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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 
CCL – хемокиновый лиганд 

CCR – хемокиновый рецептор 

EAE – экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит 

FDC – фолликулярная дендритная клетка 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

HEV – венулы высокого эндотелия 

IFNg – интерферон g 

IL – интерлейкин  

ILC – лимфоциты врожденного иммунитета 

LT – лимфотоксин  

LTi – клетки-индукторы образования лимфоидной ткани (lymphoid tissue inducer cells) 

LTin – клетки-инициаторы образования лимфоидной ткани (lymphoid tissue initiator cells) 

LTβR – лимфотоксин-β рецептор 

MHC – главный комплекс гистосовместимости (major histocompatibility complex) 

MOG – миелин-олигодендроцитарный гликопротеин 

NIK – NFkB-индуцирующая киназа 

NO – оксид азота 

ROS – активные формы кислорода 

TH – T-хелпер  

TEC – тимусная эпителиальная клетка 

TNF – фактор некроза опухоли 

TNFR – рецептор фактора некроза опухоли 

Treg – регуляторная Т-клетка 

АПК – антиген-презентирующая клетка 

ГЭБ – гематоэнцефалический барьер 

моДК – моноциты, дифференцирующиеся в эффекторные дендритные клетки 

ПБ – Пейеровы бляшки 

РС – рассеянный склероз 

ТЛО – третичные лимфоидные органы 

ЦНС – центральная нервная система  
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ВВЕДЕНИЕ 
Актуальность и степень разработанности темы исследования 

Лимфотоксин (LT) – цитокин суперсемейства фактора некроза опухоли (TNF), открытый 

более 50 лет назад, причем гены для обоих цитокинов были клонированы одновременно 40 лет 

назад. Несмотря на то, что лимфотоксин и TNF обладают сходствами в биологической активности, 

годы исследований, в первую очередь на генно-модифицированных мышах, показали, что 

лимфотоксин имеет уникальные, не перекрывающиеся с TNF, функции в организме. Более того, 

лимфотоксин может существовать как в растворимой гомотримерной форме (LTα3, далее LTα), так 

и в мембраносвязанной гетеротримерной форме – LTα1β2 (далее memLT, или LTβ). Для 

исследования биологически значимых эффектов системы цитокинов TNF/LTα/LTβ были 

сконструированы мыши с полной или клеточно-специфичной инактивацией соответствующих 

молекул. Анализ фенотипа этих мышей позволил охарактеризовать физиологическую роль 

лимфотоксинов α и β, которая заключается в формировании и поддержании архитектуры 

лимфоидных органов, а также регуляции иммунного ответа. В дальнейших исследованиях было 

показано участие лимфотоксинов α и β в патогенезе аутоиммунных заболеваний, в основном за 

счет индукции формирования третичных лимфоидных органов – эктопических лимфоидных 

структур, образующихся в очагах хронического воспаления LTβR-опосредованным путем. Эти 

результаты послужили толчком для создания терапевтических препаратов, блокирующих 

сигнальный путь, опосредованный лимфотоксинами α и β, однако в клинических испытаниях ни 

один из исследованных препаратов не показал клиническую эффективность, что может указывать 

как на неоднозначную роль лимфотоксинов в патогенезе аутоиммунных заболеваний, так и на 

необходимость разработки новых вариантов фармакологических блокаторов. 

Стоит отметить, что изучение функций лимфотоксинов α и β как в норме, так и при 

патологии является непростой задачей. Во-первых, конструирование нокаутных мышей 

усложняется близким расположением генов, кодирующих TNF, LTα и LTβ, что затрудняет 

прицельное удаление соответствующих генов без затрагивания регуляторных участков соседних 

генов. Во-вторых, лимфотоксины характеризуются несколькими модальностями передачи сигнала 

– от растворимого гомотримера LTα или мембранного гетеротримера LTβ, с участием минимум 

трех рецепторов, а именно TNFR1, TNFR2 и LTβR. В-третьих, лимфотоксины продуцируются 

различными клетками лимфоидного происхождения – лимфоцитами врожденного иммунитета типа 

3 (ILC3), Т- и В-клетками. В-четвертых, при инактивации генов Lta или Ltb мыши не развивают 
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лимфатические узлы и Пейеровы бляшки, что затрудняет изучение функций лимфотоксинов в 

различных экспериментальных in vivo моделях аутоиммунных заболеваний.  

