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ПРОДУКЦИЯ ПРО- И ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЦИТОКИНОВ СИНОВИАЛЬНЫМИ ФИБРОБЛАСТАМИ 
БОЛЬНЫХ РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ IN VITRO ПРИ 
ИСПОЛЬЗОВАНИИ МОДУЛЯТОРОВ МЕТИЛИРОВАНИЯ 
ДНК: ПОИСКОВОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
Шнайдер М.А., Ширинский В.С., Калиновская Н.Ю., 
Ширинский И.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии» СО РАН, 

г. Новосибирск, Россия

Резюме. С целью изучения влияния модуляторов метилирования ДНК на продукцию про- и 
противоспалительных цитокинов фибробластоподобными синовиальными клетками (ФСК) ис-
пользовались клетки, полученные из синовиальной ткани 8 больных активным РА после 3-7 пасса-
жей культивирования in vitro. Показано, что фенофибрат не изменял показатели 5-метилцитозина 
в ФСК, генистеин и адеметионин их увеличивали на 35%, а гидралазин в два раза уменьшал. Выявле-
на спонтанная продукция IL-6, IL-17, IL-18 и IL-10 в культурах ФСК, добавление IL-1β значительно 
усиливало синтез цитокинов. Донаторы метилирования ДНК снижали содержание IL-6 в культурах 
ФСК. Адеметионин в максимальной концентрации, в отличие от гидралазина и генистеина, снижал 
продукцию IL-18. Уровень IL-17 уменьшался при действии модуляторов в малых дозах, а продукция 
IL-10 практически не менялась. Заключается, что действие модуляторов метилирования на синтез 
провоспалительных и противовоспалительных цитокинов ФСК связано не только с их влиянием 
на метилирование ДНК, но и опосредовано другими эпигенетическими механизмами. Культуры 
ФСК могут быть использованы как инструмент для доклинической оценки новых модуляторов ме-
тилирования ДНК.

Ключевые слова: фибробластоподобные синовиальные клетки, ревматоидный артрит, метилирование ДНК, цитокины, 
генистеин, гидралазин, адеметионин
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IN VITRO PRODUCTION OF PRO- AND ANTI-INFLAMMATORY 
CYTOKINES BY SYNOVIAL FIBROBLASTS OF THE PATIENTS 
WITH RHEUMATOID ARTHRITIS WHEN USING DNA 
METHYLATION MODULATORS: A PILOT STUDY
Shnayder M.A., Shirinsky V.S., Kalinovskaya N.Yu., Shirinsky I.V.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The effects of DNA methylation modulators upon pro- and anti-inflammatory cytokine 
production by fibroblast-like synoviocytes (FLS) were evaluated using FLS obtained from synovial tissues of 
eight patients suffering with active RA and cultivated for 3-7 passages in vitro. It was shown that fenofibrate did 
not change levels of 5-methylcytosine (5-MeC) in FLS, whereas genistein and ademetionine increased 5-MeC 
concentrations by 35%, and hydralazine resulted in two-fold decrease of 5-MeC levels. 

There was a spontaneous production of IL-6, IL-17, IL-18, and IL-10 by FLS cultures. Addition of 
IL-1β to the cell cultures resulted into significantly up-regulated synthesis of these cytokines. Donators 
DNA methylation caused a decrease of IL-6 production in FLS. In contrast to hydralazine and genistein, 
ademetionine decreased IL-6 production by FLS. Synthesis of IL-17 was down-regulated with addition 
of DNA-methylation modulators at low doses, whereas no effect upon IL-10 production was revealed. In 
conclusion, the effects of DNA-methylation modulators upon production of pro- and anti-inflammatory 
cytokines by FLS are caused not only by their impact upon DNA methylation, but may be linked to other 
epigenetic mechanisms. FSC cultures may be used as a model for preclinical assessment of new DNA 
methylation modulators. 

