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новного лиганда для CXCR2, коррелировал с 
неблагоприятным прогнозом и летальностью в 
группе критически больных пациентов с систем-
ным воспалительным ответом. Наличие тесной 
положительной корреляции между рCXCR2 и 
HNP, являющихся маркером активации нейтро-
филов, свидетельствует о лейкоцитарном проис-
хождении рCXCR2 в локальном участке воспале-
ния, поскольку именно на ПМН экспрессируется 
наибольшее количество рецепторов CXCR2, ко-
торые при активации нейтрофилов ФНО, липопо-
лисахаридом или фагоцитарными стимулами про-
теолитически отщепляются с поверхности клеток и 
переходят в растворимую форму. Мы предполага-
ем, что в сайте воспаления могли бы формиро-
ваться комплексы анионного рCXCR2 с кати-
онными HNP, модулируя эффекты друг друга. 

Заключение 
Таким образом, рCXCR2, образующийся в 

месте воспаления может участвовать в защит-

ных иммунных реакциях in vivo. В нашем ис-
следовании у двух умерших пациентов, повтор-
но оперированных из-за развившихся хирурги-
ческих осложнений и исключенных из исследо-
вания, высокое содержание HNP в перитоне-
альной жидкости (95,01 и 34,06 мкг/мл) сопро-
вождалось низкой концентрацией рCXCR2 
(0,29 и 0,12 нг/мл), соответственно. Это может 
свидетельствовать о большом количестве функ-
ционально неактивных нейтрофилов, обуслов-
ленном массовой гибелью клеток под действи-
ем бактериальных продуктов и медиаторов вос-
паления, которая сопровождалась нарушением 
отщепления CXCR2 с поверхности ПМН. 

Мы предполагаем, что определение рCXCR2 в 
перитонеальной жидкости наряду с ИЛ-6 и 
HNP, может служить дополнительным диагности-
ческим инструментом раннего распознавания ин-
траабдоминальных осложнений перитонита.  
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Интерлейкин-8 (ИЛ-8) является основным хемотактическим фактором для полиморфноядерных нейтро-
филов (ПМН) при воспалении. Ранее нами было показано, что стимуляция ПМН in vitro вызывает резкое сни-
жение экспрессии рецептора ИЛ-8 второго типа CXCR2 на мембране ПМН и появление растворимого глико-
пептида CXCR2 (рCXCR2) в супернатанте. В данной работе мы изучили влияние рCXCR2 на синтез ИЛ-8 в 
культуре моноцитов крови и бронхоэпителиальных клеток человека A549. Было показано, что рCXCR2 досто-
верно стимулировал синтез ИЛ-8 в культуре моноцитов с выраженным дозозависимым эффектом. В культуре 
бронхоэпителиальных клеток человека A549 рCXCR2 не вызывал синтеза ИЛ-8. Действие рCXCR2 на моно-
циты не было связано с загрязнением препарата липополисахаридом и было обусловлено наличием как белко-
вой, так и углеводными частями в составе молекулы рCXCR2. 
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Interleukin-8 (IL-8) is the main chemotactical factor for polymorphonuclear neutrophils (PMN) in inflammation. 
We have already shown that PMN stimulation in vitro causes a sharp decrease of IL-8 receptor expression of second type 
CXCR2 on the PMN membrane and an emergence of soluble glykopeptid  CXCR2 (рCXCR2) in the supernatant. In this 
work we have studied the effect of рCXCR2 on IL-8 synthesis in the monocyte culture of the blood and bronchoepitheial 
human cells A549. It was shown that рCXCR2 reliably stimulated IL-8 synthesis in the monocyte culture with the evident 
doze-dependent effect. рCXCR2 did not cause IL-8 synthesis in the culture of the bronchoepitheial human cells A549. The 
influence of рCXCR2 on the monocytes was not related to the lypopolysaccharide contamination of the preparation and was 
caused by the protein and carbohydrade parts, included in рCXCR2 molecule. 
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Введение 
Интерлейкин-8 (ИЛ-8/CXCL8), белок с 

молекулярной массой 8,3 кДа, является основ-
ным хемотактическим фактором, вызывающим 
миграцию ПМН крови в ткани при воспалении 
[7]. Нейтрализация ИЛ-8 антителами in vivo 
приводит к подавлению миграции ПМН в очаг 
воспаления [9]. Свое действие ИЛ-8 оказывает 
через два мембранных рецептора, CXCR1 и 
CXCR2, которые активируют каскад внутри-
клеточных реакций, приводящих к хемотакси-
су и активации ПМН [7]. 

