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Впсрные разработан способ 1’.<1лучений каглчогй։нв(х цнгокинов при 
помощи вирусных индукторон. На моделях эксплантатов эмбрионально
го миокарда н изолированного сердца изучено дсйстяис ьарлногеиных 
цитокинов на частоту и амплитуду сокращений.

bll ff ntl) fl i[w Л //t uyi<z><:<.l/rb flf.u.nlifrt/lihfl. rrpnbfl .пуг/п/Л Lit upc/.(. J ljU/Ъ... ]j.</ 
fffipft’f'j' t.^l{nib4/tjn/l>juib h lill/mpuiliiuti jiult .(рч..

Cardiogeu cylokln, having ii։flue:n e on Hie electronic гкчлду .J con ъ 
Поп of hear։ muscJc cells nrc inducted

Функции сердца—цнтокинм—лимфокины.

Успехи, достигнутые за последние годы у области изучения медиаторов 
клеточного иммунитета, способствовали ряду открытий, имеющих 
большое значение для теоретической и практической медицины. В 
частности, выделены, охарактеризованы и ^классифицированы лимфо- 
кииы человека и животных, изучены механизмы их действия на 
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клетки—.мишени и. что особенно важно, разработаны принняииа.тыи. 
новые способы лечения заболевании, в патогенезе которых сущест
венную роль играют иммунные механизмы (4 9].

!л) данным второго собрания Британской группы но изучению 
лимфокинов и цитокинов [3], последние представляют группу клеточ
ных .регуляторов, которые продуцируются различными клетками и 
ткшям;: и играют решающую рэп, пр i фи.шоло!ичсских и патофизио
логических реакциях.

В доступной нам литературе мы ис нашли сведений относительно 
вырабс-ткн । нтокимов кардком1Ю’нпами животных и человека.

С целью изучения функциональных свойств кардиогенных цито
кинов и инотропных лимфокинов нами начиная с 1984 гола прово
дились экспериментальные исследования, конкретные задачи которых 
сводились к следующему:

1) выяснить возможность выработки кардиогенных цитокинов у 
интактных животных с помощью вирусных индукторов;

2) изучить действие кардиогенных цитокинов на эксплантаты 
эмбрионального миокарда, изолированного сердца лягушки и сердца 
крыс in vivo;

3) исследовать влияние кардиогенных цитокинов на миграцию 
немышечных клеток и инотропных лимфокинов на частоту и ампли 
тулу сокращений эксплантатов эмбрионального миокарда и изолир:՛.' 
ванного сердца.

.'Интерна.; м методика. Для получения кардиогенных питокипон чсаользоивли 
50 беспородных крыс массой 150—180 т. Исходя из того, чти 11ёкбт6рыр unpyri.i и 
микроорганизмы стимулируют .кнтез лимфокинов и цитокинов [8], мы использина- 
-1И вакцины вирусов эпидемического паротита и гриппа. любезно предоставленные 
ном чз.-корр АН Армении Ю. Т. Алексаняном

Вакцины в двойной юзе вводили внутрибрюшинно интактным животным Через 
3 для под общим обезболивающим эфирным наркозом кр->՜՝ 336uiia.ni. извлекали серд
це и помещали в чашки Петри с теплым физиологическим раствором же его
ножницами разделяли па 4 части, хорошо промыи.члв и :?>м iili.i:; но флаконы. содер
жащие 4 мл среды 199 I- 15՛,, •ной телячьей сывороткой Затем флаконы нич.бн 
na.iii в термостате при 37 . Через 24 ч из ких удаляли кусочки ердца. л шт.-геи,- 
пум) среду центрифугировали 15 мин в режиме 3000 об/мин. Затем пипеткой от.-д.ы- 
вали надо.-5.10411710 жидко-, ть переносили и другие флаконы. В ряде с.г, аез (10 
опытов) кусочки сердца инкубировали в среде 199. не содержащей телячьей сы
воротки.

Для контрольных исследований использовали супернатанты, полученные п; 
кубаони кусочков сердца 15 интактных крыс. Вее процедуры проводи..п в rcpi՛. ль- 
ныХ условиях, используя стерильную, химически мктую посуду.

Функцию цитокинов изучали нл 4 моделях опытов in vitro и in vivo :i жг- 
плантлтзх .мбрноналикого сердца кур, нл изолирован пом сердце лягушек. па мигра
ции псмы1пе-п1ых клеток при помощи непрямого теста торможеип.: миграции .ншко- 
цнтов и на сердце интактных крыс.

