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Цитокиновый профиль Th1- 
и Th2-зависимых вариантов 
хронической ртпх 
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Вольский Н.Н., Перминова О.М., Колесникова О.П.
НИИ клинической иммунологии СО РАМН, г. Новосибирск 

Резюме. Индукция хронической РТПХ в полуаллогенной модели DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2)F1 
приводит к развитию Th1- и Th2-зависимых иммунопатологических состояний, характеризующих-
ся разными цитокиновыми профилями. Хроническая РТПХ сопровождается резким возрастанием 
уровня IgE, что свидетельствует о значительной продукции IL-4. У реципиентов с Th2-зависимым 
вариантом реакции также наблюдается повышенное содержание в сыворотке цитокинов IL-6, IL-7 
и TNFα которые наряду с другими эффектами могут поддерживать процессы поликлональной акти-
вации В-лимфоцитов, приводящие к возникновению аутоиммунной патологии.
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Cytokine profile of th1- and th2-dependent variants of ChroniC Gvhd 
abstract. Induction of chronic GVHD in the DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2) F1 semi-allogeneic murine model 

results into development of Th1- and Th2-dependent immunopathological conditions that are characterized 
by different cytokine profiles. Chronic GVHD is accompanied by a sharp increase in IgE levels, thus presuming 
considerable IL-4 production. In recipients with Th2-dependent GvHD variant, elevated contents of serum 
IL-6, IL-7 and TNFα were also observed, which, along with other effects, may support polyclonal activation of 
B cells, thus leading to development of autoimmune pathology. (Med. Immunol., 2012, vol. 14, N 1-2, pp 67-74)
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Введение
Реакция трансплантат против хозяина (РТПХ) 

представляет собой иммунную реакцию клеточ-
ного типа, развивающуюся при переносе зрелых 
Т-лимфоцитов неспособному к их отторжению 
хозяину в условиях тканевой несовместимости 
донора и реципиента [10]. Существует несколь-
ко ситуаций, при которых возможно ее развитие: 
введение лимфоидных клеток несовместимым 
новорожденным или взрослым иммунокомпро-
метированным реципиентам (недостаточность 
Т-системы различной этиологии, облучение, 
введение цитостатических препаратов), полу-

аллогенный перенос лимфоцитов родительских 
линий гибридам первого поколения. РТПХ яв-
ляется самым частым и тяжелым осложнением 
при аллогенной трансплантации костного моз-
га, активно используемой в настоящее время 
для терапии многих заболеваний, включая лей-
козы и аутоиммунные болезни. В зависимости 
от многих факторов и, в первую очередь, от сте-
пени тканевой несовместимости, РТПХ может 
протекать по двум сценариям и реализовываться 
в виде острой или хронической формы. На экс-
периментальных моделях РТПХ было показано, 
что реакция может быть направлена на антиге-
ны MHC класса I, MHC класса II, на те и дру-
гие вместе или на отдельные минорные антиге-
ны комплекса гистосовместимости [39]. Острая 
РТПХ обусловлена различиями по антигенам 
MHC классов I и II, приводит к выраженной ци-
тотоксической реакции трансплантированных 
клеток против тканей хозяина и часто заканчи-
вается гибелью реципиента. Хроническая РТПХ, 
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возникающая при различиях по антигенам MHC 
класса II или при терапевтических воздействи-
ях, направленных на ослабление тяжести острой 
РТПХ, характеризуется сравнительно низкой ле-
тальностью, более разнообразна по иммунным 
механизмам и, соответственно, по клиническим 
проявлениям. При хронической РТПХ могут 
наблюдаться нарушения гемо- и иммунопоэза, 
сопровождающиеся как иммунодефицитными 
состояниями, так и лимфопролиферативными 
процессами и аутоиммунными расстройствами, 
возникают поражения кожи, кишечника и дру-
гих внутренних органов [18, 34]. Первоначально 
острая РТПХ считалась Th1-зависимым, а хро-
ническая РТПХ – Th2-зависимым процессом 
[25, 30, 37, 42]. Однако сейчас стало очевидным, 
что обе Th-субпопуляции участвуют, хотя и в раз-
ной степени, в развитии острой и хронической 
форм РТПХ. В настоящее время существует мно-
го не решенных вопросов, касающихся механиз-
мов развития РТПХ, особенно ее хронической 
формы, и участия в них различных цитокинов 
и субпопуляций регуляторных клеток [29].

