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РЕЗЮМЕ

До настоящего времени остаются невыясненными многие звенья патоге-
неза ревматоидного артрита, что  приводит к  неудовлетворительным 
показателям при его терапии.
Цель исследования. Изучение клеток, участвующих в  иммунных реак-
циях, и метаболитов триптофана в суставной сумке при ревматоидном 
артрите.
Материалы и методы. Опыты были проведены на 40 крысах линии Wistar. 
Ревматоидный артрит вызывали внутрибрюшинной инъекцией раствора 
коллагена 2-го типа (Chondrex  Inc., США) в неполном адъюванте Фрейнда. 
На 7-е, 14-е и 21-е сутки в суставной сумке определяли содержание трип-
тофана, кинуренина, 3-гидрокенуринина, L-5-гидротриптофана методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. Клетки с CD3, CD20 и CD68 
в тканях сустава исследовали в эти же сроки стрептавидин-биотин-перок-
сидазным методом. Для определения антител к цитруллин-содержащему 
пептиду использовали иммуноферментный метод. Статистический ана-
лиз проводили с помощью программы Jamovi, версия 2.3.
Результаты. Содержание в суставе клеток, несущих маркеры CD3, CD20 
и  CD68, было высоким при  экспериментальном ревматоидном артрите. 
В тканях сустава также повышается содержание метаболитов трипто-
фана по кинурениновому пути и снижается концентрация метаболитов 
по серотониновому пути. Установлены прямые положительные корреля-
ционные связи клеток с дифференциальными кластерами CD3, CD20 и CD68 
с содержанием метаболитов триптофана по кинурениновому пути и отри-
цательные – с метаболитами серотонинового пути.
Выводы. Клетки, несущие маркеры CD3, CD20 и CD68 и метаболиты трип-
тофана – кинуренин и L-5-гидротриптофан, играют важную роль в пато-
генезе ревматоидного артрита.
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ABSTRACT

To the present day, many links in the pathogenesis of rheumatoid arthritis remain 
unclear, which leads to unsatisfactory results in its therapy.
The aim. To study the cells involved in immune reactions and tryptophan metabo-
lites in the joint capsule in rheumatoid arthritis.
Materials and methods. The experiments were carried out on 40 Wistar rats. Rheu-
matoid arthritis was induced by intraperitoneal injection of a solution of type 2 col-
lagen (Chondrex Inc., USA) in incomplete Freund’s adjuvant. On the days 7, 14 and 21, 
the  content of  tryptophan, kynurenine, 3-hydrokenurinine, L-5-hydrotryptophan 
in the joint capsule was determined using high-performance liquid chromatography. 
Cells with CD3, CD20 and CD68 in joint tissues were studied at the same time using 
the streptavidin-biotin-peroxidase method. We used enzyme-linked immunosorbent 
method to determine antibodies to citrulline-containing peptide. Statistical analysis 
was performed using the Jamovi, version 2.3 software.
Results. The  content of  cells carrying CD3, CD20 and  CD68 markers in  the  joint 
was high in experimental rheumatoid arthritis. In joint tissues, the content of tryp-
tophan metabolites along the kynurenine pathway also increases and the concen-
tration of metabolites along the serotonin pathway decreases. Direct positive cor-
relations of cells carrying CD3, CD20 and CD68 differential clusters with the content 
of tryptophan metabolites along the kynurenine pathway and negative correlations 
with metabolites of the serotonin pathway were established.
Conclusions. Cells carrying CD3, CD20 and CD68 markers and tryptophan metabo-
lites – kynurenine and L-5-hydrotryptophan – play an important role in the patho-
genesis of rheumatoid arthritis.
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ВВЕДЕНИЕ

Ревматоидный артрит (РА) – аутоиммунное заболе-
вание, характеризующееся воспалением, поражающим 
преимущественно синовиальные суставы. Это воспале-
ние обычно возникает из-за увеличения в суставе коли-
чества иммунных клеток, таких как нейтрофилы, макро-
фаги и Т-клетки. Учитывая, что РА включает в себя на-
рушения в иммунной системе, Т- и В-лимфоциты игра-
ют ключевую роль, усиливая иммунный ответ на  соб-
ственные ткани. Дисбаланс между T-хелперами 17 (Th17) 
и T-регуляторными клетками, преждевременное старе-
ние Т-клеток и чрезмерная выработка аутоантител плаз-
моцитами не только усугубляют воспаление, но и уско-
ряют разрушение костей [1].