В настоящей работе использовано несколько подходов к изучению иммунобиологии 

лимфотоксинов в норме и в модели экспериментально индуцированного аутоиммунного 

заболевания: 1) работу проводили, используя линию мышей с полной инактивацией гена Lta (т.е. 

гена, кодирующего субъединицу, присутствующую в LTα и в memLT; без разграничения 

индивидуальных вкладов растворимого гомотримера LTα или мембранного гетеротримера LTβ) и 

интактной экспрессией TNF, 2) результаты, полученные на мышах с генетическим удалением 

лимфотоксинов, были подтверждены независимо в экспериментах с фармакологической 

блокировкой LTα), 3) был установлен невырожденный вклад различных клеточных источников 

лимфотоксинов в патогенез экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита (ЕАЕ) – 

мышиной модели рассеянного склероза (РС), развитие которого напрямую не зависит от наличия 

лимфатических узлов. 

 

Целью настоящей работы было определение нейроиммунных, а также некоторых 

гомеостатических функций молекулярных форм лимфотоксина α. 

   

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи:  

1. Определить роль лимфотоксина α в поддержании гомеостаза кишечника и дифференцировке 

миелоидных клеток in vitro.  

2. Изучить роль лимфотоксина α в патогенезе экспериментального аутоиммунного 

энцефаломиелита с применением полной генетической и фармакологической инактивации 

лимфотоксина α. 

3. Создать мышей с тканеспецифичным удалением Lta в CD19+ В-клетках 

4. Изучить вклад молекулярных форм лимфотоксина α, производимых ILC3, Т- и В-клетками, 

в развитие экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита.   

 

Научная новизна работы 

 Работу проводили на панели уникальных генетически модифицированных мышей с полным 

или тканеспецифичным удалением Lta (т.е. без разграничения индивидуальных вкладов 

растворимого гомотримера LTα и мембранного гетеротримера LTβ), в результате чего были 

установлены некоторые новые аспекты иммунобиологии лимфотоксинов. Так, на Lta-дефицитных 

мышах с нормальной продукцией TNF миелоидными клетками показано, что полное удаление Lta 



 7 

влияет на поддержание гомеостаза ILC3 в тонком кишечнике взрослого организма и на 

дифференцировку миелоидных клеток в моноциты in vitro, что, по-видимому, опосредовано TNF-

подобной функцией растворимого лимфотоксина. На этих же мышах было обнаружено, что 

вопреки имеющимся в литературе данным, генетическая инактивация лимфотоксина альфа не 

влияет на клинические симптомы ЕАЕ. Было установлено, что мыши с дефицитом Lta в ILC3 

развивают сильные симптомы ЕАЕ, скорее всего, за счет увеличения инфильтрации IFNγ-

продуцирующих Т-клеток и моноцитов, дифференцирующихся в эффекторные дендритные клетки, 

в центральную нервную систему (ЦНС). Экспериментально доказано, что инактивация Lta в Т-

клетках усугубляет динамику развития ЕАЕ путем контроля прайминга антиген-специфичных Т-

клеток во вторичных лимфоидных органах. Впервые показано, что молекулярные формы 

лимфотоксина α, продуцируемые В-клетками, играют ключевую роль в патогенезе модели ЕАЕ, 

опосредованной аутоантителами. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

 Представленные результаты комплексного исследования имеют важное значение как для 

фундаментальной иммунологии и понимания молекулярных механизмов регуляции цитокинов 

суперсемейства TNF, так и для возможного объяснения неэффективности блокаторов сигнальных 

путей, опосредованных лимфотоксином, в клинических испытаниях. Так, на фоне дефицита LTα 

выявлено значимое увеличение доли ILC3 в тонком кишечнике и уменьшение дифференцировки 

миелоидных клеток в моноциты in vitro, что важно для прогнозирования возможных побочных 

эффектов при применении этанерцепта, блокатора TNF/LTα, в терапии аутоиммунных заболеваний. 

В ходе работы были объяснены противоречия с ранее опубликованными результатами других 

авторов, касающихся функций лимфотоксинов в гомеостазе и в патогенезе рассеянного склероза, 

экспериментально индуцированного в мышах. Полученные данные о вкладе молекулярных форм 

лимфотоксина α, продуцируемых разными типами иммунных клеток в патогенез ЕАЕ, в 

значительной степени расширяют наше понимание молекулярных механизмов патологии 

нейровоспаления в контексте РС, а также демонстрируют разделение функций лимфотоксина α в 

трех модальностях: 1) в зависимости от клеточного источника, 2) во времени и 3) в локализации. 

