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ФУНДАМЕНТАЛЬНАЯ НАУКА - МЕДИЦИНА 

Role of ribonuclease proteins in the immune response  
in experimental acute respiratory distress syndrome 
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Lagoda O. Yu., Chegodaeva E. V., Makarevich Zh. A., Krasovskaya V. S. 
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Acute respiratory distress syndrome is an acute, diffuse, inflammatory lesion of the lungs, leading to 
increased vascular permeability of the lungs, increased lung weight and decreased aeration of the lung tissue. 
New knowledge about the course of the pathological process of ARDS allows us to improve treatment methods 
and reduce the risks of complications. In this study, using an experimental model of ARDS in Wistar laboratory 
rats, the properties of ribonuclease A group proteins and their role in the immune response were studied. Anal-
ysis of hemostasis indicators, as well as the results of serological and molecular genetic studies have shown 
that ribonucleases have immunomodulatory properties, interacting with cytokines, and influence the mecha-
nisms of coagulation in this pathology 
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Реферат. Одним из перспективных направлений оценки степени и динамики развития но-

вообразований является характеристика молекулярных маркеров, связанных с противоопухолевой 
активностью иммунной системы. В статье представлены результаты анализа уровня внеклеточной 
продукции гранзима B лимфоидными клетками пациентов с доброкачественными и злокачествен-
ными синоназальными новообразованиями, полипозным риносинуситом в совместных культурах 
с опухолевой клеточной линией K562. Выявлено сниженное содержание внеклеточного гранзима 
B в ко-культурах лимфоидных клеток пациентов со злокачественными новообразованиями отно-
сительно других исследуемых групп, что может свидетельствовать о нарушении механизмов ци-
тотоксичности и быть использовано в качестве прогностического маркера малигнизации опухоле-
вого процесса. 

Ключевые слова: клеточная цитотоксичность, лимфоидные клетки, гранзим B, новообра-
зования, клеточная линия K562. 

 
Введение. Доброкачественные и злокаче-

ственные синоназальные новообразования 
представляют собой гетерогенную группу опухо-
лей, возникающих из поверхностей слизистых 
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оболочек полости носа и рта, ротоглотки и гор-
тани. В начале своего развития заболевания носят 
бессимптомный характер или проявляются незна-
чительными неспецифическими признаками, что 
затрудняет своевременную диагностику патоло-
гий. 

Среди доброкачественных синоназальных 
новообразований большая часть приходится на 
инвертированную папиллому (ИП), которая пре-
имущественно возникает у людей старше 50 лет 
и обычно диагностируется на поздней стадии, че-
рез 1–4 года после первого появления сино-
назальных симптомов. Отмечают следующие ха-
рактеристики, отличающие ИП от других опухо-
лей придаточных пазух носа: относительно высо-
кий потенциал местной деструкции костей че-
репа, высокая частота рецидивов и риск злокаче-
ственной трансформации, который колеблется в 
пределах от 5 до 15 % [1].  

Плоскоклеточный рак головы и шеи пред-
ставляет собой наиболее частое злокачественное 
новообразование, возникающее в области верх-
них дыхательных путей, и является шестым по 
распространенности раком в мире. Заболевание 
оказывает серьезное влияние на качество жизни 
пациентов, что обусловлено, главным образом, 
относительно низкой реакцией на лечение и вы-
раженной лекарственной устойчивостью. Выжи-
ваемость по-прежнему остается очень низкой, по-
скольку у 25 % пациентов наблюдается метаста-
зирование в течение первых 5 лет после поста-
новки диагноза [2].  

Этиология злокачественных и доброкаче-
ственных синоназальных новообразований оста-
ется малоизученной, хотя определенные фак-
торы, такие как курение, употребление алкоголя, 
аллергии или определенные профессиональные 
воздействия могут влиять на развитие и течение 
заболевания. В 40 % случаев сообщается о связи 
заболеваний с вирусом папилломы человека 
(ВПЧ), что предполагает причастность вируса к 
патогенезу. При этом серотипы ВПЧ 6 и 11 чаще 
обнаруживаются при доброкачественной ИП, а 
серотипы 16 и 18 (с высоким онкогенным 
риском) – при ИП с ассоциированной дисплазией 
или карциномой высокой степени [1, 2]. Не-
смотря на значительные достижения в области 
биотехнологии, разработки лекарств, роботизи-
рованной хирургии и подходов лучевой терапии, 
результаты терапии синоназальных новообразо-
ваний остаются в основном неизменными в тече-
ние последних нескольких десятилетий [2].  