 Выраженность и характер развития РТПХ, 
как и других многокомпонентных и многосту-
пенчатых иммунных процессов, находится под 
регулирующим влиянием системы цитокинов. 
РТПХ вызывает «цитокиновый шторм», ха-
рактеризующийся резким изменением уровня 
и спектра продуцируемых цитокинов [21]. Осо-
бенно важным в развитии той или иной формы 
реакции является преимущественная активация 
Т-хелперных клеток донора 1 или 2 типа и, соот-
ветственно, баланс про- и противовоспалитель-
ных цитокинов на ранних стадиях реакции. Мо-
сковский проспект, 197

Хроническая РТПХ в полуаллогенной системе 
DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2)F1 может развиваться 
по двум направлениям с преимущественным до-
минированием Th1- или Th2-зависимых процес-
сов, приводя к разным иммунопатологическим 
исходам [1, 3, 6]. Целью настоящего исследования 
было оценить участие цитокинов в формирова-
нии Th1- и Th2-зависимых вариантов хрониче-
ской РТПХ.

Материалы и методы 
Животные. В работе использовали мышей – 

гибридов первого поколения (C57Bl/6xDBA/2)
F1 (B6D2F1) и мышей линии DBA/2, самок 
в возрасте 2 месяцев, полученных из лаборатории 
экспериментальных животных (моделей) Ин-
ститута клинической иммунологии СО РАМН 
(г. Новосибирск). Животных содержали в соот-
ветствии с правилами, принятыми Европейской 
конвенцией по защите животных, используемых 

для экспериментальных и иных научных целей 
(Страсбург, 1986). 

Индукция хронической РТПХ. Хроническую 
РТПХ индуцировали путем переноса гибридам 
B6D2F1 лимфоидных клеток родительской ли-
нии DBA/2. Клетки селезенки вводили внутри-
венно реципиентам в дозе 60-70 × 106 клеток дву-
кратно с интервалом в 5 дней [2, 28]. В качестве 
контрольной группы использовали интактных 
животных того же генотипа, пола, возраста, что 
и в опыте. 

Определение белка в моче. Наличие пораже-
ния почек, сопровождающегося нарушением 
фильтрации и проявляющегося протеинурией, 
определяли по появлению белка в моче в кон-
центрации, превышающей 3 мг/мл, что кор-
релирует с развитием гломерулонефрита [4]. 
Количество белка в моче определяли колориме-
трически с красителем Кумасси бриллиантовый 
синий (Kumsai brillant blue, Loba Feinchemie) 
при λ = 570 нм. Калибровочную кривую строили 
по BSA (100-1000 мкг/мл), результаты выражали 
в мг/мл [15]. 

Определение цитокинов. Содержание цитоки-
нов определяли в сыворотке крови реципиентов 
и контрольных интактных животных того же пола 
и возраста. Концентрацию IL-7 и IL-15 опреде-
ляли методом ELISA (R&D Systems, Minneapolis, 
MN). Содержание IL-2, IL-4, IL-6, TNFα, IFNγ, 
IL-17A, IL-10 определяли на проточном цитоф-
люориметре «FACS Calibur» с помощью CBA-
набора «Mouse Th1/Th2/Th17» (BD Pharmingen, 
США). Результаты выражали в пг/мл. 

Определение IgE. Уровень IgE оценивали с по-
мощью метода ELISA (BD OptEIA) микро-
методом в цельной периферической крови [3]. 
Калибровочную кривую строили по чистому пре-
парату IgE мыши. Результаты выражали в абсо-
лютных значениях (мкг/мл). 