Более того, результаты работы являются предпосылкой к переосмыслению возможности 

терапевтического применения блокаторов лимфотоксинов, в частности, рассмотрению 

фармакологической блокировки молекулярных форм лимфотоксина α, прозиводимых Т-клетками, в 

качестве подхода для избирательного таргетирования этого цитокина в контексте аутоиммунных 

заболеваний. Наконец, полученные данные дают основание предположить, что в случае 
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аутоантитело-ассоциированного подтипа рассеянного склероза, В-клетки, экспрессирующие 

молекулярные формы лимфотоксина α, могут рассматриваться в качестве потенциальной 

иммунотерапевтической мишени.  Однако еще предстоит выяснить индивидуальный вклад 

мембраносвязанной и растворимой форм лимфотоксинов. 

 

Объектом исследования были мыши с полным удалением генов, кодирующих лимфотоксин α, 

TNF или TNFR1, а также мыши с тканеспецифичным удалением гена, кодирующего лимфотоксин 

α, в ILC3 (RORγt+), Т-клетках (CD4+) и В-клетках (CD19+) в возрасте 8-12 недель, полученные на 

генетической основе C57BL/6. Экспериментальные группы формировали с участием мышей обоих 

полов. В качестве контрольных мышей использовали мышей C57BL/6 в случае мышей с полным 

удалением LTα, TNF или TNFR1, или мышей, не несущих Cre-рекомбиназу из того же помета, что и 

мыши с генетическим удалением Lta в определенном типе клеток. 

 

Методология и предмет исследования 

Изучение роли лимфотоксина α в гомеостазе тонкого кишечника и дифференцировке 

миелоидных клеток проводили на мышах с полным удалением Lta или Tnf, полученных с помощью 

технологии Cre-loxP (LtaΔ/Δ и Tnf Δ/Δ). Исследование содержания ILC3 в собственной пластинке 

тонкого кишечника проводили с помощью цитофлуориметрического анализа. Дополнительно 

проводили анализ состояния иммунной системы LtaΔ/Δ мышей в норме с помощью 

мультиплексного анализа цитокинов и поляризации Т-клеток in vitro.  

Изучение роли лимфотоксинов в патогенезе аутоиммунных заболеваний проводили на 

мышах с полным (LtaΔ/Δ) или тканеспецифичным удалением Lta в ILC3, Т- и В-клетках. Удаление 

Lta (т.е. гена, кодирующего субъединицу, присутствующую в LTα и в memLT) позволяет изучать 

эффекты от обеих форм лимфотоксинов, а именно LTα и memLT. В качестве модели аутоиммунного 

заболевания использовали широко распространенную модель рассеянного склероза на мышах – 

экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит (EAE). Индукцию заболевания осуществляли 

иммунизацией MOG35-55-пептидом (для преимущественного развития Т-клеточнозависимого 

ответа) или полноразмерным белком rhMOG1-125 (для преимущественного развития 

аутоантительного ответа) в полном адъюванте Фрейнда с последующим двукратным введением 

коклюшного токсина для повышения проницаемости гематоэнцефалического барьера. 

Клинические симптомы заболевания оценивали по стандартной шкале, вклад клеточных 

источников лимфотоксина в патогенез ЕАЕ оценивали с помощью проточной цитофлуориметрии, 

гистологического анализа, анализа экспрессии генов в ЦНС и иммуноферментного анализа.   
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Основные положения, выносимые на защиту 

1. LTα важен для поддержания гомеостаза популяции лимфоцитов врожденного иммунитета 

типа 3 (ILC3) в тонком кишечнике и для дифференцировки миелоидных клеток в моноциты 

in vitro.  

2. Полная генетическая и фармакологическая инактивация лимфотоксина α не влияет на 

чувствительность мышей к экспериментальному аутоиммунному энцефаломиелиту. 

3. Отдельные функции молекулярных форм лимфотоксина α в модели нейровоспаления могут 

быть отнесены к конкретным клеткам-продуцентам и различаются по локализации, а также 

по стадии заболевания. 