В наших предыдущих исследованиях было 
впервые показано, что снижение уровня экс-
прессии CXCR2 на поверхности нейтрофилов in 
vitro при фагоцитозе микроорганизмов, под 
действием фактора некроза опухолей α (ФНО) или 
липополисахарида (ЛПС) происходит путем про-
теолитического отщепления N-концевого внекле-
точного фрагмента CXCR2 и сопровождается по-
явлением растворимого CXCR2 (рCXCR2) [1, 3, 4]. 
По данным гель-проникающей хроматографии 
рCXCR2 имеет молекулярную массу 35–40 кДа [4]. 
Анализ растворимого рецептора с помощью 
электрофореза в денатурирующих условиях по-
казал, что молекулярная масса растворимого 
рецептора составляет 14–17 кДа [4]. Показано, 
что рCXCR2 N-гликозилирован, имеет самую 
низкую изоэлектрическую точку среди всех из-
вестных цитокинов и растворимых цитокино-
вых рецепторов (pI 3,2), может накапливаться в 
местах воспаления in vivo и всегда выявляется в 
моче здоровых лиц и больных с различной па-
тологией [4, 1]. Физико-химические свойства 
растворимого CXCR2, экскретируемого с мо-
чой, идентичны свойствам рCXCR2 из суперна-
танта активированных нейтрофилов [1]. 

Известно, что биологически активные мо-
лекулы, обладающие сходными с рCXCR2 фи-
зико-химическими свойствами — низким зна-
чением изоэлектрической точки, а также 
имеющие в своем составе углеводные остатки 
(полирибонуклеиновые кислоты, ЛПС клеточной 
стенки грам-отрицательных бактерий и др.), 
способны стимулировать моноциты крови че-
ловека [6, 10]. При воспалительных процессах 
моноциты крови и тканевые макрофаги играют 
центральную роль в развитии защитной воспа-
лительной реакции, продуцируя различные ци-
токины, в т. ч. ИЛ-8, ФНО, ИЛ-1 и др. [12]. 
Взаимодействие между макрофагами и грану-
лоцитами является важнейшим компонентом 
воспалительного ответа [5, 2]. Ряд цитокинов, 
синтезируемых моноцитами и макрофагами, та-
кие как ИЛ-8, ИЛ-1, ФНО и другие могут активиро-
вать гранулоциты, однако практически ничего не 
известно о гранулоцитарных факторах, модули-
рующих активность моноцитов/макрофагов челове-
ка. Ранее нами было показано, что небольшие ка-

тионные белки α-дефензины способны запускать 
синтез ИЛ-8 в моноцитах человека [8]. В данной 
работе мы изучили влияние рCXCR2 на синтез 
ИЛ-8 в культуре моноцитов крови и бронхоэпите-
лиальных клеток человека A549.  

Материалы и методы исследования 
Кровь здоровых доноров стабилизировали 

гепарином и наслаивали на одноступенчатый 
градиент Histopaque («Sigma»). После центри-
фугирования при 400 g в течение 30 мин слой 
клеток, находящийся в интерфазе отбирали и 
дважды отмывали средой RPMI-1640, содер-
жащей 1 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС). Фракция моноцитов была получена пу-
тем адгезии суспензии клеток на пластике в те-
чение 1 часа при 37 °C. 