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили методами не-
параметрической статистики с использованием 
критерия U Вилкоксона–Манна–Уитни; коли-
чество животных в группах составляло от 6 до 12; 
различия считали достоверными при p < 0,05 
и обозначали * при сравнении опытной и кон-
трольной групп, # – при сравнении опытных 
групп между собой.

Результаты
Индукция хронической РТПХ
Хроническую РТПХ индуцировали в системе 

DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2)F1. Развитие аутоим-
мунного процесса завершается формированием 
иммунокомплексного гломерулонефрита у части 
реципиентов к концу 3-х месяцев после транс-
плантации полуаллогенных клеток родительской 
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линии [8]. По окончании этого срока у реципиен-
тов измеряли концентрацию белка в моче для от-
несения их в группу мышей с Th1-зависимым ва-
риантом течения хронической РТПХ без явных 
признаков патологии почек (группа nonlupus) 
и в группу мышей с Th2-зависимым вариантом, 
сопровождающемся формированием аутоим-
мунной патологии – иммунокомплексным гло-
мерулонефритом (группа lupus). Формирование 
гломерулонефрита тестировали по появлению 
стойкой протеинурии (увеличению уровня бел-
ка в моче не менее 3 мг/мл в трех последователь-
ных измерениях), что коррелирует с отложением 
иммунных комплексов в почечной паренхиме 
и морфологическими проявлениями поражения 
почек [4]. Для контроля развития РТПХ опреде-
ляли массу тела, селезенки и тимуса, количество 
клеток в селезенке, тимусе и периферической 
крови. Данные, представленные на рисунках 1-3, 
свидетельствуют о развитии хронической формы 
РТПХ у реципиентов обеих групп (спленомега-
лия на фоне достаточно сохранного тимуса).

Уровень цитокинов в сыворотке реципиентов 
с хронической РТПХ

Концентрацию цитокинов определяли в сы-
воротке периферической крови, а не в суперна-
тантах спонтанных и митоген-стимулированных 
культур лимфоцитов, так как целью исследова-
ния было оценить реальное участие цитокинов 
в развитии разных вариантов хронической РТПХ 
на уровне организма. Продукция цитокинов 
в клеточных культурах in vitro может не отражать 
их действительного содержания in vivo, в орга-
низме, где могут отсутствовать необходимые ус-
ловия и активирующие сигналы.

Ключевыми цитокинами Th1- и Th2-суб по-
пуляций являются IFNγ и IL-4, соответствен-
но. К сожалению, их концентрация, а также со-
держание IL-10 и IL-17A оказались на границе 
чувствительности метода и определялись лишь 
у отдельных реципиентов, так что не оцени-
вались в среднем для группы. Значения IL-2, 
IL-6 и TNFα приведены в таблице 1. Содержа-
ние IL-2 находится на одном уровне у nonlupus- 
и lupus-реципиентов и не отличается от значе-
ний контрольной группы. Концентрация TNFα 
в сыворотке мышей с иммунокомплексным 
гломерулонефритом (lupus-реципиентов с Th2-
зависимым вариантом развития хронической 
РТПХ) существенно превышает величину этого 
показателя у мышей с Th1-зависимым вариан-
том реакции (nonlupus-реципиентов) и отличает-
ся от уровня данного цитокина в крови интакт-
ных мышей. Концентрация IL-6 также значимо 
повышена у lupus-реципиентов по сравнению 
с группой nonlupus-животных.
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Рисунок 1. Масса тела в г (1), тимуса в мг (2) и селезенки 
в мг (3) у реципиентов с хронической РТПХ
Примечание. Белые столбики – контрольная группа; серые 
столбики – nonlupus-реципиенты; черные столбики – lupus-
реципиенты.