 

Степень достоверности результатов 

Результаты работы были воспроизведены в двух или более независимых экспериментах. 

Перед опытами мышей содержали совместно для выравнивания состава микробиоты. Методы 

исследования, экспериментальные модели заболеваний, а также статистическая обработка данных, 

приведенные в работе, соответствуют общепринятым международным стандартам. 

 

Личный вклад автора 

В настоящей работе автором были выполнены эксперименты, связанные с изучением роли 

LTα в гомеостазе иммунной системы и в патогенезе экспериментального аутоиммунного 

энцефаломиелита. Личный вклад автора состоит в непосредственном участии в планировании и 

выполнении экспериментов, обработке и анализе результатов, подготовке публикаций и текста 

диссертации.  

 

Апробация результатов и публикации 

Результаты работы были представлены и обсуждены на международных и отечественных 

конференциях и научных школах: Конференция молодых ученых Института молекулярной 

биологии имени В. А. Энгельгардта РАН, 19-20 сентября 2023, Москва, Россия, Weizmann-

Washington University Joint Meeting to Advance Neuroimmunology, 29-31 мая 2023, Реховот, Израиль, 

18th International TNF Superfamily Conference, Ле Дьяблере, Швейцария, 10-14 октября 2021, 

Школа-конференция «Молекулярные медиаторы иммунитета», Сириус, Россия, 30 ноября-3 

декабря 2019, 15th Spring School on Immunology, Этталь, Германия, 10-15 марта 2019.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Общая характеристика лимфотоксинов α и β  
Лимфотоксин (LT) – цитокин суперсемейства TNF, являющийся ближайшим гомологом 

TNF. Изначально лимфотоксин был описан как цитотоксический фактор, продуцируемый 

лимфоцитами в ответ на стимуляцию митогенами или специфическим антигеном in vitro [1, 2]. 

Позже было установлено, что лимфотоксин и TNF обладают сходством как в структурной 

гомологии, так и в биологической активности, включая способность вызывать некроз опухолевых 

клеток [3]. Из-за такой вырожденности сигналов лимфотоксин был назван TNFβ, однако позднее 

был описан второй компонент мембранного LT комплекса, LTβ [4], и новый LT рецептор (Crowe et 

al. 1994), что привело к обнаружению уникальных функций лимфотоксина, не перекрывающихся с 

TNF, а также переименованию TNFβ в лимфотоксин α (LTα) [5]. Гены, кодирующие TNF, LTα и 

LTβ, расположены близко друг к другу в кластере TNF/LT внутри локуса MHC [6]. 

На данный момент известно, что лимфотоксин может существовать в двух формах: 

растворимого гомотримера LTα3 и мембраносвязанного гетеротримера (LTα1β2 или LTα2β1). 

Растворимая форма лимфотоксина LTα3 (sLTα3) может, как и TNF, взаимодействовать с 

рецепторами TNFR1 и TNFR2, однако имеются данные, указывающие на то, что 

преимущественная передача сигнала от LTα3 происходит через TNFR1 [7, 8]. Примечательно, что и 

для TNF также было показано, что его растворимая форма (sTNF) преимущественно 

взаимодействует с TNFR1, тогда как мембраносвязанный TNF (tmTNF) может взаимодействовать 

как с TNFR1, так и с TNFR2 [9, 10]. При этом наиболее физиологически значимые эффекты tmTNF 

связаны с передачей сигнала через TNFR2 [9]. 

Сигнальные пути, запускаемые при связывании LTα3 с рецепторами TNF, включают 

активацию канонического пути NFkB и программируемую клеточную гибель [11]. Канонический 

путь NFkB активируется через рекрутирование белков TRAF2/5 и последующее фосфорилирование 

комплекса IkB, что приводит к транслокации транскрипционного фактора p50/p65 в ядро клетки. 