Хотя лечение противоревматическими препаратами 
контролирует воспаление и уменьшает разрушение ко-
стей, общие показатели ремиссии РА по-прежнему остают-
ся неудовлетворительными. Таким образом, к настоящему 
времени патогенез РА изучен недостаточно, и исследова-
ния в этом направлении являются перспективными [2, 3].

Иммунное микроокружение при  РА способствует 
метаболическому перепрограммированию иммунных 
и стромальных клеток, что приводит к дисфункции и дис-
балансу иммунного гомеостаза. В клеточном метаболиз-
ме происходит переход от статического регуляторного 
состояния к метаболически высокоактивному состоянию, 
а также происходит накопление метаболических проме-
жуточных продуктов, которые в свою очередь могут дей-
ствовать как сигнальные молекулы и ещё больше усугу-
блять воспалительную реакцию. Перепрограммирование 
иммунного метаболизма влияет на функцию иммунных 
клеток и имеет решающее значение для патогенеза РА [4].

Одним из важных направлений исследований при РА, 
возможно, является расшифровка нарушения метаболизма 
триптофана. Известно, что производные триптофана про-
являют иммуномодулирующие свойства, которые могут 
как усугублять, так и облегчать воспаление при РА. При вос-
палительном артрите и связанных с ним заболеваниях ки-
нуренин защищает от развития заболевания, а ингибиро-
вание или удаление индоламин-2,3-диоксигеназы увеличи-
вает его тяжесть. Данные по участию метаболитов трипто-
фана в развитии РА являются довольно противоречивыми 
[5]. В основном при РА изучались изменения в иммуните-
те в крови и синовиальной жидкости. Было бы интересно 
выяснить, какие изменения происходят на уровне сустава.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение клеток, участвующих в иммунных реакци-
ях, и метаболитов триптофана в ткани суставной сумки 
при ревматоидном артрите.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование было проведено на 40 крысах линии 
Wistar, средний возраст особей – 18–20  недель, вес  – 

200–300 г. В ходе эксперимента животные были разде-
лены на четыре группы, три из которых – эксперимен-
тальные, последняя – интактная. В начале исследования 
каждому животному экспериментальных групп была 
выполнена внутрибрюшинная инъекция раствора кол-
лагена 2-го типа (Chondrex Inc., США) в неполном адъ-
юванте Фрейнда. Это стандартный вариант, использу-
емый, чтобы вызвать экспериментальный ревматоид-
ный артрит [6].

Животные содержались в стандартных условиях ви-
вария, оборудованного в соответствии с санитарными 
требованиями № 1045-73 от 06.04.1973, получали стан-
дартный корм и  воду без  ограничения. Эксперимент 
проводили на минимальном количестве животных в со-
ответствии с требованиями «Международных рекомен-
даций по проведению биомедицинских исследований 
с  использованием животных», принятыми Междуна-
родным советом медицинских научных обществ (CIOMS, 
Council for International Organizations of Medical Sciences) 
в 1985 г. По окончании эксперимента животных умерщ-
вляли передозировкой фторотанового наркоза. Иссле-
дование было одобрено локальным этическим комите-
том ФГБОУ  ВО «Читинская государственная медицин-
ская академия» Минздрава России (протокол №  124 
от 10.11.2022).

Выведение животных из эксперимента осуществля-
ли на 7-й, 14-й, 21-й дни, далее осуществляли забор мате-
риала (суставы с околосуставными тканями) на иммуно-
гистохимическое исследование. Оценку содержания ме-
таболитов триптофана у животных, выведенных из экс-
перимента, выполняли путём забора хрящевой ткани 
в области коленных суставов. Затем осуществляли гомо-
генизацию при помощи гомогенизатора TissueLyser LT 
(QIAGEN, Германия). В тканях определяли содержание 
триптофана (TRP), кинуренина (KYN), 3-гидрокенуринин 
(3НKYN), L-5-гидротриптофана (5HTRP) методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с флуориме-
трической и спектрофотометрической детекцией.

Иммуногистохимическое окрашивание проводили 
стрептавидин-биотин-пероксидазным методом. Срезы 
всех исследуемых групп окрашивали кроличьими мо-
ноклональными антителами (SP7) (Abcam, 16669, Вели-
кобритания) в  разведении 1:100. Парафиновые срезы 
толщиной 3–5 мкм погружали в ксилол для удаления па-
рафина. Дегидратацию проводили в спирте убывающей 
степени, а затем дважды промывали дистиллированной 
водой в течение пяти минут. Эндогенные пероксидазы 
блокировали применением 5%-й перекиси водорода 
в течение 10 минут. Извлечение антигена и разведение 
антител проводили в соответствии с инструкциями про-
изводителя. Срезы инкубировали с первичным антите-
лом (к CD3, к CD20, к CD68) в течение 60 мин при 25 °С, за-
тем промывали и вновь инкубировали в течение 30 мин 
с  биотинилированным вторичным антителом. В  каче-
стве хромогена использовали 3,3'-диаминобензидин 
(Dako, Glostrup, Дания) при pH = 7,0 в течение 3 минут. 
Срез отрицательного контроля из каждой группы инку-
бировали с  фосфатно-солевым буфером без  добавле-
ния первичных антител. Экспрессию антигенов опре-
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деляли на 100 клеток в 10 полях зрения в зоне гистоло-
гических изменений.