Адгезивные моноциты и клетки линии А549 
культивировали в концентрации 2 × 106 клеток/мл 
в среде RPMI-1640, содержащей 5 % ЭТС в ат-
мосфере 5 %-ного СО2 при температуре 37 °С в 
присутствии факторов в течение 20 ч. Жизне-
способность клеток на всех этапах эксперимен-
та составляла более 95 % по отношению к соот-
ветствующим контрольным образцам (по дан-
ным колориметрического теста с использовани-
ем витального красителя AlamarBlue). ИЛ-1β 
(ООО «Цитокин) в концентрации 5 нг/мл ис-
пользовали в качестве положительного контро-
ля. ЛПС Escherichia coli («Sigma») добавляли в 
концентрации 200 пг/мл. Полимиксин Б («Sigma») 
использовали в концентрации 50 Ед/мл. рCXCR2 и 
N-гликозидазу F («NEB») смешивали в фосфат-
но-солевом буфере (ФСБ) из расчета 10 Ед 
фермента на 1 мкг рCXCR2 и преинкубировали 
в течение 2-х ч. при 37 °C перед добавлением к 
моноцитам, или преинкубировали по отдельно-
сти в ФСБ и смешивали в момент добавления к 
моноцитам. рCXCR2 и протеиназу К («Merk») 
смешивали в ФСБ из расчета 0,5 мкг фермента 
на 1 мкг рCXCR2 и преинкубировали в течение 
2 часов при 37 °C перед добавлением к моноци-
там, или преинкубировали по отдельности в 
ФСБ и смешивали в момент добавления к мо-
ноцитам. Содержание ИЛ-8 в культуральных 
супернатантах определяли ранее разработан-
ным в нашей лаборатории твердофазным имму-
ноферментным методом [11]. 

Выделение рCXCR2 из мочи здоровых до-
норов (м-рCXCR2) проводили методом имму-
ноаффинной сорбции с последующей очисткой 
методом гель-проникающей хроматографии на 
колонке Zorbax GF-250 хроматографа высокого 
давления («Agilent») [1, 3, 4]. Чистота препарата 
рCXCR2 после иммунсорбции с последующей 
очисткой по показаниям оптической плотности 
составляла более 96 %. Содержание эндотоксина 
в очищенном препарате рCXCR2, определенное с 
помощью хромогенной тест-системы «Hycult 
Biotech», не превышало 5 пг на 1 мкг рCXCR2. 
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Результаты исследования и их обсуждение 
Чтобы определить, стимулирует ли рCXCR2 

синтез ИЛ-8 в культуре моноцитов крови и 
бронхоэпителиальных клеток человека A549, мы 
инкубировали клетки в присутствие рCXCR2. 
Анализ культуральных супернатантов показал, 
что рCXCR2 в концентрации 0,2 мкг/мл и 1 мкг/мл 
повышал продукцию ИЛ-8 в 2,1 и 6 раз, соот-

ветственно, в культуре моноцитов (рисунок 1А). 
В культуре бронхоэпителиальных клеток чело-
века A549 рCXCR2 не вызывал синтез ИЛ-8 
(рисунок 1б), что может свидетельствовать о 
специфическом действии рCXCR2 на моноциты 
и обеспечиваться специфическими рецепторами 
на клетках, связывание которых ведут к актива-
ции синтеза ИЛ-8 в моноцитах. 

 
а б 

 
Рисунок 1 — Стимуляция синтеза ИЛ-8 в культуре моноцитов крови (а) 

и клеток линии А549 (б) под действием рCXCR2: 
а — результаты пяти независимых экспериментов с моноцитами 5 различных доноров (среднее ± SEM); 

* P > 0,05, ** — P > 0,01, достоверность межгрупповых различий оценивали 
с использование критерия t-Стьюдента. 

б — результаты репрезентативного эксперимента (среднее значение ± SD) 
 
 

При очистке белков из биологических жид-
костей человека необходимо контролировать их 
загрязнение ЛПС грамм-отрицательных бакте-
рий, который способен стимулировать лейкоци-
ты крови. Для того, чтобы проверить, могут ли 
следовые количества ЛПС вызывать сходную 
индукцию ИЛ-8 в моноцитах, мы инкубировали 
моноциты с рCXCR2 (1 мкг/мл) в присутствии 
антибиотика полимиксина Б, который нейтра-
лизует действие ЛПС. Из рисунка 2 видно, что 
активность рCXCR2 наблюдается и в присутст-
вии полимиксина Б, который в том же экспери-
менте нейтрализовал ЛПС в концентрации, 20-
кратной по отношению к его примеси в исполь-
зованном препарате рCXCR2. 