Клеточная цитотоксичность является важ-
ным эффекторным механизмом лимфоидных кле-
ток в борьбе с инфицированными и 

трансформированными клетками организма. 
Уничтожение клеток-мишеней осуществляют 
преимущественно цитотоксические Т-лимфо-
циты и естественные киллеры (NK-клетки). Ци-
тотоксические лимфоидные клетки могут вызы-
вать цитолиз опухолевых клеток посредством 
направленного высвобождения литических гра-
нул (содержащих перфорин, гранзимы, гранули-
зин, кателицидин и др.) или путем индукции 
апоптоза, опосредованного рецепторами смерти, 
путем экспрессии FasL (CD95L) и лиганда, инду-
цирующий апоптоз, связанный с TNF (TRAIL). 
Взаимодействие этих лигандов с Fas (CD95) и 
TRAIL-R1/-R2 соответственно на клетках-мише-
нях могут запускать сходный проапоптотический 
каскад сигналов. Считается, что грануло-медии-
рованный киллинг является основным механиз-
мом цитотоксичности лимфоидных клеток, по-
скольку для его реализации требуется меньше 
времени по сравнению с апоптозом, опосредован-
ным рецепторами смерти. Литические гранулы 
представляют собой специализированную под-
группу лизосом, которая содержит как лизосо-
мальные, так и секреторные белки, включая пер-
форин и гранзимы, являющиеся сериновыми про-
теазами. Считается, что перфорин встраивается в 
мембрану трансформированных или инфициро-
ванных клеток и работает как канал, обеспечива-
ющий проникновение гранзимов в цитоплазму 
клеток-мишеней.  

Показано, что из всех гранзимов, охаракте-
ризованных на сегодняшний день, только гран-
зим B в сочетании с перфорином одновременно 
необходим и достаточен для индукции апоптоза в 
опухолевых клетках [3]. 

Цель работы – оценка продукции внекле-
точного гранзима B лимфоидными клетками пе-
риферической крови у пациентов с полипозным 
риносинуситом, инвертированной папилломой и 
злокачественными новообразованиями полости 
носа и околоносовых пазух в ко-культуре с опу-
холевой линией клеток К562. 

Материалы и методы. В качестве клеток-
эффекторов использовали мононуклеары перифе-
рической крови (МПК), полученные из венозной 
крови 20 пациентов (10 мужчин и 10 женщин, 
средний возраст – 61,5 (48,5 ÷ 73,8) лет), среди 
которых 8 пациентов со злокачественными сино-
назальными новообразованиями, 6 пациентов с 
ИП, 6 пациентов с полипозным риносинуситом и 
6 здоровых лиц, сопоставимых по возрасту и 
полу. Забор биологического материала осуществ-
лялся после получения информированного согла-
сия на участие в исследовании. Протокол иссле-
дования одобрен локальными этическими 



 
   

 

 
235 

ФУНДАМЕНТАЛЬНАЯ НАУКА - МЕДИЦИНА 

комитетами учреждений здравоохранения. МПК 
выделяли с помощью центрифугирования разве-
денной в физиологическом растворе перифериче-
ской крови на градиенте плотности Roti®Sep 
1077 (Carl Roth, Германия). В качестве клеток-ми-
шеней использовали суспензионную клеточную 
линию K562 в логарифмической фазе роста. 

