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Введение. Легочная артериальная гипертензия (ЛАГ) – клинический син­
дром, сочетающий в себе патологические состояния различной этиологии 
и патогенеза. Это заболевание характеризуется эндотелиальной дисфункци­
ей, которая проявляется обилием эндогенных вазоконстрикторов по срав­
нению с вазодилататорами и сопровождается снижением продукции оксида 
азота и простациклина на фоне значительного увеличения количества эндо­
телина-1. Это приводит к ремоделированию легочных сосудов, повышению 
легочного сосудистого сопротивления и артериального давления в легочной 
артерии. Результатом таких изменений является развитие правожелудочковой 
недостаточности и преждевременная смерть больных [1]. 

Важнейшим процессом в патогенезе ЛАГ является воспаление. Установ­
лена связь воспалительного процесса с ремоделированием легочных сосудов, 
прогрессирующим в плексиформную артериопатию [2]. При прогрессирова­
нии ЛАГ наблюдали повышение уровня инфильтрации легочной ткани воспа­
лительными клетками, включая макрофаги, нейтрофилы, Т- и В-лимфоциты, 
активацию макрофагов/моноцитов и нейтрофилов, повышение концентрации 
про- и противовоспалительных цитокинов в крови и альвеолярной жидко­
сти [2, 3].

Одной из основных причин воспалительного патогенеза ЛАГ является ок­
сидативный стресс, вызванный гиперпродукцией активных форм кислорода 
и хлора, основным источником которых являются активированные нейтрофи­
лы [3]. В области воспаления эти клетки также секретируют протеолитиче­
ские ферменты посредством секреторной дегрануляции и формируют нейтро­
фильные внеклеточные ловушки (НВЛ). НВЛ представляют собой крупные 
сетевидные структуры из деконденсированного хроматина с локализованны­
ми на нем белками. Основными компонентами НВЛ являются ДНК, гистоны, 
сериновые протеазы, нейтрофильная эластаза (НЭ), миелопероксидаза (MПO), 
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актин и др. Показано, что у пациентов с ЛАГ наблюдается высокая иммуноре­
активность к МПО в образцах легочной ткани наряду со значительным повы­
шением концентраций МПО и НЭ в плазме крови. Следовательно, компонен­
ты НВЛ могут являться важной терапевтической мишенью при ЛАГ.

Цель работы – исследовать формирование НВЛ в динамике развития ЛАГ 
в монокроталин-индуцированной экспериментальной модели.

Материалы и методы. В работе использованы: декстран-500, гисто­
пак-1077, питательная среда RPMI-1640, монокроталин (МКТ), форбол 12-ми­
ристат-13-ацетат (ФМА), бычий сывороточный альбумин (БСА) (Sigma, США), 
fluoroshield (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Германия), анти-MПO FITC анти­
тела (Immunotech, Франция), SYTOX Green (Invitrogen, США), первичные 
и 647-конъюгированные вторичные антитела к эластазе нейтрофилов (ABclonal, 
Китай). 

Исследования проводили на 30 взрослых белых беспородных крысах сам­
цах массой 250–300 г в соответствии с принципами биоэтики с соблюдени­
ем требований Европейской конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в иных научных целях. Для создания 
модели ЛАГ применяли 8-недельную МКТ-модель, как описано в работе [3].

Нейтрофилы выделяли из гепаринизированной периферической крови 
здоровых и больных крыс в градиенте плотности гистопак-1077 по стандарт­
ной методике. Для исследования формирования внеклеточных ловушек ис­
пользовали метод флуоресцентной микроскопии. Свежевыделенные нейтро­
филы в среде RPMI помещали в чашки со стеклянным дном (Ibidi, Германия) 
в концентрации 300 000 клеток/мл, в некоторые образцы вносили ФМА в кон­
центрации 0,1 мкмоль/л и культивировали 1, 2 и 3 ч при их адгезии к поверх­
ности стекла. После этого к клеткам добавляли 20 нмоль/л специфического 
красителя для ДНК SYTOX Green и инкубировали 10 мин.

Образцы нейтрофилов для иммуноцитохимического анализа готовили сле­
дующим образом. Суспензию клеток помещали на покровные стекла и после 
адгезии фиксировали 2%-м раствором параформальдегида в течение 15 мин, 
затем дважды промывали фосфатным буфером. После этапа блокировки 
2%-м БСА образцы инкубировали с антителами к эластазе и МПО нейтрофи­
лов в течение 1–12 ч при температуре 4 °C. Затем к образцам добавляли спе­
цифический краситель для ДНК SYTOX Green (5 мкмоль/л) и инкубировали 
10 мин. После этого образцы промывали фосфатным буфером и деионизиро­
ванной водой, затем фиксировали Fluoroshield (Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

НВЛ визуализировали с помощью флуоресцентного микроскопа Nikon 
Eclipse Ti2 (Nikon, Япония) при LED возбуждении 470, 365 и 635 нм, исполь­
зуя объектив 60 × NA 1.2 WI Plan Apo VC (Nikon). Анализировали от 60 до 
80 изображений размером 290 × 290 мкм и проводили подсчет НВЛ. Данные 
выражали как среднее число НВЛ в одном микроскопическом поле.