Это приводит, в частности, к активации транскрипции генов, кодирующих провоспалительные 

цитокины и факторы, необходимые для выживания и пролиферации клеток [12, 13]. Запуск 

программируемой клеточной гибели обусловлен наличием на внутриклеточной части TNFR1 так 

называемого «домена смерти» (от англ.: death domain), который благодаря гомотипичекому 

взаимодействию с другими белками каскада обеспечивает возможность сборки нескольких 

цитоплазматических комплексов, что приводит в том числе к апоптозу или некроптозу  [14].  
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Мембраносвязанная форма LTα1β2 (tmLTα1β2, memLT) имеет свой уникальный рецептор – 

LTβR [15]. Помимо мембраносвязанной формы LT, другим лигандом для LTβR является еще один 

член суперсемейства TNF – LIGHT [16]. При этом LIGHT может связываться и с рецептором 

HVEM (Herpesvirus entry mediator) [17]. Взаимодействие лигандов LTα1β2 и LIGHT с рецептором 

LTβR приводит к активации как канонического, так и неканонического пути NFkB [18]. Интересно, 

что для активации сигнальных путей, индуцируемых LTα1β2, достаточно димеризации рецептора 

LTβR, в отличие от характерного взаимодействия лигандов суперсемейства TNF с гомотримерными 

рецепторами [19]. Неканонический путь NFkB включает активацию киназы NIK, которая 

происходит через связывание TRAF3. Это приводит к транслокации комплекса p52/RelB в ядро и 

индукции экспрессии генов, кодирующих хемокины и молекулы адгезии [20].  

В недавних исследованиях in vitro было показано, что мембраносвязанная гетеротримерная 

форма лимфотоксина LTα2β1 (tmLTα2β1), несмотря на свою ассиметричную структуру, может 

связываться с TNFR1 и TNFR2 [21]. Однако наличие такого эффективного взаимодействия и его 

биологическая значимость in vivo пока не изучены.  

Компоненты системы TNF/LTα/LTβ имеют различные профили экспрессии. Так, продукция 

лимфотоксина, в отличие от TNF, характерна для клеток лимфоидного происхождения, таких как 

лимфоциты врожденного иммунитета типа 3 (ILC3), В-клетки и Т-клетки [22]. TNF же 

производится различными типами клеток миелоидного и лимфоидного ряда, а также резидентными 

клетками ЦНС. Экспрессия TNFR1 (p55) убиквитарна, тогда как TNFR2 экспрессируется на 

клетках гематопоэтического происхождения, нейронах и эндотелиальных клетках [11]. Экспрессия 

LTβR характерна для стромальных и эпителиальных клеток, а также для клеток миелоидного 

происхождения, таких как моноциты и дендритные клетки [23]. Альтернативный лиганд LTβR – 

LIGHT – продуцируется незрелыми дендритными клетками и Т-клетками [24].  

Таким образом, система лигандов и рецепторов TNF/LTα/LTβ представляет собой сложную 

сеть взаимодействий, которая играет важную роль в регуляции иммунных и воспалительных 

процессов. Структурное сходство, близкое расположение генов и перекрывающиеся 

взаимодействия с рецепторами определяют сложность изучения системы лигандов и рецепторов 

TNF/LTα/LTβ. 
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1.2. Основные физиологические функции мембраносвязанной и 

растворимой форм лимфотоксина 
Для исследования биологических функций системы цитокинов TNF/LTα/LTβ были 

получены мыши с полной или клеточно-специфичной инактивацией соответствующих молекул 

(Таблица 1). Анализ фенотипа этих мышей позволил охарактеризовать основные физиологические 

функции лимфотоксина.  

  

Рисунок 1. Общая схема взаимодействия цитокинов и рецепторов системы 
TNF/LT. Представлено схематическое изображение связывания рецепторов и 
лигандов. Сплошной стрелкой черного цвета обозначены преимущественные 
взаимодействия, пунктирной – второстепенные. Сплошной стрелкой фиолетового 
цвета показаны связывания, продемонстрированные в in vitro системе. Рисунок 
выполнен с помощью BioRender. 
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Таблица 1. Структура лимфоидных органов у мышей с инактивацией компонентов системы 
TNF/LTα/LTβ 

Генотип 
мышей Тимус 

Селезенка Лимфатические 
узлы ПБ Ссылка B/T-

зоны 
ФДК/

ГЦ мЛУ пЛУ 

Lta-/-  ○ ◑ ● ● ● ● [25-27] 

LtaΔ/Δ НД ◑ ● ● ● ● [28] 

LtaΔT НД ○ ○ ○ ○ ○ [29] 

LtaΔILC3, T НД ○ ○ ● ● ● [29] 

Ltb-/- и LtbΔ/Δ ○ ◑ ● ○ 
◕, 

развивают 
шейные ЛУ 

● [30, 31] 

LtbΔB НД ○ ◕ ○ ○ ◔ [32] 

