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РОЛЬ МОЛЕКУЛ КЛЕТОЧНЫХ АДГЕЗИВНЫХ И ЦИТОКИНОВ
В РЕГУЛЯЦИИ МЕЖКЛЕТОЧНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ

ПРИ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ*

* — работа выполнена при финансовой поддержке Фонда Фундаментальных Исследований НАН Беларуси
(грант № МП-71) и доложена на V Российском национальном конгрессе «Человек и лекарство».

А.И.ТЕПЛЯКОВ, Н.Г.КРУЧИНСКИЙ, Е.В.ПРИЩЕПОВА,
Т.И.ЧЕГЕРОВА, Д.В.ТЕПЛЯКОВА

Лаборатория гематологии и межклеточных взаимодействий
Белорусского НИИ экологической и профессиональной патологии,
Могилев, Республика Беларусь

Исследованы механизмы нарушения регуляции межклеточных взаимодействий в атерогенезе у
29 пациентов с атеросклеротическим поражением магистральных артерий (подтвержденным эхо­
кардиографическое и ультразвуковым допплерографическим исследованием магистральных артерий),
среди них 10 пациентов с осложненным течением атеросклероза (у 4 — прогрессирующая стенокар­
дия, у  6 — острое нарушение мозгового кровообращения). Представлены результаты исследования
исходного уровня цитокинов (IL -Іа, IL-lb, IL-6, IL-8, IL-10, эндотелии-1), циркулирующих (раство­
римых) форм молекул, определяющих клеточную адгезию (Р-, Е-селектин, ICAM-1, VCAM-1), и изме­
нения их концентрации в ответ на процессы свертывания крови и реологическое воздействие. Уста­
новлено, что атеросклеротическое поражение сосудистой стенки характеризуется концентрацией
всех молекул межклеточной адгезии и провоспалителъных цитокинов (IL-lb, IL-6). Обнаружен вы­
раженный рост концентрации всех исследуемых цитокинов и разнонаправленное изменение концент­
рации молекул клеточной адгезии в ответ на оба воздействия. Предполагаемая патофизиологическая
роль свободных молекул, ответственных за клеточную адгезию, заключается в снижении степени
секреции цитокинов в обоих тестах. Предлагаемый междисциплинарный подход является адекват­
ным для углубления представлений о молекулярных и клеточных механизмах атерогенеза и требует
дальнейшего развития.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: атеросклеооз, молекулы клеточной адгезии, цитокины.

ВВЕДЕНИЕ

Патогенез многих общепатологических про­
цессов (атерогенез и тромбоз в частности) может рас­
сматриваться с принципиально новых позиций — как
результат нарушения «привычных» межклеточных
взаимодействий 11], которые обеспечиваются че­
тырьмя классами веществ: молекулами клеточной
адгезии, внеклеточным матриксом, цитокинами и
протоонкогенами [1, 2]. Взаимодействия «клетка-
клетка» и «клетка-субстрат» обеспечиваются различ­
ными семействами молекул клеточной адгезии (се-
лектины, интегрины, суперсемейство иммуноглобу­
линов). Адгезия клеток к матриксу и межклеточная
адгезия индуцируют синтез различных цитокинов и
факторов роста [1—3].

Согласно гипотезе Р.Росса, в инициации ате­
рогенеза важнейшая роль отводится тромбоцитар­
ному фактору роста, высвобождающемуся при адге­
зии тромбоцитов к матриксу поврежденной сосудис­

той стенки, особенно коллагену [4, 5|. Обнаружена
структурная идентичность В-пепи этого цитокина и
протоонкогена c-sis, который индуцирует сигнальный
путь с вовлечением других протоонкогенов и сигналь­
ных молекул [1,2], что хорошо согласуется с работа­
ми, показавшими, что пролиферирующие субинти-
мальные гладкомышечные элементы, формирующие
атерому, имеют моноклоновое происхождение [4].