Рисунок 2. Количество клеток в тимусе (1), селезенке (2) 
и костном мозге (3) у реципиентов с хронической РТПХ

Рисунок 3. Количество ядросодержащих клеток 
(общее) (1), нейтрофилов (2) и лимфоцитов (3) 
в периферической крови реципиентов с хронической 
РТПХ



70

Кудаева О.Т. и др. Медицинская Иммунология

Определение IL-7 и IL-15 выполнялось им-
муноферментным методом. Концентрация IL-7 
у контрольных животных была ниже порога чув-
ствительности метода, но оказалась резко повы-
шена у реципиентов на ранних сроках развития 
хронической РТПХ (25,5 пг/мл). Содержание 
IL-7 оставалось на высоком уровне через 3 ме-
сяца после формирования клинических исходов 
в группе lupus-реципиентов с иммунокомплекс-
ным гломерулонефритом (6,5 пг/мл), но не опре-
делялось в сыворотке nonlupus-реципиентов. 

Уровень IL-15 в нашем исследовании оказал-
ся ниже порога чувствительности использован-
ного метода (100 пг/мл) . Существует ряд работ, 
где определяется уровень IL-15 в перифериче-
ской крови; его концентрация в сыворотке зна-
чительно варьирует в работах разных авторов – 
от 1 пг/мл до 1 нг/мл [38, 49]. Было показано 
возрастание концентрации IL-15, измеренного 
методом ELISA, в сыворотке больных СКВ [11]. 
Однако в последнее время появились новые дан-
ные о сложности определения «цитокина-неви-
димки» IL-15 в биологических жидкостях [46]. 
Причина трудностей или даже невозможности 
определения IL-15 связана со своеобразным ме-
ханизмом его действия, который заключается 
в непосредственном клеточно-контактном взаи-
модействии IL-15 и его рецептора с клеткой-ми-
шенью, а также тем обстоятельством, что IL-15 
образует в периферической крови мыши функ-

циональные гетерокомплексы с растворимым 
высокоаффинным рецептором IL-15ra, что пре-
пятствует выявлению IL-15 методом ELISA [16]. 

Определение содержания IgE
Существуют многочисленные данные об од-

нозначной прямой корреляции между уровнем 
IgE и продукцией IL-4 в организме, что может 
позволить косвенно судить о продукции этого 
цитокина в организме по концентрации общего 
IgE в периферической крови при ответе на раз-
личные воздействия, не связанные с образовани-
ем специфического IgE [41, 44, 45]. Так как при 
определении концентрации IL-4 в сыворотке зна-
чения у части животных оказались ниже уровня 
чувствительности использованного метода, мы 
использовали косвенную оценку продукции IL-4 
по содержанию общего IgE. Результаты представ-
лены на рисунке 4. Определение содержания IgE 
в периферической крови проводили через раз-
ные промежутки времени после трансплантации 
клеток у всех реципиентов и через 3 месяца ре-
троспективно оценивали средние значения кон-
центрации IgE в группах мышей с аутоиммунным 
гломерулонефритом (lupus-реципиенты) или без 
поражения почек (nonlupus-реципиенты). На-
блюдается резкий подъем уровня IgE в перифе-
рической крови lupus- и nonlupus-реципиентов, 
который начинается на ранних сроках реакции 
и продолжает увеличиваться в течение доста-
точно продолжительного периода. К концу на-
блюдения (3 месяца после индукции хрониче-
ской РТПХ) концентрация IgE у реципиентов 
снижается, но остается значительно выше, чем 
у интактных животных, при этом уровень IgE 
у lupus-мышей значительно превосходит таковой 
у nonlupus-реципиентов.

Обсуждение
В настоящее время показано, что ранние фазы 

и острой, и хронической РТПХ протекают похо-
же. Пусковым событием является распознавание 
CD4+ клетками донора аллоантигенов хозяина. 
Первое событие, следующее за этим, – актива-
ция продукции IL-2, уровень которого достига-
ет максимума через 24-48 часов после индукции 
реакции, причем в продукции этого цитокина 
участвуют и Th-клетки хозяина [17, 21, 22, 23]. 
Через 2 дня на фоне резкого повышения mRNA 
IL-2 в T-лимфоцитах начинается подъем mRNA 
IL-10 и IL-4, который держится в течение недели, 
в то время как mRNA IL-2 снижается [40]. Про-
дукция IL-4 имеет большое значение для обе-
их форм РТПХ, несмотря на ярко выраженную 
связь острой РТПХ с активацией Th1-клеток: 
в отсутствие IL-4 реакция не развивается [36, 
40]. Развитие в дальнейшем той или иной формы 
РТПХ определяется в первую неделю после пере-