Совместное культивирование МПК и кле-
точной линии К562 (1×104 клеток на лунку) про-
водили в соотношении эффектор : мишень (Е : Т) 
6,25 : 1 в культуральной среде RPMI-1640 (Sigma, 
Германия) с добавлением 10%-ной фетальной бы-
чьей сыворотки, 1%-ного антибиотика-антимико-
тика (Gibco, США) и 1%-ного L-глютамина 
(Gibco, Великобритания) в течение 3 дней при 
37 °С с 5%-ным CO2. В качестве контролей ис-
пользовали монокультуры K562 (1 × 104 клеток 
на лунку) и МПК (6,25 × 104 клеток на лунку). 

Для оценки жизнеспособности клеток-ми-
шеней культуру K562 перед культивированием 
окрашивали флуоресцентным красителем кар-
боксифлуоресцеином (CFSE, Sigma, Германия) в 
концентрации 7 мM, а по окончании культивиро-
вания в пробы добавляли пропидий йодид 
(Elabscince Biotechnology, Китай). Регистрацию 
результатов выполняли на 10000 клеток K562 в 
пробе с использованием проточного цитометра 
CytoFlex (Beckman Coulter, США). В качестве по-
ложительного контроля клеточной гибели ис-
пользовали K562, преинкубированные с этано-
лом (96 %) в течение 20 минут. 

Концентрацию гранзима B в супернатантах 
определяли методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа согласно инструкции произво-
дителя с использованием коммерческого набора 
Human GzmB (Granzyme B) ELISA Kit 
(Elabscience Biotechnology, Китай). Чувствитель-
ность набора составила 9,38 пг/мл. Результаты 
регистрировали на микропланшетном фотометре 
«Sunrise» (Tecan, Австрия) при λ=450 нм. 

Статистическую обработку данных прово-
дили с использованием пакета программ Statistica 
8.0. Использовались показатели медианы, ниж-
него и верхнего процентилей (25-й процен-
тиль ÷ 75-й процентиль). Сравнение групп и 
определение статистической значимости разли-
чий осуществлялось непараметрическим W-
критерием Вилкоксона для зависимых и U-
критерием Манна–Уитни для независимых пере-
менных. Корреляционный анализ выполняли по 
Спирмену. Результаты считались статистически 
значимыми при р˂0,05. 

Результаты и их обсуждение. В ходе ис-
следования установлено, что совместное культи-
вирование МПК как здоровых доноров, так и 

пациентов исследуемых групп с опухолевой кле-
точной линией К562 приводило к статистически 
значимому увеличению содержания в суперна-
тантах гранзима B по сравнению с монокульту-
рами. При этом уровень внеклеточного гранзима 
B при спонтанной цитотоксичности у пациентов 
со злокачественными синоназальными новообра-
зованиями (0 (0 ÷ 1,6) пг/мл, рисунок 1, а) был 
снижен относительно пациентов с ИП (4,6 
(0 ÷ 66,1) пг/мл, p=0,05, рисунок 1, б) и контроль-
ной группой (52,2 (2,3 ÷ 140,1) пг/мл, p=0,01, ри-
сунок 1, г), пациентов с полипозным риносинуси-
том (4,5 (0 ÷ 10,7) пг/мл, p=0,08, рисунок 1, в). В 
совместных культурах лимфоидных клеток паци-
ентов со злокачественными опухолями с К562 
также наблюдалась сниженная концентрация 
внеклеточного гранзима B (56,8 
(1,5 ÷ 278,1) пг/мл, рисунок 1, а) по отношению к 
ко-культурам группы ИП (395,8 
(130 ÷ 422,4) пг/мл, p=0,02, рисунок 1, б), пациен-
тов с полипозным риносинуситом (189,5 
(6,3 ÷ 405,5) пг/мл, рисунок 1, в) и доноров (320,3 
(45,4 ÷ 658,6) пг/мл, p=0,03, рисунок 1, г). Соот-
ветственно, стимуляция продукции гранзима B в 
совместных культурах с К562 по сравнению со 
спонтанной цитотоксичностью осуществлялась 
во всех исследуемых группах, однако у пациен-
тов со злокачественными новообразованиями 
уровни гранзима B были значительно снижены по 
сравнению с пациентами с ИП и здоровыми доно-
рами.  

