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ВВЕДЕНИЕ

Существуют различные подходы к оценке 
уровней цитокинов клеток. Их можно условно 
разделить на два основных. Первый – оценка 
внутриклеточных цитокинов методами проточ-
ной цитометрии, второй – определение секре-
тируемых нейтрофилов в супернатантах клеток 
или тканевых субстратах (сыворотка крови, 
секреты, слизь и другие жидкости. в том числе 
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В исследовании предложены подходы к оценке уровней цитокинов нейтрофилов на основе 
секреции нейтрофилами преформированных цитокинов после часовой инкубации в среде RPMI 
1640. Секрецию цитокинов определяли с использованием мультиплексных наборов компании 
БиоРад (США), Luminex (США), для определения различных цитокинов на приборе MAGPIX-100 
(США) и иммуноферментным анализом (ИФА). Установлено, что при инкубации нейтрофилов 
в среде RPMI 1640 в течение 1 часа в среде инкубации (супернатанте) выявляются различные ци-
токины, концентрация которых в супенатанте нейтрофилов превышала контрольный уровень 
(среда RPMI-1640). При добавлении к нейтрофилам различных бактерий, супернатантов бак-
терий, регуляторных молекул, активность секреции изменяется (стимулируется или угнетается) 
в зависимости от того субстрата который добавлялся в среду инкубации живых нейтрофилов. Та-
ким образом, предложенный методический подход оценки уровней цитокинов нейтрофилов по-
зволяет изучать механизмы регуляции цитокиновой сети этих клеток.
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воспалительные экссудаты). Важно, что ней-
трофилы находясь практически во всех тканях 
организма человека, способны синтезировать 
и секретировать широкий спектр цитокинов, 
получивших название нейтрофилокины [1, 2, 3]. 
В то же время известно мало подходов к оцен-
ке секреции преформированных (уже синтези-
рованных, но находящихся внутри клетки) ци-
токинов и методов изменения их секреторного 
потенциала.

Целью настоящего исследования явилось 
обобщение результатов исследования секреции 
преформированных цитокинов нейтрофилами 
в условиях in vitro и при воздействии на них раз-
личных факторов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Была изучена спонтанная секреция цито-
кинов нейтрофилами здоровых доноров при 
часовой инкубации клеток в среде RPMI 1640 
и воздействии на нее различных факторов. Объ-
ектами исследования были нейтрофилы пери-
ферической крови, полученные путем гради-
ентного центрифугирования плазмы крови на 
двойном градиенте фи колл-ве ро гра фин плот-
ностью 1,093–1,075 [4, 5]. Между градиентами 
располагается клеточное кольцо на 98–100% со-
стоящее из нейтрофилов. Нижнее кольцо осто-
рожно снимается пастеровской пипеткой или 
дозатором и переносится в другую пробирку. 
Клеточная взвесь отмывается от примеси гради-
ентов питательной средой RPMI 1640, добавляя 
в пробирку с клетками 2,0 мл питательной среды 
RPMI 1640 и центрифугируя при 1500 об./мин 
в течение 10 минут, после чего надосадочную 
жидкость сливают. Отмывку повторяют триж-
ды; в камере Горяева подсчитывается концен-
трация клеток и доводится питательной средой 
RPMI 1640 до 5´106 нейтрофилов в 1 мл. Нали-
чие в супернатантах клеток цитокинов определя-
ли с использованием мультиплексных наборов 
компании БиоРад (США), Luminex (США) для 
определения концентрации цитокинов на при-
боре MAGPIX-100 (США) и иммунофермент-
ным анализом (ИФА). Контролем служила среда 
RPMI 1640 без клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как показали наши исследования, при ча-
совой инкубации нейтрофилы способны се-
кретировать в питательную среду относительно 
широкий спектр цитокинов, преимущественно 

провоспалительной направленности. Вместе 
с тем установлено, что при добавлении к фаго-
цитам синтетического пептида активного цен-
тра ГМ-КСФ, бактерий или их супернатантов 
уровень цитокинов в среде инкубации может су-
щественно меняться. Так, контакт нейтрофилов 
с синтетическим пептидом активного центра 
ГМ-КСФ, взвесями золотистых стафилококков 
или их супернатантами приводит к усилению 
секреции цитокинов эти ми клетками, тогда как 
при воздействии на фагоциты коагулазоотри-
цательных стафилококков, кишечной палочки 
и энтеробактерий других родов/видов и их су-
пернатантов, напротив, наблюдается снижение 
уровня цитокинов в среде инкубации.

Указанные обстоятельства свидетельствует 
о том, что при часовой инкубации (критически 
короткой по времени для синтеза нейтрофила-
ми цитокинов) даже «интактные» нейтрофилы 
активно выделяют в среду культивирования ши-
рокий спектр регуляторных, преимуществен-
но, провоспалительных цитокинов –  хемокинов 
и ростовых факторов. При этом данная функ-
циональная активность нейтрофилов подверже-
на изменениям, чья направленность (стимуля-
ция/ингибирование) зависит от воздействующих 
факторов. Важно, что данная клеточная модель 
позволяет изучать механизмы секреции цитоки-
нов живыми нейтрофилами и их ответ на воздей-
ствие различных факторов, в том числе регуля-
торных молекул, бактерий и их супернатантов, 
в условиях максимальной жизнеспособности 
фагоцитов. Эта методика открывает перспек-
тивы для накопления новых знаний о характе-
ре реакции нейтрофилов при взаимодействии 
с повреждающими и регуляторными факторами 
разного генеза, что будет способствовать рас-
шифровке механизмов их участия в развитии па-
тологических процессов.

ВЫВОДЫ

1. На клеточной модели in vitro выявлена спо-
собность нейтрофилов при часовой инкубации 
выделять в питательную среду ряд цитокинов 
и вариабельно изменять их секрецию при кон-
такте с факторами разного генеза (синтетиче-
ский пептид активного центра ГМ-КСФ, золо-
тистый стафилококк, коагулазотрицательные 
стафилококки, эшерихии, энтеробактерии дру-
гих видов и супернатанты микроорганизмов).

2. Разработанная и апробированная методи-
ка оценки секреции нейтрофилами цитокинов 
может быть использована при изучении влия-
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ния in vitro на живые фагоциты различных регу-
ляторных факторов, в том числе лекарственных 
препаратов и микроорганизмов (вирусы, бакте-
рии, грибы).

(Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1, и теме из Плана НИР ИКВС 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075).
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In a research approaches to assessment of levels of cytokin of neutrophils on the basis of secretion by 
neutrophils the preforming of cytokins after an hour incubation are off ered the RPMI 1640 environment. 
Secretion of cytokins was defi ned with use of multiplex sets of the Biorad company (USA), Luminex 
(USA), for defi nition of various cytokins on the MAGPIX-100 device (USA) and the immunofermental 
analysis (IFA). It is established that at an incubation of neutrophils in the environment of RPMI 1640 
within 1 hour in the environment of an incubation (supernatant) various cytokins come to light concen-
tration of which in a supenatant of neutrophils exceeded reference level (RPMI-1640 environment). At 
addition to neutrophils of various bacteria, supernatant of bacteria, regulatory molecules, the activity of 
secretion changes (is stimulated or supressed) depending on that substrate which was added to the environ-
ment of an incubation of live neutrophils. Thus, the off ered methodical approach of assessment of levels of 
cytokin of neutrophils allows to study mechanisms of regulation of cytokins network of these cages.

Key words: neutrophils, cytokins, bacteria, peptides
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