Для  определения антител к  цитруллин-содержа-
щему пептиду (АЦЦП) использовали иммунофермент-
ный метод.

Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы Jamovi, версия 2.3. Перед началом анализа вари-
ационные ряды тестировались на нормальность при по-
мощи критерия Шапиро – Уилка. Учитывая распределе-
ние признаков, отличное от нормального, полученные 
данные представлены в виде медианы с межквартиль-
ным интервалом (25-й;  75-й  перцентили). Сравнение 
количественных признаков выполняли с применением 
критерия Краскела – Уоллиса (H). При наличии статисти-
чески значимых различий с учётом поправки Бонферро-
ни проводилось попарное сравнение с помощью крите-
рия Двасса – Стила – Кричлоу – Флигнера. Корреляцион-
ная зависимость определялась с использованием ран-
говой корреляции Спирмена. Во всех случаях различия 
считали статистически значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Вначале мы определили концентрацию специфич-
ного белка для РА – АЦЦП. Считается, что на 7-й день 
развивается острый процесс, а  к  21-м суткам насту-
пает его  хронизация [6]. У  интактной группы АЦЦП 
не определялся, а у опытной группы он имел следую-
щие значения: на 7-й день – 0,368  [0,284; 0,456] нг/мл; 
на 14-й день – 0,513 [0,435; 0,581] нг/мл; на 21-й день – 
0,561  [0,485;  0,643]  нг/мл. Причём статистическая зна-
чимость различий в значениях 7-х и 21-х суток состави-
ла р < 0,05. Таким образом, чем более длительным было 
воспаление, тем выше было содержание АЦЦП.

Затем мы  изучили изменения содержания диффе-
ренциальных кластеров антигенов СD в суставной сум-
ке при РА (табл. 1).

Нами показано, что на 7-е сутки в ткани сустава рез-
ко возрастает число мононуклеаров, несущих маркеры 
дифференцировки: CD3 (характеризует Т-лимфоциты), 
CD20 (поверхностный антиген В-лимфоцитов) и CD68 (ан-
тиген макрофагов). Их высокая численность сохраняется 

и когда процесс переходит в хроническую стадию. При-
чём антиген, характеризующий В-лимфоциты и макро-
фаги, статистически значимо повышается при переходе 
острого воспаления в хроническое (р < 0,05).

С патогенезом РА связано большое количество раз-
нообразных клеточных реакций, которые включают ак-
тивацию воспалительных клеток, экспрессию различных 
цитокинов, локальных факторов роста и  ангиогенеза.  
Т- и В-лимфоциты, нейтрофилы и макрофаги в основном 
присутствуют в синовиальной ткани и генерируют вос-
палительные, а также деградирующие молекулы, кото-
рые разрушают внеклеточный матрикс хрящей и костей 
[7]. Нарушение аутотолерантности и активация антиген-
специфичных Т-клеток антигенпрезентирующими клет-
ками, особенно дендритными клетками, является реша-
ющим этапом в развитии аутоиммунных заболеваний [8].

В-клетки могут участвовать в патогенезе ревматоид-
ного артрита несколькими способами, такими как про-
дуцирование аутоантител и стимулирование Т-клеток, 
выработка провоспалительных и противовоспалитель-
ных цитокинов [9]. Воспалённые суставы характеризуют-
ся тяжёлым синовитом и эрозией прилегающих хрящей 
и костей [10]. Одной из причин повреждения тканей яв-
ляется обилие провоспалительных цитокинов, секрети-
руемых нейтрофилами, и аутоантител, вырабатываемых 
плазматическими клетками [11, 12].