Анализ механизмов нарушения регуляции
межклеточных взаимодействий при атеросклерозе
явился целью настоящего исследования.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом настоящего исследования явились
29 пациентов. Диагноз уточнялся с помощью обще­
принятых клинических, инструментальных (элект­
рокардиография, эхокардиография с допплеровским
исследованием, ультразвуковая допплерография
магистральных артерий) и лабораторных тестов (ли-

11
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пидных и углеводный обмен, маркеры повреждения
миокарда, острофазовые реактанты, маркеры гепа­
титов при необходимости для исключения сопут­
ствующих воспалительных процессов). Клинически
пациенты распределялись следующим образом: у 16
пациентов диагностирована ИБС (у 4 — прогресси­
рующая стенокардия, у остальных - стабильная сте­
нокардия напряжения ІІ-ІП функциональных клас­
сов), у 13 — дисциркуляторная энцефалопатия, ос­
ложненная в 6 случаях ишемическим инсультом. У
всех пациентов с ИБС обнаружены гемодинамичес­
ки незначимые атеросклеротические изменения ма­
гистральных артерий головы, что отражает системный
характер поражения сосудов при атеросклерозе.

Для изучения регуляции межклеточных взаи­
модействий нами разработана методика исследова­
ния влияния процессов свертывания крови (модель
тромбообразования) и изменений вискозиметричес-
ких параметров (модель постстенотической сепара­
ции кровотока) на секрецию цитокинов и свобод­
ных форм клеточной адгезии, что позволило оценить
характер изменений их концентрации в ответ на про­
цессы свертывания крови и фибринолиза (инкуба­
ция сгустка в течение 6 часов при 37°С). Параллель­
но образцы крови подвергались исследованию рео­
логических свойств стандартизированным вискози-
метрическим методом (реологическое воздействие)
на ротационном вискозиметре АКР-2 («Комед»,
Москва) при скорости сдвига 100 1/с (экспозиция
60 с при 37°С) с ценкой изменения содержания
цитокинов и растворимых форм молекул клеточ­
ной адгезии также после 6 часов инкубации по
сравнению с исходными значениями.

Уровень циркулирующих (растворимых) форм
клеточной адгезии Р-(тромбоцитарного) и Е-(эндоте­

лиального) селектинов, а также членов суперсемейства
иммуноглобулинов — ICAM-1 иУСАМ-1 в исходных
образцах плазмы крови, сыворотке после инкубации
сгустка) и плазме (после реологического воздействия)
исследован с помощью иммуноферментного (анали­
затор «Biomek-1000») метода (набор фирмы R&D, Ан­
глия). Концентрация интерлейкинов (IL) la, 1Ь, 6, 8 и
10 определялась иммуноферментным методом ELISA
(наборы фирмы «Immunotech», Франция). Концент­
рация эндотелина-1 (ЕТ-1) оценивалась также мето­
дом ELISA (набор фирмы R&D, Англия). Полученные
результаты обрабатывались статистически с помощью
прикладного пакета программ «Statistica 4.2».

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты исследования исходного содержа­
ния цитокинов и изменения их концентрации в от­
вет на процессы свертывания крови и воздействие
вискозиметрического течения с высоким напряже­
нием сдвига представлены в таблице 1.

Исходное содержания цитокинов в плазме
пациентов характеризуется повышенным уровнем
основных провоспалительных интерлейкинов (IL):
IL-1 (преимущественно IL-lb) и IL-6 даже без фун­
кциональной нагрузки при отсутсвии острых и обо­
стрения хронических воспалительных процессов.

Процессы свертывания крови и сдвиговая ак­
тивация значительно повышают уровень секреции
всех определяемых цитокинов. Резкий достоверный
рост концентрации IL-la и IL-8 в обоих тестах не
показал статистических различий между ними. В то
же время, реологическое воздействие вызвало зна­
чительно более выраженное высвобождение IL-lb,
IL-6 и IL-10 при сдвиговой активации.

Таблица 1
ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ В ОТВЕТ НА ПРОЦЕССЫ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ

И РЕОЛОГИЧЕСКОЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ У ПАЦИЕНТОВ С АТЕРОСКЛЕРОЗОМ (Xcp+SD)

Исследуемый
цитокин

Исходная
концентрация в

плазме

Концентрация в плазме
после реологического

воздействия

Концентрация в
сыворотке после

свертывания крови

Нормальный диапозон
значений для

используемых наборов

IL-1a (нг/мл) 12,90±6,72 62,09±51,63* 51,68+48,54* 0-10

IL-1 b (нг/мл) 55,28+14,09 680,95±589,97* 133,98±132,68*,** 0-10

IL-6 (нг/мл) 65,16±55,66 1610,81 ±650,78* 847,55+676,21 *,** 0-10

IL-8 (нг/мл) 0,00 60,25+42.75* 51,98+44,46* 0-10

IL-10 (нг/мл) 0,81 + 1,40 158,14+112,62* 9,72±4,78’ ,** 0-10

ЕТ-1 (пг/мл) 15,88+15,83 35,46+11,49* 17,89±15,16 ** 0-30

Примечание: * — достоверные (р<0,05) различия по сравнению с исходными значениями;
** — достоверные различия между ответами на реологическое воздействие и на процессы коагуляции и фибринолиза (t -тест).
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Таблица 2
ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ РАСТВОРИМЫХ ФОРМ МОЛЕКУЛ КЛЕТОЧНОЙ АДГЕЗИИ В ОТВЕТ