Keywords: fibroblast-like synovial cells, rheumatoid arthritis, DNA methylation, cytokines, genistein, hydralazine, ademethionine

Введение
Хроническое воспаление при ревматоидном 

артрите (РА) в первую очередь затрагивает си-
новиальную оболочку сустава, претерпевающую 
в процессе развития болезни смену клеточного 
ансамбля и внеклеточных элементов. Сложная 
патоморфологическая структура синовиальной 
оболочки (СО) – результат динамического из-
менения содержания и функции существую-
щих в норме клеток (синовиоциты типа А и В) 
и клеток, мигрирующих в подпокровный слой 
СО (субпопуляции Т- и В-лимфоцитов, ден-
дритные клетки, NK-клетки) [1]. Их появление 
и изменение активности скоординировано влия-
нием хемокинов, факторов роста, молекул адге-
зии, цитокинов. В содружестве с синовиоцитами 
клетки-мигранты реализуют воспаление в сино-
виальной, хрящевой и костной ткани самостоя-
тельно на стадии «раннего РА», а также с помо-
щью особой пролиферирующей ткани паннуса, 
который они формируют в стадии «позднего 

РА». Поэтому изучение морфологии клеток СО, 
их функциональных свойств, морфофункцио-
нальных характеристик внеклеточных элемен-
тов, помогает расшифровать ключевые звенья 
патогенеза РА, выявить потенциальные терапев-
тические мишени для новых методов лечения. 
С этой целью уже достаточно давно используют 
несколько основных подходов, в том числе из-
учение функциональных свойств фибробласто-
подобных синовиальных клеток (ФСК) от боль-
ных РА в долгосрочных монослойных культурах 
in vitro [13, 18].

Показано, что ФСК больных РА характеризу-
ются стабильным, возникающим in vivo и сохра-
няющимся после неоднократных пассажей in vitro 
фенотипом, обусловленным тотальным гипо-
метилированием ДНК, сопоставимым по выра-
женности с гипометилированием ДНК в опухо-
левых клетках [6]. Показано, что ряд промоторов 
специфических генов, играющих существенную 
роль в патогенезе РА, находится в состоянии 
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гипометилирования [11]. Продемонстрирована 
конституитивно повышенная экспрессия такого 
хемокина, как CXCL12, в ФСК за счет гипоме-
тилирования его промоторной области [7], вы-
сокие уровни CXCL12, в свою очередь, стимули-
руют выработку матриксных металлопротеиназ 
(ММП), которые отвечают за деструктивное дей-
ствие ФСК [5, 15]. Показано, что деметилирова-
ние даже одного CpG-мотива в промоторах генов 
IL-6 [4, 10] и IL-10 [3] положительно коррелирует 
с их уровнем экспрессии и способствует увеличе-
нию уровня цитокинов во время болезни.

В то же время в ФСК выявляются и гипер-
метилированные промоторы некоторых генов. 
Специфические CpG островки в промоторе гена 
рецептора смерти 3 (DR3) находились в состоя-
нии гиперметилирования, обеспечивая устойчи-
вость синовиальных клеток больных РА к апоп-
тозу [14].

Описан ряд веществ, изменяющих метили-
рование ДНК, – индукторы метилирования, 
ингибиторы и соединения со смешанным дей-
ствием. К числу веществ, усиливающих мети-
лирование ДНК, относится донатор метиловой 
группы адеметионин-S-аденозил-L-метионин 
(SAMе) [12]. Одним из демитилирующих 
ДНК препаратов, воздействующих на ДНК-
метилтрансферазы, является антигипертен-
зивный препарат гидралазин, оказывающий 
противоопухолевое действие в некоторых экс-
периментальных моделях [2]. К модуляторам 
метилирования ДНК растительного происхож-
дения относится изофлавоноид сои генистеин, 
в зависимости от экспериментальной модели 
повышающий или понижающий метилирова-
ние ДНК [9]. Есть основания предполагать, что 
процессы метилирования ДНК тесно связа-
ны с активностью некоторых гормональных 
ядерных рецепторов, в частности рецепторов, 
активи руемых пероксисомным пролифератором 
(PPAR). Это послужило основанием для изуче-
ния показателей метилирования ДНК и продук-
ции про- и противоспалительных медиаторов 
ФСК больных РА in vitro при использовании аго-
ниста PPARα фенофибрата и модуляторов мети-
лирования ДНК.

Материалы и методы
Для получения культур ФСК использова-

ли синовиальную оболочку, полученную в ходе 
операций эндопротезирования коленного, тазо-

бедренного суставов от 8 больных активным РА. 
Метод культивирования ФСК отработан доста-
точно давно, со временем претерпел ряд моди-
фикаций и на сегодняшний день является стан-
дартным [13, 18].