рCXCR2 представляет собой кислый гли-
копротеин, причем углеводная часть составляет 
более 2/3 молекулярной массы молекулы [4]. 
Чтобы установить какой компонент молекулы 

рCXCR2 обеспечивает активность рCXCR2 в 
культуре моноцитов, мы использовали протео-
литический фермент протеиназу К и дегликози-
лирующий фермент N-гликозидазу F.  

При обработке препарата рCXCR2 протеи-
назой К и последующей нейтрализации фер-
мента добавлением сыворотки индукция синте-
за ИЛ-8 в культуре моноцитов полностью по-
давлялась. При контрольном добавлении сыво-
ротки до инкубации препарата рCXCR2 с про-
теиназой К активность рCXCR2 (1 мкг/мл) не 
подавлялась (рисунок 3а). При исследовании 
действия N-гликозидазы F на активность 
рCXCR2 (рисунок 3б) было показано снижение 
активности рCXCR2, что свидетельствует о 
важности как белкового, так и углеводного 
компонента для проявления биологической ак-
тивности рCXCR2 в культуре моноцитов крови 
человека.   

 
Рисунок 2 — Влияние липополисахарида на стимуляцию синтеза ИЛ-8 в культуре моноцитов крови человека. 

Представлены результаты репрезентативного эксперимента (среднее значение ± SD) 
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а б 

 
Рисунок 3 — Стимуляция синтеза ИЛ-8 в культуре моноцитов крови человека 

под действием рCXCR2 в присутствии либо отсутствии протеиназы К (а) и гликозидазы F (б). 
Представлены результаты репрезентативного эксперимента (среднее значение ± SD) 

 
 

Таким образом, нами впервые показана спо-
собность рCXCR2 стимулировать синтез ИЛ-8 в 
культуре моноцитов крови и установлено, что как 
белковая, так и углеводная части рCXCR2 необ-
ходимы для проявления этой активности. Это 
может указывать на наличие биологической ак-
тивности у рCXCR2 in vivo в очаге воспаления 
и на его роль в реакциях естественного имму-
нитета, направленную на привлечение нейтро-
филов в очаг инфекции и поддержания их акти-
вированного состояния.  
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ОПЫТ И ПЕРСПЕКТИВЫ КЛИНИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ 

МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 

С. И. Кривенко, А. Л. Усс, Н. И. Дедюля 

9-я городская клиническая больница, г. Минск 

Перспективным и уже применяемым в клинической практике в Республике Беларусь направлением кле-
точной терапии является тандемная трансплантация гемопоэтических и мезенхиальных стволовых клеток 
(ГСК и МСК) при онкогематологических заболеваниях и рассеянном склерозе. МСК также эффективно ис-
пользуются в качестве сопутствующей иммуносупрессивной терапии при  возникновении острой и хрониче-
ской РТПХ. Протоколы применения МСК для терапии онкогематологических больных и больных рассеянным 
склерозом утверждены Министерством здравоохранения Республики Беларусь. Эффективность клеточной те-
рапии с использованием МСК изучается в клинических исследованиях при лечении различных заболеваний: 
генетически обусловленных дегенеративных заболеваний скелета, ишемической болезни, цирроза печени, 
нейродегенеративных заболеваний (паркинсонизм, болезнь Альцгеймера). Экспериментальные работы и кли-
нические испытания показали положительный эффект трансплантации МСК при инфаркте миокарда и замес-
тительной терапии при печеночной недостаточности. 

Ключевые слова: стволовые клетки, трансплантация мезенхимальных стволовых клеток, реакция «транс-
плантат против хозяина», рассеянный склероз, кардиомиопластика, заболевания печени. 