Выявлена связь между степенью злокаче-
ственности заболевания и содержанием в кон-
трольных (R=–0,4; p=0,01) и совместных с К562 
(R=–0,3; p=0,05) культурах внеклеточного гран-
зима B.  

В дополнение в этому, показана связь 
между установленным диагнозом и значениями 
клеточной гибели культуры К562 при совмест-
ном культивировании с эффекторными клетками 
(R=–0,6; p=0,04). Однако статистически значи-
мой корреляции между уровнями внеклеточной 
продукции гранзима B и гибелью клеток-мише-
ней не установлено.  

Такой результат может подтверждать не-
давние данные о том, что экспрессия гранзима B 
не всегда положительно коррелирует с противо-
опухолевой эффективностью. Некоторые иссле-
дователи установили, что мыши с дефицитом 
гранзима B продемонстрировали лучшую способ-
ность к уничтожению как аллогенных, так и син-
генных опухолевых клеток, чем мыши дикого 
типа [4]. Согласно литературным данным повы-
шенная экспрессия гранзима B в опухолевом 
микроокружении связана с благоприятным 
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прогнозом при цервикальной интраэпителиаль-
ной неоплазии, кожном плоскоклеточном раке, 
колоректальном раке и меланоме. С другой сто-
роны, высокая экспрессия коррелирует с плохим 
клиническим исходом у пациентов с карцино-
мами шейки матки и носоглотки, что 

свидетельствует о неоднозначности имеющихся 
данных относительно роли гранзима B при злока-
чественных новообразованиях, которая может за-
висеть от локального микроокружения опухоли 
[5]. 

 
 

 
Рисунок 1 – Уровни внеклеточного гранзима B (пг/мл) в монокультуре МПК  

и ко-культуре с K562 исследуемых групп: 
А – пациенты со злокачественными новообразованиями;  

Б – пациенты с инвертированной папилломой;  
В –пациенты с полинозным риносинуситом;  

Г – контрольная группа 
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Гранзим B представляет собой сериновую 
протеазу, обладающую широкой субстратной 
специфичностью с преимущественным расщеп-
лением остатков аспарагиновой кислоты. Белок 
экспрессируется в виде зимогена, который содер-
жит ингибирующий дипептид и N-концевой сиг-
нальный пептид, направляющий его в эндоплаз-
матический ретикулум, а затем отщепляется. Для 
попадания в литические гранулы неактивный 
профермент модифицируется путем присоедине-
ния фрагмента маннозо-6-фосфата (M6P) в цис-
части комплекса Гольджи, что обеспечивает 
дальнейшее перемещение белка к гранулам за 
счет рецептора M6P. Внутри секреторных гранул 
остаток M6P может как удаляться благодаря кис-
лой среде (pH-5,5), так и сохраняться. Переход в 
активную форму сопровождается отщеплением 
ингибирующего дипептида цистеиновыми проте-
азами катепсином C или катепсином H. Актив-
ность гранзима B внутри литических гранул впо-
следствии ингибируется низким pH и связыва-
нием с хондроитинсульфатным протеогликаном 
серглицином, предотвращая расщепление соб-
ственных белков клетки [3].  

Исследования in vitro показали, что гран-
зим B индуцирует гибель клеток-мишеней двумя 
основными механизмами. Первый включает про-
теолитическую активацию каспазы-3 и каспазы-7 
в клетке-мишени, что вызывает каспазозависи-
мую гибель клеток путем расщепления различ-
ных клеточных субстратов, включая ряд струк-
турных и регуляторных белков в ядре, цитозоле и 
цитоскелете. Другой механизм связан с перме-
абилизацией внешней мембраны митохондрий 
посредством расщепления проапоптотического 
белка Bid. В дополнение к этому гранзим B также 
способен усиливать провоспалительные реакции 