Последовательные этапы культивирования 
описаны нами ранее [1], здесь мы ограничимся 
лишь основными сведениями:

– ткань, полученную из синовиальной обо-
лочки коленного или тазобедренного сустава 
больных РА во время операции, помещали в кон-
тейнер при t +4 °С;

– ткань промывали холодным PBS и помеща-
ли в 150-мм чашку Петри для удаления нежела-
тельных тканей – жир и т.д.;

– перемещали ткань в чистую 150-мм чашку 
Петри и нарезали кусочками, образцы ткани пе-
реносили в колбу, содержащую раствор трипсина 
и PBS; инкубировали при 37 °С в течение 30 мин, 
после инкубации удаляли супернатант;

– к оставшейся в колбе ткани добавляли рас-
твор коллагеназы Р со средой DMEM, содержа-
щей FBS, и продолжали инкубацию в течение 
двух часов при 37 °С и 5% СО2;

– пипетировали смесь через клеточный 
фильтр в пробирку объемом 50 мл, клеточную 
взвесь центрифугировали при 250 g 10 мин; затем 
удаляли супернатант, взвесь клеток размешивали, 
промывали добавлением 15 мл DMEM и вновь 
центрифугировали; количество жизнеспособных 
клеток подсчитывали с помощью трипанового 
синего.

– взвесь ресуспендировали в среднем 
1 × 106 клеток в 15 мл DMEM, добавляли взвесь 
в Т-75 флакон, содержащий 5 мл DMEM, инку-
бировали при 37 °С и 5% СО2. 90% конфлюэнт-
ность появлялась через 10-14 дней.

Для исследования применялись ФСК, куль-
тивированные между 3-7 пассажами. Уровень 
метилирования ДНК в синовиоцитах оценивали 
при помощи мышиных моноклональных анти-
тел к 5-метилцитозину и вторичных козьих анти-
тел к тяжелым цепям IgG1, конъюгированных 
с FITC (Abcam). Содержание 5-метилцитозина 
оценивалось с помощью проточного цитоме-
тра и представлено как медиана интенсивности 
флуо ресценции в окрашенных ФСК минус кон-
троль. Для стимуляции синтеза цитокинов ФСК 
использовали IL-1β (R&D Systems), который вно-
сили в лунки в дозе 10 нг/мл на 48 часов. В опыт-
ные лунки добавляли генистеин (LC Laboratories) 
в дозах 5, 10, 20 мкг/мл, гидралазин (Sigma-
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показатели флуоресценции в среднем в 2 раза, 
тогда как добавление донаторов метильной груп-
пы SAMе и генистеина, напротив, статистически 
значимо увеличивало флуоресценцию на 35%. 
Эти данные свидетельствуют о том, что использу-
емые модель ФСК и модуляторы метилирования 
ДНК адекватны решению поставленных задач, 
поскольку применение известных модуляторов 
метилирования ДНК разнонаправленного дей-
ствия (SAMе, гидралазин, генистеин, но не фе-
нофибрат) прогнозируемо изменяют уровень 
метилирования. После этого этапа исследова-
ний в последующих экспериментах фенофибрат 
не использовался.

На рисунке 2 представлены данные о влиянии 
модуляторов метилирования ДНК на IL-1β сти-
мулированную продукцию ФСК IL-6 (рис. 2).

Следует обратить внимание на то, что добав-
ление в культуры ФСК IL-1β приводило к зна-

Рисунок 1. Действие фенофибрата и модуляторов 
метилирования ДНК на содержание 5-метилцитозина 
в культурах ФСК
Примечание. На оси ординат – интенсивность флуоресценции.
Figure 1. Effect of fenofibrate and modulators of DNA 
methylation on the content of 5-methylcytosine in cultures of 
FLC
Note. The fluorescence intensity is shown on the coordinate axis.

Рисунок 2. Влияние генистеина, гидралазина и SAMе 
в разных концентрациях на IL-1β-стимулированную 
продукцию ФСК IL-6
Примечание. На этом и последующих аналогичных рисунках 
† – p < 0,05 между спонтанной и IL-1β-стимулированной 
продукцией IL-6; * – p < 0,05 между стимулированной 
продукцией и добавлением модуляторов.
Figure 2. Effect of genistein, hydralazine and SAMe in different 
concentrations on IL-1β induced production of FLC IL-6
Note. In this and subsequent similar Figures †, p < 0,05 between 
spontaneous and IL-1β stimulated production of IL-6; *, p < 0.05 
between stimulated products and the addition of modulators.