НА ПРОЦЕССЫ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ И РЕОЛОГИЧЕКОЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ ПРИ АТЕРОКЛЕРОЗЕ (Xcp+SD)

-неточные адгезивные
молекулы

Исходные
значения

Значения после
процесса коагуляции

Значения после
реологического

воздействия

Нормальный диапозон
значений для

используемых наборов

= -селектин (нг/мл) 168,16±127,62 589,671301,50* 118,54172,97*,** 20-44

Е-селектин (нг/мл) 90,70167,93 80,87147,93* 91,85+63,39 29-63

САМ-1 (нг/мл) 515,651124,49 550,38±237,83* 700,221105,63*,** 115-306

VCAM-1 (нг/мл) 1039,74+528,87 1087,121300,13 1263,291239,91 395-714

“ с.'мечание: * — достоверные различия по сравнению с исходными значениями;
”  — достоверные различия между изменениями концентраций в пробах (t-тест)

Результаты исследования изменения концен­
трации растворимых форм молекул клеточной адге­
зии представлены в таблице 2.

Исходный уровень всех растворимых форм
молекул клеточной адгезии оказался неожиданно
высоким. Уровень Е-селектина после свертывания
крови достоверно снижается, тогда как после «сдви­
говой активации» повышается в 13 и снижается в 16
образцах. Концентрация свободного Р-селектина в
процессе коагуляции возрастает однонаправленно и
резко, и, в то же время достоверно снижается после
реологического воздействия.

Проведенный корреляционный анализ еще
раз продемонстрировал плейотропность цитокинов
и регуляторный характер изменения их концентра­
ции в разработанной нами модели. Так, исходный
вровень IL-lb оказался тесно связанным с ЕТ-1 в
процессах свертывания крови и в реологическом те­
сте: г= 0 ,61 и 0,69, соответственно, р<0,02 при
п=29. Уровень IL-lb также тесно и положитель­
но коррелировал с остальными провоспалитель-
ными цитокинами и оказался тесно связанным с
уровнем секреции IL-8 в обоих тестах. В процес­
сах свертывания крови IL-lb и IL-6 статистичес­
ки значимо и тесно коррелировал с уровнем IL-8
1Г=0.83 и 0,63, соответственно р<0,001 и р<0,02).

Однако, наибольший интерес представляет
анализ зависимостей между секрецией цитокинов и
молекул клеточной адгезии. Так, исходный уровень
свободного ICAM-1 достоверно отрицательно кор­
релировал с уровнями IL-lb, IL-8 и IL-10 в реологи­
ческом тесте (г=-0,76, -0,74 и -0,71, р<0,02 соот­
ветственно при п=29), а исходный уровень
VCA.M-1 оказался отрицательно связанным с сек­
рецией IL-8. Обнаружена достоверная отрица­
тельная корреляционная связь между исходным
уровнем IL-10 и 1САМ-1 в процессе свертывания

крови (г=-0,65, п=29, р<0,05), сильная обратная
связь между содержанием исходного Е-селектина и
ЕТ-1 в реологической и коагуляционной пробах (г=-
0,9, -0,89, р<0,002. Уровень VCAM-1 статистически
значимо отрицательно коррелировал со степенью и
скоростью адгезии тромбоцитов (первая фаза рис-
тоцетин-агрегапии, г=-0,85 и г=-0,59, п=29, р<0,05),
оказался тесно связанным со временем адреналин-
агрегации (r=0,71, п=12, р<0,05). Е-селектин оказал­
ся отрицательно связанным с активированным час­
тичным тромбопластиновым временем (р<0,05), а
уровень Р-селектина коррелировал с агрегационной
активностью тромбоцитов (р<0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ

Повышение концентрации IL-1 и IL-6 (даже без
функциональной нагрузки) является, на наш взгляд,
доказательством воспалительной природы атероскле­
ротического поражения сосудистой стенки [3, 6].