Таблица 1. КонценТРация циТоКинов 
в сывоРоТКе РециПиенТов с ХРоничесКой РТПХ 
(M; min-max); пг/мл

IL-2 IL-6 TNFα
Контроль
n = 7

2,3
(2,0-2,6)

4,4
(1,6-9,5)

7,9
(6,0-10,2)

Nonlupus
n = 7

2,6
(2,0-2,9)

2,3
(0-4,8)

9,03
(0-15,7)

Lupus
n = 8

2,9
(2,3-3,6)

8,9#
(0-17,4)

19,1*#
(7,1-40,6)
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Рисунок 4. Концентрация IgE в периферической крови 
реципиентов в динамике развития хронической РТПХ
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носа, сопровождается активацией разных субпо-
пуляций лимфоцитов и характеризуется участием 
разных иммунорегуляторных молекул [47].

Хотя формирование nonlupus- или lupus-
вариантов в полуаллогенной модели 
DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2)F1 сопровождается 
преимущественным доминированием соответ-
ственно Th1- или Th2-зависимых процессов [1, 
3, 6], с первой недели у всех реципиентов наблю-
дается резкая стимуляция продукции IgE. Через 
определенный промежуток времени начина-
ет обнаруживаться разница в уровне IgE между 
lupus- и nonlupus-реципиентами, которая стано-
вится достоверной при окончательном форми-
ровании патофизиологических исходов. Опира-
ясь на многочисленные данные об однозначной 
прямой корреляции между концентрацией IgE 
и уровнем IL-4 [41, 44, 45], можно сделать заклю-
чение о выраженной продукции IL-4 при Th1- 
и Th2-зависимых вариантах хронической РТПХ, 
которая продолжается на протяжении всего пе-
риода наблюдения, но только при достижении 
относительно более высоких значений у lupus-
реципиентов сопровождается формированием 
аутоиммунной патологии. Косвенная характе-
ристика продукции IL-4 по уровню IgE не согла-
суется с определением IL-4 в сыворотке прямым 
методом с помощью моноклональных антител. 
Возможно, такое расхождение данных может 
быть обусловлено продукцией и эффектами IL-4 
на локальном уровне. Нельзя также исключить 
какие-либо методические особенности его опре-
деления в циркуляции в случае иммунопатологи-
ческих состояний.

Продукция IL-4 у lupus-реципиентов сопря-
жена с выраженной поликлональной актива-
цией В-лимфоцитов, которая наблюдается при 
этой Th2-зависимой форме хронической РТПХ. 
Поликлональная активация В лимфоцитов со-
провождается появлением антител к различным 
компонентам собственных тканей, при этом 
аутоантитела при хронической РТПХ пред-
ставлены иммуноглобулинами класса IgG, в от-
личие от аутоантител, определяемых в низком 
титре у интактных животных и относящихся 
преимущественно к классу IgM [27, 35]. Счи-
тается, что именно активная продукция таких 
аутоантител и приводит к развитию аутоиммун-
ной патологии в использованной нами модели 
DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2)F1 и в других анало-
гичных моделях. В частности, показано, что ауто-
антитела к ДНК играют патогенетическую роль 
при формировании иммунокомплексного гло-
мерулонефрита и служат диагностическим при-
знаком развития системной красной волчанки 
(СКВ), хотя прямая корреляция между уровнем 
аутоантител различной специфичности, в том 