Остеокласты, происходящие из  моноцитарно-ма-
крофагальной линии предшественников гемопоэтиче-
ских стволовых клеток костного мозга, являются един-
ственными клетками организма, резорбирующими 
кость. Обычная дифференцировка остеокластов требу-
ет передачи сигналов колониестимулирующего факто-
ра макрофагов и рецептора-активатора лиганда ядерно-
го фактора каппа-B (RANKL, receptor activator of nuclear 
factor kappa-Β ligand). РА является наиболее распро-
странённым системным аутоиммунным заболеванием 
и  воспалительным артритом, характеризующимся де-
струкцией костей. Костно-резорбирующие клетки в выс-
шей степени функционально гетерогенны и  происхо-
дят из различного остеокластогенеза. Разрушение ко-
сти, связанное с РА, включает как обычные остеокласты, 
индуцируемые RANKL, так  и  остеокласты, индуцируе-
мые провоспалительными цитокинами (фактором не-
кроза опухоли α (TNF-α, tumor necrosis factor α) и интер-

Кластеры
Интактная группа 7-е сутки 14-е сутки 21-е сутки

1 2 3 4

CD3, % 6,0 [4,75; 8,00] 21,5 [18,8; 26,8]* 26 [21,0; 31,0] 23,5 [17,8; 31,3]**

CD20, % 4,0 [3,00; 6,25] 19,0 [13,0; 22,3]* 18 [16,0; 24,0] 30,5 [23,8; 36,0]**

CD68, % 5,5 [4,00; 7,00] 16,5 [12,8; 20,3]* 23 [18,0; 31,0] 35,5 [26,8; 51,3]**
Примечание. * – различия между 1-й и 2-й группами статистически значимы при р < 0,05; ** – различия между 1-й и 4-й группами статистически значимы при р < 0,05.
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лейкином (IL) 6), что в итоге вызывает чрезмерное раз-
рушение костей [13].

В следующей серии экспериментов мы изучили из-
менения в суставе в обмене аминокислоты триптофана 
при экспериментальном РА.

Нами установлено, что при экспериментальном РА 
повышается содержание метаболитов триптофана по ки-
нурениновому пути – KYN и 3НKYN, в то же время сни-
жается концентрация метаболитов по серотониновому 
пути – 5HTRP (табл. 2).

Начальная стадия заболевания РА связана с измене-
ниями иммунной системы с последующей выработкой 
аутоантител, нацеленных на  модифицированные соб-
ственные эпитопы [14]. Фундаментальной аномалией 
при РА является неадекватный рост иммунных и стро-
мальных клеток, что предъявляет высокие метаболиче-
ские требования для выработки энергии и биосинтети-
ческих предшественников. Накапливающиеся данные 
свидетельствуют о  важной связи между РА и  метабо-
лизмом аминокислот, в частности TRP. TRP – незамени-
мая аминокислота, является предшественником синтеза 
белка и образования нескольких молекул, участвующих 
в фундаментальных биологических процессах. Большая 
часть TRP метаболизируется по кинурениновому пути, 
а оставшийся превращается в серотонин и мелатонин 
по серотониновому пути. В настоящее время установ-
лено, что кинурениновый путь является важным регу-
лятором функции иммунной системы. При  этом мета-
болиты TRP могут как усугублять, так и тормозить раз-
витие РА [15].

TRP вступает в серотониновый путь, когда фермент 
триптофангидроксилаза превращает эту незаменимую 
аминокислоту в 5HTRP, который затем последовательно 
превращается в серотонин, мелатонин и другие метабо-
литы. Снижение их концентрации приводит к усилению 
воспаления при РА. Возможное угнетение серотонино-
вого пути объясняет серьёзные депрессивные расстрой-
ства, встречающиеся у пациентов с РА [16].

Нами выявлены статистически значимые положи-
тельные связи числа мононуклеаров с CD3, CD20, CD68 
маркерами дифференцировки и уровнем KYN (r = 0,754, 
p < 0,05; r = 0,776, p < 0,05; r = 0,691, p < 0,05 соответствен-
но). Также обнаружены отрицательные связи числа CD3-, 

CD20-, CD68-позитивных клеток с концентрацией 5HTRP 
(r = –0,345, p < 0,05; r = –0,292, p < 0,05; r = –0,415, p < 0,05 
соответственно). Прямые положительные корреляции 
численности популяции мононуклеаров с содержани-
ем метаболитов триптофана в гомогенатах тканей сино-
виальной оболочки суставов по кинурениновому пути 
свидетельствуют о важной роли обмена TRP в патологи-
ческих процессах при РА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При  экспериментальном РА число CD3-, CD20- 
и CD68-позитивных клеток сохраняется на высоком уров-
не в ткани сустава на всём протяжении заболевания. Так-
же в суставе повышается содержание метаболитов трип-
тофана – KYN, 3НKYN – и снижается концентрация 5HTRP. 
Имеются выраженные корреляционные связи между ко-
личеством Т- и В-лимфоцитов, макрофагов и метаболи-
тами TRP на всех этапах развития индуцированного РА.
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