LtbΔT НД ○ ○ ○ ○ ○ [32, 33] 

LtbΔILC3, T НД НД НД ○ ● ● [29] 

Ltbr-/- ◕ ● ● ● ● ● [34, 35]  

Tnfsf14-/- 
(LIGHT) ○ ○ ○ ○ ○ ○ [36] 

Tnfsf14-/-/ 
LtbΔ/Δ ○ ◑ НД ● ● ● [36] 

Tnf-/-  ○ ◔ ● ○ ○ ○ [37, 38]  

TnfΔ/Δ НД ◑ ● ○ ○ ● [39] 

Tnf-/-/Lta-/- ◑ ● ● ● ● ● [40, 41]  

Tnf-Δ/Δ/LtbΔ/Δ ○ ◕ ● ○ 
◕, 

развивают 
крестцовые 

ЛУ 
● [42] 

Tnf Δ/Δ /LtaΔ/Δ 
/LtbΔ/Δ ○ ● ● ● ● ● [43] 

Tnfr1-/- ○ ○ ● ○ ○ ● [44, 45] 

Tnfr1-/- ○ НД ● ○ ○ ◑ [46] 

Tnfr2-/- ○ ○ ○ ○ ○ ○ [47, 48] 
Tnfrsf14-/- 
(HVEM) НД ○ ○ ○ ○ ○ [49] 

Примечание. ГЦ – герминальные центры, ПБ – Пейеровы бляшки, мЛУ – мезентериальные 
лимфатические узлы, пЛУ – периферические лимфатические узлы, ФДК – фолликулярные 
дендритные клетки. Символы: «-/-» - удаление гена по классической нокаутной технологии, «D» - 
удаление гена с помощью Cre-loxP технологии. Условные обозначения указывают на степень 
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нарушения: ● – сильно нарушено или отсутствует, ◕ – заметно снижено, ◑ – снижено, ◔ – 
незначительно снижено, ○ – нет сильных нарушений, НД – нет данных.  
 

1.2.1. Лимфотоксин β в развитии и поддержании гомеостаза 

лимфоидных органов 
Первая и самая подробно изученная функция лимфотоксинов – это контроль развития 

вторичных лимфоидных органов. Так, при полной генетической инактивации Lta или Ltbr мыши не 

развивают периферические лимфатические узлы и Пейеровы бляшки – лимфоидные органы, 

ассоциированные с кишечником [27, 34]. Интересно, что удаление Ltb приводит к отсутствию 

почти всех периферических лимфатических узлов, кроме шейных и мезентериальных 

лимфатических узлов [30, 31]. Такие различия в фенотипах мышей с дефицитом Lta и Ltb могут 

указывать на возможную роль растворимой формы LTα3 в процессе развития лимфоидных органов, 

однако прямых доказательств на текущий момент этому нет. В дальнейших экспериментах с 

фармакологической блокировкой TNFR1 или LTβR in utero было показано, что именно сигнальная 

ось LTα1β2/LTβR играет критическую роль в формировании вторичных лимфоидных органов [50]. 

Однако позднее на мышах с двойным нокаутом по LIGHT и LTα1β2 было обнаружено, что лиганд 

LIGHT также может участвовать в формировании лимфоидных органов, а именно 

мезентериальных лимфатических узлов [36].  

Роль лимфотоксина β в образовании лимфоидной ткани связана с его ролью как медиатора 

взаимодействия между клетками-индукторами лимфоидной ткани (LTi, lymphoid tissue inducer 

cells), экспрессирующими LTα1β2, и клетками-организаторами – стромальными клетками (LTo), 

экспрессирующими LTβR [51]. Так, закладка лимфатических узлов и Пейеровых бляшек 

начинается с привлечения из крови клеток-индукторов LTi в место формирования лимфоидной 

ткани. Критически важным моментом является индукция экспрессии хемокинов на 

мезенхимальных клетках-организаторах для привлечения предшественников клеток-индукторов 

(pre-LTi). Для лимфатических узлов индуктором экспрессии хемокина CXCL13 на мезенхимальных 

клетках является ретиноевая кислота [52]. Далее CXCL13 привлекает предшественники клеток-

индукторов (pre-LTi) для формирования клеточных скоплений [53], что, в свою очередь, приводит к 

запуску сигнального пути TRANCE [54]. Именно активация TRANCE приводит к индукции 

экспрессии LTα1β2 на предшественниках клеток-индукторов, которые затем дифференцируются в 

зрелые LTi.  