Результаты и их обсуждение. Чтобы установить роль НВЛ в прогресси­
ровании ЛАГ, были исследованы образцы живых клеток, а также проведен 
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иммуноцитохимический анализ ДНК и связанных с НВЛ белков, таких как 
МПО и НЭ в фиксированных нейтрофилах. В норме нейтрофилы имеют сег­
ментированные ядра, окруженные гранулами МПО и НЭ. Выявлено, что при 
формировании НВЛ в образцах регистрируются нитевидные и облакоподоб­
ные структуры с колокализацией ДНК, МПО и НЭ.

В качестве традиционного активатора формирования НВЛ использовал­
ся ФМА. В образцах живых клеток были получены микрофотографии НВЛ, 
окрашенные SYTOX Green. В контрольной группе (здоровые животные) в об­
разцах нейтрофилов, культивируемых в течение 2 ч, среднее количество НВЛ 
в поле микроскопии составляло 1,3 ± 0,8. В группе животных с ЛАГ через 
4 недели после индуцирования патологии количество НВЛ в микроскопиче­
ском поле составляло 2,0 ± 0,2, а через 8 недель – 2,9 ± 0,7, что указывает на 
1,5-кратное (4 недели) и 2,2-кратное (8 недель) увеличение образования НВЛ 
у крыс с ЛАГ по сравнению с контрольной группой.

Для изучения начальных стадий формирования НВЛ проведен иммуноци­
тохимический анализ распределения НЭ, МПО и ДНК в нейтрофилах после 
30-минутной адгезии. За этот период времени у части клеток появились на­
чальные признаки НВЛ: потеря четкой сегментированности ядра с разруше­
нием ядерной мембраны (переход от плотных ядерных долек к диффузному 
облакоподобному распределению ДНК); изменение локализации грануляр­
ных белков (перераспределение МПО и НЭ из гранул в область ядра). Однако 
полная деконденсация хроматина, наблюдаемая через 2 ч, не регистрируется. 
В образцах нейтрофилов здоровых крыс нами зарегистрировано 0,8 ± 0,3 клет­
ки в поле с признаками НВЛ. У крыс с ЛАГ количество клеток, формирующих 
НВЛ, превышало контрольные значения. В группе животных через 4 недели 
после индуцирования патологии количество НВЛ в микроскопическом поле 
составляло 1,8 ± 0,6, а через 8 недель – 3,3 ± 0,8. Следовательно, по мере прог­
рессирования ЛАГ нейтрофилы демонстрируют повышенную склонность 
к формированию НВЛ.

Выводы. Таким образом, спустя 4 и 8 недель развития МКТ-индуциро­
ванной ЛАГ увеличивается способность нейтрофилов к образованию НВЛ, 
что сопровождается увеличением выброса из клеток генетического материа­
ла, эластазы и миелопероксидазы. Такое праймирование нейтрофилов в со­
четании с зарегистрированным нами ранее повышением их секреторной де­
грануляции [3] могут быть ключевыми факторами роста уровней МПО/НЭ 
в легочной ткани при ЛАГ.
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Введение. Кишечник и мозг могут сообщаться с помощью целого ряда 
механизмов. При этом огромную роль в этом играет микробиота. Подобные 
взаимодействия часто показывают себя при различных заболеваниях. Так, 
известно, что при ряде неврологических заболеваний наблюдается дизбиоз. 
Помимо этого, известно, что при развитии заболеваний желудочно-кишечно­
го тракта могут проявляться различные неврологические расстройства, такие 
как, например, тревожность и депрессия. Это указывает на возможное нали­
чие взаимосвязи в патогенезе неврологических заболеваний и коморбидных 
воспалительных заболеваний кишечника. А учитывая важность микробиоты 
в так называемой кишечно-мозговой оси, модификиция этой самой микробио­
ты способна оказывать терапевтический эффект.

Цель исследования – оценить уровень экспрессии цитокинов Il-1b и Il-1Ra 
в сыворотке крови крыс при хроническом течении эпилепсии и коморбидного 
колита.

Материалы и методы. Исследования проводили на крысах линии Wistar 
(n = 87). Всех животных разделили случайным образом на 8 групп:

Контроль (K, n = 9);
Колит (Co, n = 10);
Эпилепсия (Epi, n = 14);
Колит-эпилепсия (Co-Epi, n = 12);
Синбиотик (Mix, n = 10);
Колит-синбиотик (Co-Mix, n = 10);
Синбиотик-эпилепсия (Mix-Epi, n = 12);
Колит-синбиотик-эпилепсия (Co-Mix-Epi, n = 10).
Моделирование колита проводили путем интраректального введения 1 мл 

4%-го раствора уксусной кислоты. Введение кислоты осуществляли с помо­
щью полиэтиленовой трубки диаметром 3 мм, которую вводили на глубину 
6 см. Все манипуляции проводили под наркозом (смесь кетамина (50 мг/кг) 



Минск
«Беларуская навука»
2025

НАЦИОНАЛЬНАЯ АКАДЕМИЯ НАУК БЕЛАРУСИ

МОЛОДЕЖЬ

В НАУКЕ
Òåçèñû äîêëàäîâ

Õ ÌåæäóíàðîäíîéX II
íàó÷íîé êîíôåðåíöèè
ìîëîäûõ ó÷åíûõ

2025

Совет молодых ученых

Â ÷åòûðåõ ÷àñòÿõ

×àñòü 2

Áèîëîãè÷åñêèå
è ìåäèöèíñêèå
íàóêè

(Ìèíñê, —1 ñåíòÿáðÿ 2025 ã.)16 8