При отсутствии известных различий в биоло­
гических функциях IL -1а и IL-lb [2, 6], тем не менее
можно предположить, что реологическое воздей­
ствие явилось источником повышения секреции
преимущественно IL-b. Следовательно, постоянное
изменение состояния кровотока, характерное для
атеросклеротического процесса, является также до­
полнительным активирующим фактором, повыша­
ющим функциональную готовность иммунокомпе­
тентных клеток крови к секреции медиаторов в
смоделированных экстремальных гемореологичес­
ких условиях, соответствующим окклюзионно­
тромботическим осложнениям атеросклероза.

Высокий исходный уровень растворимых
форм молекул клеточной адгезии при атероскле­
розе свидетельствует о значительных изменениях
клеточной координационной коммуникации и
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предполагает перспективность их использования для
диагностики и опенки эффективности проводимо­
го лечения.

Считается, что Е-селектин экспрессируется
только эндотелиоцитами при активации эндотелия
[1]. Однако, источник повышения уровня свобод­
ного Е-селектина в 13 образцах и снижения его в 16
из 29 образцов остается неясным и не описан в дос­
тупной нам литературе. Можно предположить не­
сколько возможных механизмов его возникнове­
ния: во-первых, изменение равновесия между
шеддингом и реинтернализацией при изменении
авидности рецепторов, связанной с высоким уров­
нем цитокинов; во-вторых, наличие другого, отли­
чительного от эндотелия, источника Е-селектина в
периферической крови; и в третьих, наличие в об­
разце циркулирующих эндотелиоцитов, оторвав­
шихся от матрикса.

Следует обратить внимание и на аналогич­
ную картину при исследовании изменения ЕТ-1.
Рост его концентрации в реологической пробе кор­
релировал с индексом деформируемости эритро­
цитов (г=0,55, n=25, р=0,02). С учетом периода
жизни около 50 мин и временем инкубации 6 ча­
сов, можно придти к предположению о том, что
именно эритроциты являются источником пред­
шественника ЕТ-1, который в последующем под
влиянием протеолиза из предшественника пре­
вращается в ЕТ-1.

Исходный уровень Р-селектина характеризует
активность не только тромбоцитов, но и эндотелия,
так как в отличие от тромбоцитов под влиянием тром­
бина, гистамина и окисленных липопротеинов низ­
кой плотности обратимо транслоцируются на повер­
хность [7]. Обнаруженные явления имеет важное
практическое значение: ни один из известных анти-
агрегантов не предотвращает активацию тромбоци­
тов под влиянием высоких напряжений сдвига [8].

Представляет интерес и высокий исходный
уровень ICAM-1 и VCAM-1. В отличие от ICAM-2,
постоянно экспрессируемого на покоящемся эндо­
телии, ICAM-1 на нем практически не представлен,
a VCAM-1 просто отсутствует [1, 7]. Напротив, ак­
тивация эндотелия приводит к быстрой экспрессии
этих молекул клеточной адгезии суперсемейства
иммуноглобулинов [9]. Среди исследованных клас­
сов молекул клеточной адгезии следует остановить­
ся на значимости уровня VCAM-1 как маркера ран­
него атеросклероза (клеточная его экспрессия на
эндотелии является пусковым моментом для адге­
зии и трансмиграции моноцитов с их последующим
превращением в макрофаги и пенистые клетки).

Биологическое и патофизиологическое значе­
ние свободных форм изучено недостаточно, од­

нако результаты проведенного исследования позво­
ляют выделить 2 важных аспекта этой проблемы: во-
первых, клеточные адгезивные молекулы, экспрес­
сируемые на клеточной поверхности, вызывают
свойственные им активационные эффекты по так
называемому юкстакринному (явление адгезии и ак­
тивации клеток-мишеней мембрано-связанными
молекулами других клеток); во-вторых, концентра­
ция растворимых форм молекул клеточной адгезии
оказалась тесно связанной с концентрацией цито­
кинов и их секрецией в обоих тестах, что может ука­
зывать на плейотропный механизм действия раство­
римых молекул клеточной адгезии.

Эти молекулы, согласно результатам настоя­
щего исследования, изменяют характер реакции, что
предполагает следующую гипотезу: они остаются
функционально активными и, вероятно, способны
связываться с рецепторами эффекторных клеток и
клеток мишеней. Так, ICAM-1 в свободной форме,
возможно, сохраняет способность связываться с ин-
тегрином LFA-1 (CD1 la/CD18), a VCAM-1 с VLA-4
гранулоцитов и моноцитов, что требует проведения
дальнейших исследований. Следовательно, появле­
ние свободных молекул клеточной адгезии может
быть результатом не только шеддинга, но и секре­
ции, что может являться еще одним механизмом
контроля межклеточных взаимодействий.