I! пользовали куриные эмбрионы 6 10-,гневной инкубации пь описанному мг:о 
АУ [I) Изолированное сердце лягушек получали ио Штраубу Игвытусмыс раство
ры вводили после замены раствора Рингера в объеме 0,5—1 мл. При этом чистоту и 
амплитуду сокращений, полученных при замене раствора Рингера н среде с кардяоген 
нымн цитокинами, сравнивали как с исходными величинами, так геми показа
телями, которые получали при замене раствора Рингера культурально։։ ср՛. юн кулач
ков сердца интактных крыс и иммунизированных крыс, сердце которых инкубирова
ли в бегеывороточной среде.
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При определении действия кардиогенных цитокинов на веы.ышечныс клетки и 
непрямом тесте торможения миграции (2] использовали лейкоциты периферической 
крови больных ИБС

Опыты я; с-гдо проколилн на беспородных крысах массой 15(1—2(10 грамм П».՛։ 
урегая-хлорплозовы.м наркозам (вводили внутрибрюшинно, па расчета 1 и 50 мг/кс 
соответственно) животных переводили пл |1.хусстйеш։ое дыхание и в бедренную ве
ну вставляли кг.нюлн։ д.'Щ введения испытуемых растворов. Параметры ЭК,Г опре
деляли на электрокар шсифзфе ЭЛКА Р-2 во втором стандартном отведении.

Миотропные .щмфокины. и частности, фактор, угнетающий миграцию лейкоци
том, нолучалп из супернатанта культуры лейкоцитов периферической кропи больных 
ПБС. ннкубироваиных я течение 24 ч с антигеном, приготоаленным из миокарда. 
Как правило, донорами .к-нкоитов лужнлн больные, имеющие положительные ре
зультаты теста торможения миграции лейкоцитов

Для изучении сокращения эксплантатов эмбрионального миокарда выбраны сле
дующие варианты опыта I инкубация эксплантатов а среде 199 (контроль); 2 ин- 
кубанпн 'яспллнтатов и культуральной среде при добавлении супернлтантог.. получен
ных '.аг.ле 24 ч инкубации кусочков сердца интактных животных (45 оп’-ггон) к нм- 
мунщщрованных вирусными вакцинами (75 опытов); 3. инкубации в культуральной 
< рс,.г при .'обанлеплн супернатантов, полученных при инкубации лейкоцитов больных 
ПБС (30 опытов)

Для нселсдоаппий на сердце лнгушек я к|>ы. также щпюльзиввны указанные ва
рианты

Результаты и обсуждение. Изучение электрограмм сокращений 
эксплантатов эмбрионального миокарда кур показало, что при внесе- 

। ш в культуральную среду супернатанта, полученного из культураль
ное килкости кусочков сердца интактных крыс, нс происходит сущест
венных изменений частоты и амплитуды сокращений. Лиш։, через 
30 мни после добавления супернатанта наблюдается некоторое паде
ние частоты сокращений (рис. 1а). Из поставленных 45 опытов лишь 
в о случаях нс зарегистрировано снижение частоты сокращений 
эксплантатов миокарда кур, что составляет 11,1%. При добавлении 
в культуральную среду супернатанта, полученного при 24-часовой 
инкубации кусочков сердца, иммунизированных вирусными вакцинами 
крыс (в объеме 0,5 мл), на электрограммах (сразу после добавления) 
регистрируется урежем не частоты сокращений. Спустя 10 .мин выявляе
тся также уменьшение амплитуды сокращений. Через 20 мин описан
ные изменения нарастают и к 30 минуте полностью прекращается 
сокращение эксплантатов (рис- 16).

Следует отметить, что во всех случаях использования суперна
тантов, полученных после 24-часовой инкубации кусочков сердца 
иммунизированных животных в среде, содержащей 15% телячьей 
сыворотки, результаты оказались однозначными—прекращение сокра
щений.