Aldrich) 5, 10, 20 мкмоль/мл и SAMе (Abbot) 25, 
50, 100 мкг/мл.

Уровень IL-6, IL-18, IL-17, IL-10 в суперна-
тантах IL-1β стимулированных культур ФСК, по-
мещенных в 96-луночные планшеты, оценивали 
с помощью стандартных наборов «Вектор-Бест» 
(Россия), согласно инструкции фирмы-произво-
дителя.

Описательная статистика представлена сред-
ней и стандартной ошибкой средней. Для выяв-
ления различий между сравниваемыми подгруп-
пами использовали критерий Стъюдента.

Результаты
На рисунке 1 представлены данные о влиянии 

модуляторов метилирования ДНК и фенофибра-
та на уровень метилирования ДНК в культурах 
ФСК (рис. 1).

Установлено, что агонист PPARα фенофибрат 
не изменял уровень иммунофлуоресценции ФСК 
при окрашивании на 5-метилцитозин. Внесение 
в культуры ФСК деметилирующего соединения 
гидралазина статистически значимо уменьшало 
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чительному (в 3,5 раза) увеличению продукции 
клетками IL-6. Установлено, что внесение в куль-
туры ФСК демитилирующего ДНК соединения 
гидралазина в разных концентрациях не изме-
няло уровень продукции IL-6. Добавление SAMе 
и генистеина в определенных концентрация су-
щественно и статистически значимо снижало 
синтез цитокина.

Генистеин и гидралазин не изменял уровень 
другого провоспалительного цитокина IL-18 
в супернатантах культур ФСК. Отмечена тенден-
ция снижения продукции цитокина при добавле-
нии в культуры донатора метильных групп SAMе, 
достигающая статистически значимых значений 
при использовании SAMе в максимальной кон-
центрации (рис. 3).

Продукция IL-17 снижалась при внесении 
в культуры ФСК используемых модуляторов пре-
имущественно в малых дозах (рис. 4).

На рисунке 5 представлены данные о влиянии 
модуляторов метилирования ДНК на продукцию 
клетками культур ФСК противоспалительного 
цитокина IL-10 (рис. 5). 

Видно, что стимуляция клеток IL-1β приво-
дила к двукратному увеличению синтеза IL-10, 
внесение в культуры модуляторов метилирова-

Рисунок 3. Влияние генистеина, гидралазина и SAMе 
в разных концентрациях на IL-1β-стимулированную 
продукцию ФСК IL-18
Figure 3. Effect of genistein, hydralazine and SAMe in different 
concentrations on IL-1β induced production of FLC IL-18

Рисунок 4. Влияние генистеина, гидралазина и SAMе 
в разных концентрациях на IL-1β-стимулированную 
продукцию ФСК IL-17
Figure 4. Effect of genistein, hydralazine and SAMe in different 
concentrations on IL-1β induced production of FLC IL-17

Рисунок 5. Влияние генистеина, гидралазина и SAMе 
в разных концентрациях на IL-1β-стимулированную 
продукцию ФСК IL-10
Figure 5. Effect of genistein, hydralazine and SAMe in different 
concentrations on IL-1β induced production of FLC IL-10
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ния ДНК в разных концентрациях практически 
не меняло уровень продукции, за исключением 
статистически значимого снижения синтеза ци-
токина в ответ на средние дозы генистеина. 

Следует подчеркнуть, что спонтанная продук-
ция IL-6 культур ФСК больных РА в тысячу раз 
превышала продукцию IL-18 и IL-17, ее концен-
трация исчислялась в нанограммах.