за счет расщепления про-интерлейкина-18 и ин-
терлейкина-1α. Хотя гранзим B селективен в от-
ношении консервативных аминокислотных по-
следовательностей своих субстратов, его цито-
токсичность неспецифична для опухолевых кле-
ток, что позволяет предположить, что гранзим B 
в активной форме, особенно той, которая высво-
бождается во внеклеточное пространство, может 
нанести вред обеим сторонам иммунного ответа в 
микроокружении опухоли [4]. На данный момент 
обнаружено, что, хотя цитотоксические Т- и NK-
клетки являются преобладающими типами кле-
ток, вырабатывающих гранзим B, многие другие 
неиммунные и иммунные клетки, включая Т-ре-
гуляторные (Tregs), B-регуляторные (Bregs) и 
плазмоцитоидные дендритные клетки (pDC) мо-
гут продуцировать и секретировать этот фермент 
для иммуносупрессивных целей. Поэтому уста-
новление особенностей сетей регуляции экспрес-
сии и секреции гранзима B является перспектив-
ным направлением для дальнейшего углубления 
понимания взаимодействия иммунной системы с 
опухолевыми клетками.  

Заключение. Таким образом, лимфоидные 
клетки пациентов всех исследуемых групп реаги-
руют увеличением внеклеточной продукции 
гранзима В при совместном культивировании с 
опухолевой клеточной линией K562, однако уро-
вень синтеза у пациентов со злокачественными 
синоназальными новообразованиями статистиче-
ски значимо снижен как относительно пациентов 
с ИП, так и здоровых лиц, что может свидетель-
ствовать о нарушении механизмов контактной 
цитотоксичности в противоопухолевой защите в 
патогенезе плоскоклеточного рака слизистых 
оболочек. 
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One of the promising directions for assessing the levels and dynamics of tumor development is the 

characterization of molecular markers associated with the antitumor activity of the immune system. The article 
presents the results of granzyme B extracellular production by lymphoid cells of patients with benign and 
malignant sinonasal neoplasms, polypous rhinosinusitis in co-cultures with the K562 tumor cell line. A reduced 
content of extracellular granzyme B in co-cultures of lymphoid cells of patients with malignant neoplasms 
relative to other study groups was revealed which may reflect the disturbance of cytotoxicity mechanisms and 
can be used as a prognostic marker of tumor process malignisation. 

Keywords: cell-mediated cytotoxicity, lymphoid cells, granzyme B, neoplasms, K562 cell line. 
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СТРУКТУРНЫЕ ОСНОВЫ РЕОРГАНИЗАЦИИ МИОКАРДА  
НА РАННИХ ЭТАПАХ ИЗОПРОТЕРЕНОЛ-ИНДУЦИРОВАННОЙ 

ИШЕМИИ СЕРДЦА В ЭКСПЕРИМЕНТЕ 
 

Новаковская С. А., Федорова Е. В., Мунтянова М. В., Басалай А. А. 

Государственное научное учреждение «Институт физиологии Национальной академии наук 
Беларуси», г. Минск, Республика Беларусь 

 
Реферат. Получены морфологические данные, иллюстрирующие динамику развития струк-

турных изменений в сердечной мышце, сосудах микроциркуляторного русла,  коронарных сосудах 
при моделировании изопротеренол-индуцированной ишемии сердца у крыc. Через сутки после 
введения препарата отмечаются признаки острой ишемии миокарда, характеризующейся дефор-
мацией и контрактурными повреждениями мышечных волокон, отеком интерстициальных про-
странств, формированием многочисленных очагов миоцитолиза и некроза кардиомиоцитов. Уве-
личение сроков ишемии миокарда сопровождается формированием очагов интерстициального и 
заместительного фиброза, прогрессированием микроангиопатий. 

Ключевые слова: миокард, кардиомиоциты, микроциркуляторное русло, ишемия, некроз, 
фиброз. 

 
Введение. Ишемическая болезнь сердца 

(ИБС) – это заболевание, которое характеризу-
ется нарушением кровоснабжения миокарда 
вследствие поражения коронарных артерий. Дан-
ная патология сердца сопровождается 

расстройством коронарного кровообращения, в 
результате которого отмечается недостаточное 
обеспечение сердечной мышцы кислородом и пи-
тательными веществами. Нарушение кровоснаб-
жения миокарда способствует развитию ишемии 