При использовании супернатантов, полученных из бессывороточ- 
ной культуральной среды, в которой инкубировались кусочки сердца 
иммунизированных животных, в большинстве случаев не отмечалось 
прекращения сокращений эксплантатов сердца кур (из 30 опытов 
прекращение сокращений зарегистрировано лишь в 3 случаях). Через 
10 в 20 мин регистрировалось некоторое нарушение частоты и сокра 
щений, которые, однако, нс прекращались к 30 минуте.
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Анализ механограмм изолированного сердца лягушки на фон.՛ 
нормальных спонтанных сокращений выявил угнетение амплитуды 
н изменение ритма при смене раствора Рингера иа супернатант, полу 
ченнын ив культуральной жидкости кусочков серии интактных живот
ных, инкубированных 24 ч при 37՜’. После промывки раствором Рин 
гора во всех 17 опытах наблюдалось постепенное самоегои։ельио< 
восстановление амплитуды и частоты сокращений (рис. 2а) Па

Рис ! а. Электрограмм?։ сокращении эксплантатов эмбрионального яно 
карда кур б—в-дж/пнои инкубации. I и V: <щц- •.••ку иц՛? !:։’:; 2—добзв 
яениг культура ыюй жндкгг.-гн сердец пчтлктних кри: л объеме 0.5 мл: 
З^гёрез 10 •дни. 4—через 20 мял: 5—чирёз 31՝ мш>—наблюдается пеки

ТОрИС ММСД.ИЯ1111՛ С(1КрДЩп!Н։Й
б. Электрограмма сокращений эксплантатов чмбрисиыльноп миокарда 
кур б—З-днейяон инкубации I исходи ио сокращения: 2—доблз.нщп։՛ 
культуральной жидкости сердца крысы, кммуцнз։|ро&а|щбй вакппг.ой эпл 
лсмнчеекогп паротита (0.5 мл): 3 -через 10 мин: 4 черед 20 мни: 5 чс 

ре.ч 30 мни Наступает полная останоикз сокращений кардном иоцитов.

фоне нормальных сокращений замена раствора Рингера супернатан
том, полученным при инкубации кусочков сердца иммунизированных 
крыс (в среде, содержащей 15% телячьей' сыворотки), приводила к 
мгновенной остановке сердца. Длительное время не регистрировались 
даже сокращения предсердий. Восстановление нормального сокращения 
достигалось лишь после многократных промывок сердца питатель
ным раствором Рингера.

Следует отметить, что накпина вируса эндемического паротита 
и противогриппозная вакцина проявляли одинаковую активность, инду
цируя выработку кардиогенных цитокинов из кусочков сердца, инку
бированных в сывороточной среде (рис. 26. в и рис. 3).

При замене раствора Рингера супернатантом культуры лейкоци
тов бальных ИБС, инкубированных с антигеном миокарда, наблюла 
лось резкое нарушение частоты (уменьшение) н амплитуды сокраще
ний (во всех 12 опытах). Исходные параметры сокращений регистри
ровались лишь после многократной промывки сердца питательным 
раствором Рингера.
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В опытах на наркотизированных крысах (in vivo) внутривенно՝.՛ 
введение супернатанта (полученного после 24-часовой инкубации 
кусочков сердца интактных крыс в сывороточной среде) даже в объеме 
5 мл не приводило к изменению электрических параметров сердца

Р »е. 2 Р.п՛ з
Риг 2. Механограммг сокращении изолированного по Штраубу сердца 
лягуажл. .ч ня фоне исходных нормальных сокращений вознпьноиепш՛ 
угнетении амплитуды и изменения ритма при полной замене раствора 
Рингера ьулыуралыгий жидкостью кусочков . йтакг юго сердце криеы- 
И. С I мл (контрольные опыты) Показано пи.тслснное самопроизволь
ное восстановление амплитуды в печелнопеипс брадикардии, «осле про

мывания раствором Рингера
6} полная кпетолия (остановка .срдца) после замены рагтпра Рингера 
ку..ь:уралыюн жидкостью сердца животного, иммупи г.՛) на вакщь 
ной гриппа (в. г. । мл). Длительное время отсутствуют ..иже сокращения 
.;ри,..ч.-р,;ий Ритм :՛ амплпту.:! сердечных -.’окращений ао.Стднаглнваклч'я 
П'Лы. । после многократной промывки сердца н.'.т.т и-лысым раствором

Рнлгера.
Р I. 3 Утнеюнпе сокращений ии>.я|ропаино|<» сердца лягушки после пол
ной Ы.МСН1. раствора Рингера культуральной жидкостью сердца интакт- 

живоп.игч (И С. I мл) и постепенное восстанонление :п:п пул՛.՜ и
[.■:мп г.1К!< Н1.Ч1ПН. Полная асистолия после введения ку. ьтурдльпой ж г- 
кости сер щп •»՛ и.ы пммуничгтргншяной вакциной паротита (з п I м. 
и посс:;н|0влел1ц- амплитуды с ритма только после многократных про

мываний сердца раствором Рингера.