Обсуждение
Использование ФСК от больных активным 

РА вне организма является логическим продол-
жением метода биопсии, при котором изъятый 
фрагмент ткани подвергается исследованию 
для изучения патогенеза болезни и поиска но-
вых терапевтических мишеней. Благодаря дли-
тельному культивированию возможности изу-
чения расширяются практически беспредельно, 
так как становится реальной оценка не только 
морфологических и биохимических изменений, 
но и изменений в поведении клеток, их реак-
ций на различные агенты, в том числе на воз-
действия лекарств. ФСК сохраняют важнейшие 
черты, свойственные этим клеткам в организ-
ме; более того, они сохраняют онтогенетиче-
ские индивидуально-генотипические свойства 
организма-донора. Изменения, которые пре-
терпевают ФСК культуре ex vivo, легко контро-
лируются путем создания соответствующих ус-
ловий. Результаты исследований подтверждают 
сказанное и свидетельствуют о том, что ФСК 
больных РА обладают тремя важными особен-
ностями:

– они, вероятно, тотально гипометилирова-
ны, поскольку контрольные образцы клеток сла-
бо окрашены на 5-метилцитозин, а известный 
донатор метильных групп SAMе, а также генисте-
ин значимо увеличивают содержание 5-метилци-
тозина, в противоположность деметилирующему 
агенту гидралазину, который двукратно уменьша-
ет содержание 5-метилцитозина в ФСК;

– во-вторых, ФСК способны спонтанно про-
дуцировать провоспалительные цитокины, пре-
имущественно IL-6, содержание которого в су-
пернатантах клеток оценивается в нанограммах, 
а также IL-18, IL-17 и противовоспалительный 
цитокин IL-10;

– продукция этих цитокинов существенно 
увеличивается при стимуляции культур IL-1β – 
одним из активаторов фибробластов синовиаль-
ной ткани in vivo.

В использованной модели уровень всех из-
ученных провоспалительных цитокинов сни-
жался только при добавлении в культуры клас-
сического донатора метильных групп SAMе 
в определенных дозах. Демитилятор гидралазин 
практически не менял синтез цитокинов, а гени-
стеин в некоторых дозах снижал продукцию IL-6 
и IL-17. Наши данные согласуются с результата-
ми зарубежных исследований, свидетельствую-
щими о противовоспалительных, антиангиоген-
ных, антипролиферативных, антиоксидантных, 
иммуномодулирующих, обезболивающих свой-
ствах генистеина в исследованиях in vitro и in 
vivo, обусловленных его влиянием на процесс 
метилирования ДНК и позволяющими отне-
сти препарат к числу перспективных агентов 
в лечении РА [8, 16]. Что касается действия мо-
дуляторов метилирования ДНК на продукцию 
клетками ФСК противоспалительного цитокина 
IL-10, то оно не корректируется модуляторами, 
за исключением генистеина, внесение которого 
в средней дозировке снижало продукцию цито-
кина. Возможно, этим можно объяснить неудав-
шиеся попытки достичь клинического эффекта 
у больных РА путем изменения баланса активно-
сти провоспалительных и противовоспалитель-
ных цитокинов?

Следует подчеркнуть, что уровень синтеза про-
воспалительных и противовоспалительных ци-
токинов в культурах ФСК от больных РА опре-
деляется не только влиянием различных агентов 
на метилирование ДНК, но и другими механиз-
мами. К их числу следует отнести процессы аце-
тилирования гистонов, активность малых РНК, 
которые, действуя совместно с механизмами мети-
лирования, также контролируют включение и вы-
ключение генов цитокинов и других белков [1].

Пока не ясно, как координируются процессы 
метилирования ДНК, ацетилирования гистонов, 
активности малых РНК, обеспечивая стабиль-
ность фенотипа ФСК, их провоспалительный 
потенциал, противовоспалительную активность. 
В то же время консерватизм только метилиро-
вания ДНК ФСК в промоторных участках генов 
провоспалительных медиаторов, проапоптотиче-
ских факторов, факторов роста и пр. обеспечива-
ет как фенотипическую, так и функциональную 
стабильность клеток при 3-7 пассажах [17]. Надо 
помнить, что большинство приобретенных эпи-
генетических нарушений – обратимые процес-
сы, регулируемые специфическими ферментами 
и кофакторами, которые позволяют клеткам из-
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менять экспрессию генов в ответ на различные 
раздражители, в том числе фармакологические 
агенты, о чем свидетельствуют результаты наших 
исследований.

В заключение следует еще раз подчеркнуть, 
что синовиальные фибробласты являются клю-
чевыми клетками, участвующими в патогенезе 

«поздней», развернутой стадии ревматоидного 
артрита. Исследования, посвященные изучению 
нарушений их эпигенетической регуляции, нахо-
дятся в начале своего пути, а ферменты и моле-
кулярные комплексы, участвующие в регуляции, 
могут быть потенциальными терапевтическими 
мишенями.
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