ВЫВОДЫ

1. Атеросклеротическое поражение сосудис­
той стенки характеризуется высоким уровнем ра­
створимых молекул, определяющих клеточную ад­
гезию: селектинов (Р-, Е-), суперсемейством имму­
ноглобулинов (ICAM-1 и VCAM-1) и провоспали-
тельных цитокинов (IL-b и IL-6).

2. Патофизиологическая роль растворимых, в
отличие к экспрессируемых на клеточной поверхно­
сти, молекул клеточной адгезии на примере Е-селек-
тина и эндотелина-1 (ЕТ-1) может быть связана с
сохранением их функциональной активности и вли­
янии на секрецию цитокинов (посредством связы­
вания и блокирования юкстакринного активацион­
ного механизма). Циркулирующие молекулы кле­
точной адгезии обладают основными свойствами
цитокинов — плейотропностью, растворимостью,
индуцибельностью и избыточным синтезом.

3. Тромбообразование и высокие реологи­
ческие напряжения являются адекватными сти­
мулами для включения иммунокомпетентными
клетками провоспалительной цитокиновой про­
граммы при атеросклерозе.

4. Представления о селектиновом механиз­
ме активации при воздействии высоких реологи-
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ческих напряжений представляет большой прак­
тический интерес: ни один из анитагрегантов не
блокирует селектин-зависимую  адгезию. Это L
предполагает перспективность поиска антиселек-
типовых препаратов в качестве принципиально
новых антитромботиков.

5. Предлагаемый новый междисциплинарный 3.
подход подтвердил гипотезу о нарушении регуляции
межклеточных взаимодействий и в настоящее вре­
мя является адекватным для углубления представ- д
лений о молекулярных и клеточных механизмах ате-
рогенеза и требует дальнейшего развития в несколь- 5.
ких направлениях:

— исследование диагностической значимости
.. 6.циркулирующих молекул клеточной адгезии и воз­

можности их использования для фармакологичес- 7
кого мониторинга;

— исследование возможности использования
растворимых рецепторов к цитокинам и препаратов,
созданных на основе антител к молекулам адгезии
(ингибиторы интегринов тромбоцитов), для подав- 9
ления запуска механизма тромбообразования при
осложнениях атеросклероза и препаратов для про­
филактики синдрома «ишемии-реперфузии».
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SUM M ARY
THE ROLE OF CELL ADHESION MOLECULES AND CYTOKINES IN REGULATION

OF INTERCELLULAR INTERACTION IN ATHEROSCLEROTIC DISEASE

A.I.Teplyakov, N.G.Kruchinsky, E.V.Prishepova,
T.I.Chegerova, D.V.Teplyakova

Laboratory of Hematology and Intercellular Interaction
Belorussian Scientific Research Institute of Ecological and Professional Pathology.
Mogilev, Republic of Belarus

Mechanisms of intercellular communication distur­
bances during atherogenesis were investigated in 29patients
with atherosclerotic lesions of major arteries (verified by
echocardiography and Doppler ultrasound) including 10
complicated cases (4patients with progressive angina pec­
toris and 6 — with acute cerebrovascular disorders). Cy­
tokine (IL-la, IL-lb, IL-6, IL-8, IL-10, endothelin-1) and
soluble intercellular adhesion molecules (P-, E-selectin,
ICAM-1, VCAM-1) baseline levels and concentration
changes during blood coagulation and standard high-shear
stress were determined. Atherosclerotic lesions o f vascular
wall were shown to correlate with increased levels of all inter­

cellular adhesion molecules and inflammatory cytokines
(IL-lb, IL-6). Distinct elevation of all cytokines and bi­
directional concentration changes of intercellular adhesion
molecules in both tests was demonstrated. Soluble intercel­
lular adhesion molecules were proposed to play a pathophys­
iological role in downregulation of cytokines secretion. Thus,
proposed interdisciplinary approach appeared to be an ad­
equate instrument for investigation of molecular and cell
mechanisms ofatherogenesis and worth further development.

KEY WORDS: atherosclerotic, cell adhesion
molecules, cytokines.
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