в точение 60 мин наблюдения. В то же время ведение супернатанта 
(полученного через 24 ч после инкубации кусочков сердца вакцини
рованных крыс в сывороточной среде) сопровождалось резкими изме
нениями ЭКГ параметров, вплоть до полной остановки сердца. При 
этом наблюдалось снижение комплекса 1?8Т ниже изоэлектрической 
линии, уширение комплекса ношпу блокады, нарушение коро 
парного кровообращения, появление суправентрикулярной экстра
систолии, выпадение нескольких желудочковых комплексов, резкое 
замедление ритма сокращений сердца и наступление полной асисто
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лии на фоне синоаурикулярной блокады. Сходные результаты были 
получены во всех 13 опытах этой серим

Проведенные ■исследования показали, что после иммунизации 
животных вирусными вакцинами их миокард в условиях in vitro 
выделяет в культуральную жидкость цитокины, которые оказывают пря
мое действие на кардаомиоднты и изменяют их функцию. Естественно 
возник вопрос: будут ли эти кардиогенные цитокины ока ։ывать по
добное действие на сократительные структуры нсмышечных клеток? 
Для получения ответа на поставленный вопрос были поставлены 
ill vitro две серии экспериментов с использованием непрямого госта 
торможения миграции лейкоцитов. Во всех случаях в качестве тест- 
культуры использовали лейкоциты периферической крови больных 
ИБС, давших положительные результаты при прямом тесте пнгиби 
ринания миграции в присутствии сердечного антигена

В первом серии в культуральную жидкость (80 камер) добавляли 
супернатанты, полученные из инкубационной среды, в которой сердеч 
ный антиген вызывал угнетение миграции клеток Контрольные камеры 
(80 опытов) инкубировали только со средой 199. Во второй серии экс
перимента (80 камер) в культуральную жидкость добавляли кардио 
генные цитокины.

Анализ результатов исследований обеих серий показал, что кардио- 
репные цитокины аналогично фактору, угистаюшемх миграцию лейко
цитов. также подавляют миграционную способность лейкоцитов; Так. 
и первой серии опытов угнетение миграции выявлено в 72. во второй— 
в 68 случаях.

Таким образом, суммируя результаты проведенных исследований, 
можно заключить, что вод влиянием вирусных вакцин кардпомио- 
питы ֊иммунизированных животных приобретают способность к выра
ботке веществ, которые влияют па их сократительную Способность 
и электрофизиологическую активность.

Выделение, очистка этих субстанций. изучение условий их продух 
ин. определение конкретных индукторов, а также получение антисыво

роток или моноклональных антител к ним откроют новые перспективы 
для ранней диагностики, лечения i профилактики сердечно-сосудистых 
заболеваний и выяснения причин их развития.

ЛИТЕРАТУРА

1. Львоа М. В. Днсс. канд.. Ереван, 1971.
2. Филлит Г. В кн.: Клиническая иммунология сердца. 9 М, 1984,
3. BalkwlU F. !{., Burke F. Immunol. Today, 10, 9. 229. 1989
4. Dodet B. Blo'utur.. 27-29. 31. 39. 1986.
. Ferrer J. J., Beniamin W. P.. Cheng !... /-’«r-jo/.՛ B. .4. .Ann֊ Rep: Med. Chern.. 

19. Orlando e. a„ 191. 1984.
6. Her mans H., Dillen C., Dijkmans R„ Grau G., BUliau .4. Lvmohokine Kes., -S’, 3 

329. 1989.
7. Malkavsky M.. Sondel P. Л1., birouer Д., Dalgleish A. G. {‘.Jin. and Exp. Immu

nol.. 74, 2. 151, 1988.
8. Sautes C.. Fridman W. 11. Rev. Pcdial. 2 J. 6, 237, 1989.
9. Tsunoda P., Corntann .V.. Heinen F.. Onoiaki K., Coolie P . Akiyama Y. et a! _ 

Immunol. Let!.. 22. 2. 129, I9S9.
Поступило 19.XIJ 1990 r.

99


	94
	95
	96
	97
	98
	99

