности заболева-

ния. Данные о роли IFNγ в развитии синовита 
достаточно противоречивы. С одной стороны, 
внесение этого цитокина в смешанную культуру 
Т-кле ток и моноцитов пациентов с ревматоид-
ным артритом приводило к стимуляции синтеза 
TNF-α [17]. С другой стороны, IFNγ способен 
снижать продукцию IL-1, матриксных металло-
протеиназ и пролиферацию синовиоциотов при 
ревматоидном артрите [18].

Обращает на себя внимание, что выработка 
IL-17 у пациентов с артритами при обоих вари-
антах стимуляции была выше, чем у клиниче-
ски здоровых детей, а синтез IFNγ, напротив, –  
ниже. Возможно, это свидетельствует о большей 
патогенетической значимости IL-17 для разви-
тия воспалительных заболеваний суставов. Как 
уже говорилось выше, IFNγ способен подавлять 
некоторые воспалительные иммунологические 
реакции при артрите. Возможно, его сниженная 
при стимуляции выработка in vitro отражает де-
фицит этого цитокина в условиях in vivo.

Другим дополнительным фактором, обуслав-
ливающим более низкий уровень стимулирован-
ной выработки IFNγ у детей с ЮИА и нРеА, мо-
жет быть истощение функциональных резервов 
кле ток-про ду цен тов в условиях хронического 
воспаления и постоянной активации. Особенно, 
если учесть, что спонтанный уровень этого ЦК 
был повышен в обеих группах с артритами. В на-
ших более ранних работах было установлено, 
что увеличение количества Т-лим фо ци тов, экс-
прессировавших ранние активационные марке-
ры CD25, CD38 и CD69, у больных с ЮИА было 
существенно слабее, чем у здоровых детей, как 
в ответ на индукцию фитогемагглютинином, так 
и на индукцию антителами к CD3 и CD28 [19, 20]. 
Соответственно, снижение резервных возмож-

Таблица 1. Концентрация IL-17 и IFNγ в супернатантах культур цельной крови у детей с артритами различной 
этиологии и у здоровых детей.

ЦК Условия инкубации Группа
Контроль ЮИА нРеА

IL-17
Без стимулятора 0,0 (0,0–0,0) 0,0 (0,0–0,6) 0,0 (0,0–0,25)
aCD3 10,0 (1,0–16,5) 17,0 (5,0–34,0)*** 26,0 (9,0–44,5)**
aCD3/aCD28 4,0 (1,5–14,0) 18,0 (5,0–38,0)*** 29,5 (12,0–39,5)***

IFNγ
Без стимулятора 0,0 (0,0–4,0) 1,0 (0,0–47,0)* 10,0 (0,0–46,0)*
aCD3 1075,0 (187,0–1561,0) 136,0 (92,0–274,0)*** 134,0 (60,0–197,0)***
aCD3/aCD28 926,0 (351,0–1591,0) 197,0 (116,0–402,0)*** 170,0 (83,0–252,0)***

Примечание: Данные представлены в виде: Медиана (Нижняя квартиль –  Верхняя квартиль); различия с контролем: 
* –  p<0,05; ** –  p<0,01; *** –  p<0,001
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ностей лимфоцитов может проявляться как «де-
фицит активации» в ответ на стимуляцию и за-
трагивать разные аспекты функционирования 
клеток: синтез цитокинов, экспрессию актива-
ционных молекул и т. д. Кроме того, нами ранее 
выявлено, что при стимуляции фитогемагглю-
тинином синтез IFNγ у детей с артритами также 
был ниже, чем в контрольной группе, при этом 
стимулированные концентрации IL-17 в иссле-
дованных группах не различались [21]. Соответ-
ственно, стимуляция позволяет выявить особен-
ности продукции ЦК, которые не проявляются 
при исследовании их спонтанного синтеза. При-
чем, клетки крови здоровых и больных детей по 
разному отвечают на разные стимуляторы.

Таким образом, у детей с артритами различ-
ной этиологии спонтанный уровень IFNγ был 
выше, чем в контроле, а при стимуляции через 
Т-кле точ ный рецептор и корецептор CD28, на-
против, – ниже. Спонтанная продукция IL-17 
у больных с ЮИА и нРеА не отличалась от та-
ковой у здоровых детей, в условиях стимуляции 
синтез этого цитокина в группах с артритами 
был выше, чем в контроле. Учитывая этот факт, 
а также результаты наших ранее опубликованных 
работ, можно заключить, что воздействие сти-
муляторов in vitro позволяет выявлять различия 
в реактивности иммунокомпетентных клеток 
больных и здоровых, что может способствовать 
более углубленному пониманию особенностей 
функционирования иммунной системы при раз-
личных заболеваниях.

Авторы искренне благодарят врачей Област-
ной детской клинической больницы (г. Екате-
ринбург) Козлову Е. С. и Скоробогатову О. В. за 
подбор пациентов для исследования.
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THE LEVEL OF INTERLEUKIN17 AND INTERFERON γ IN CELL’S CULTURES 
SUPERNATANTS UNDER STIMULATION BY ANTIBODIES TO CD3 AND CD28 

IN CHILDREN WITH ARTHRITIS OF DIFFERENT ETIOLOGY

© 2019     I. A. Pashnina*, I. M. Krivolapova

*E-mail: irina_pashnina@list.ru
Regional Children’s Clinical Hospital, Yekaterinburg, Russia

Received: 22.05.2019.  Accepted: 28.06.2019

Children of 2–17 years old with juvenile idiopathic arthritis (n = 100), unspecifi ed reactive arthropa-
thy (n = 15) and 31 healthy children (controls) were examined. The spontaneous, anti-CD3-stimulated 
and anti-CD3/CD28-stimulated concentrations of IL-17 and IFN-γ in the cells cultures supernatants 
were determined by ELISA. The spontaneous IFN-γ level in children with arthritis of various etiologies 
was higher than in control, while the IFN-γ concentrations in both variants of stimulation in the patients 
were lower. The spontaneous IL-17 production in the patients and in healthy children was the same, 
while stimulated synthesis of IL-17 in the groups with arthritis was higher than in the control group.
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