числе и к ДНК, и развитием аутоиммунной па-
тологии отсутствует [9, 31, 33, 48]. Повышенные 
концентрации IL-6 и TNFα также могут поддер-
живать это активированное состояние В-клеток. 
Так, показано, что при СКВ, в качестве модели 
которой рассматривают иммунокомплексный 
гломерулонефрит в исследуемой нами системе, 
определяются повышенные уровни IL-6 и IL-10 
и их тесная корреляция с активностью заболева-
ния [19]. В настоящее время признана двойствен-
ная роль IL-6 как про- и противовоспалительного 
цитокина. IL-6 участвует в развитии острой фазы 
воспаления, но также в процессах дифферен-
цировки В-лимфоцитов. Более того, показано, 
что IL-6 может сдвигать соотношение Th1/Th2 
в сторону Th2, индуцируя IL-4-зависимую диф-
ференцировку Th2-лимфоцитов и одновременно 
ингибируя Th1-клетки по независимому от IL-4 
механизму [20]. TNFα также является мульти-
функциональным цитокином и вовлекается 
в различные иммунные процессы. Кроме хорошо 
известных провоспалительных эффектов TNFα 
действует как важный фактор физиологических 
процессов роста и активации В клеток. Его уро-
вень повышен в периферической крови и в ткани 
почек у пациентов с СКВ [12], хотя роль TNFα 
в развитии СКВ у человека неоднозначна [13, 
50]. Содержание IL-6 и TNFα в крови nonlupus-
реципиентов с Th1-зависимым вариантом раз-
вития хронической РТПХ остается на уровне, до-
стоверно не отличающемся от соответствующих 
значений у интактных животных. Повышенный 
уровень TNFα может отражать воспалитель-
ные процессы, развивающиеся в почках lupus-
мышей, но может играть самостоятельную роль 
в иммунопатогенезе аутоиммунных нарушений 
при хронической РТПХ.

В периферической крови lupus-реципиентов 
также обнаруживается повышенный уровень 
IL-7, который является основным лимфопоэ-
тическим цитокином для роста В лимфоцитов 
и в связи с этим может также рассматривать-
ся как фактор, способствующий поддержанию 
поликлональной активации В-клеток у lupus-
реципиентов. Кроме того, IL-7 является необ-
ходимым компонентом при гомеостатической 
пролиферации, которая служит для компенса-
торного устранения количественного дефици-
та лимфоцитов путем включения процессов их 
деления на периферии. Гомеостатическая про-
лиферация приводит к снижению разнообразия 
антигенраспознающих рецепторов лимфоцитов, 
накоплению аутоагрессивных клеток и в на-
стоящее время рассматривается как возможный 
механизм срыва толерантности к компонентам 
собственных тканей [14, 26, 32, 43]. На исполь-
зованной нами модели было показано, что у мы-
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шей с иммунокомплексным гломерулонефритом 
наблюдается возрастание субпопуляций Т клеток 
с фенотипом клеток памяти, что также является 
характерной чертой процесса гомеостатической 
пролиферации, который, таким образом, может 
быть одним из механизмов формирования ауто-
иммунной патологии при Th2-зависимом вари-
анте хронической РТПХ [2].

Развитие хронической РТПХ в модели 
DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2)F1 сопровождается 
выраженным подавлением способности реци-
пиентов отвечать на Т-зависимый антиген про-
дукцией специфических антител; особенно рез-
ко снижается первичный IgG-ответ [3, 24, 28]. 
Эффект проявляется у всех реципиентов и более 
выражен в группе nonlupus [7]. Выявление повы-
шенного содержания цитокинов, несомненно 
участвующих в регуляции гуморального иммун-
ного ответа, не дает удовлетворительного объ-
яснения такой иммунодепрессии реципиентов 
и требует проведения дальнейших исследований. 

Заключение
Индукция хронической РТПХ в полуаллоген-

ной модели DBA/2→(C57Bl/6xDBA/2)F1 приво-
дит к развитию Th1- и Th2-зависимых иммуно-
патологических состояний, характеризующихся 
разными цитокиновыми профилями. При Th2-
зависимом варианте реакции с формировани-
ем иммунокомплексного гломерулонефрита ау-
тоиммунного генеза наблюдается повышенная 
продукция цитокинов IL-4, IL-6, IL-7 и TNFα, 
которые наряду с другими эффектами могут под-
держивать процессы поликлональной активации 
В-лимфоцитов, приводящие к возникновению 
аутоиммунной патологии. 
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