В формировании Пейеровых бляшек (Рисунок 2) во время образования зачатка критически 

важную роль выполняет взаимодействие ARTN на предшественниках клеток-организаторов с 
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лигандом RET на CD11c+ гематопоэтических предшественниках, также известных как клетки-

инициаторы (LTin, lymphoid tissue initiator cells) [55]. Это первичное взаимодействие в зачатке 

Пейеровых бляшек происходит независимо от LTi, т.к., скорее всего, активация RET в CD11c+ 

клетках-инициаторах индуцирует в них экспрессию LTα1β2, а также кластеризацию 

гематопоэтических клеток [55, 56]. Затем CD11c+ клетки-инициаторы взаимодействуют с клетками-

организаторами, экспрессирующими LTβR, которые, в свою очередь, продуцируют IL-7, 

обеспечивающий выживание LTi [57]. Только после этих событий LTi в зачатке Пейеровых бляшек 

начинают экспрессировать LTα1β2. Стоит отметить, что на протяжении многих лет оставался 

открытым вопрос о вкладе TNF в развитие Пейеровых бляшек, так как существовали противоречия 

относительно формирования ПБ у мышей с генетической инактивацией TNF (Таблица 1): мыши, у 

которых TNF был удален с помощью классической нокаутной технологии, развивали ПБ [46], тогда 

как ПБ отсутствовали у мышей в случае вырезания гена Tnf с помощью loxP-Cre технологии [39]. В 

этот вопрос не внесли ясности и разночтения в опубликованных фенотипах для мышей с 

инактивацией TNFR1 – от существенного [44] до незначительного [46]  уменьшения количества ПБ 

(Таблица 1). В недавнем исследовании было подтверждено, что TNF важен для формирования ПБ: 

удаление TNF, экспрессирующегося на RORγt+ клетках, предположительно, на LTi, но не на CD11c+ 

клетках-инициаторах, приводит к полному отсутствию ПБ [58], что вносит уточнение в 

существующую модель формирования ПБ (Рисунок 2).  

Первичное взаимодействие LTi, экспрессирующих LTα1β2, со стромальными клетками, 

экспрессирующими LTβR, приводит к дифференцировке последних в стромальные клетки-

организаторы [59]. В результате такого взаимодействия стромальные клетки индуцируют 

экспрессию хемокинов CCL19, CCL21 и молекул адгезии, привлекающих гематопоэтические 

клетки и способствующих дальнейшему развитию лимфоидных органов [59]. В этом случае 

именно ось LTα1β2/LTβR играет ключевую роль в поддержании положительной обратной связи: 

сигнальный путь LTβR увеличивает экспрессию TRANCE и IL-7, необходимого для выживания 
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LTi, что, в свою очередь, приводит к увеличению количества LTi, экспрессирующих LTα1β2, 

соответственно, увеличивая валентности для связывания с LTβR [60, 61].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2. Модель потенциального вклада лимфотоксинов и TNF в развитие 
Пейеровых бляшек. Стромальные клетки (LTo) продуцируют ARTN, который связывается с 
рецептором RET на CD11c+ гематопоэтических клетках (LTin). Активация RET приводит к 
индукции экспрессии LTα1β2 на CD11c+ клетках-инициаторах. Далее CD11c+LTα1β2+ клетки-
инициаторы взаимодействуют с LTβR+ стромальными клетками-организаторами, что 
приводит к продукции IL-7, обеспечивающего выживание LTi. LTi начинают экспрессировать 
LTα1β2, который взаимодействует с LTβR на стромальных клетках, что приводит к активации 
неканонического пути NF-κB. LTi могут также экспрессировать tmTNF и продуцировать в 
растворимом виде TNF и LTα3, которые связываются с TNFR1, предположительно, на 
стромальных клетках, что приводит к активации канонического пути NF-κB. 
Неканонический и канонический пути NF-κB, взаимодействуя, продуцируют хемокины и 
молекулы адгезии, которые привлекают и удерживают лимфоциты в ПБ. Рисунок выполнен с 
помощью BioRender. 
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Вторая функция лимфотоксина β – поддержание структурной организации лимфоидных 

органов взрослого организма. Так, мыши с дефицитом Lta, Ltb и Ltbr имеют нарушения в 

микроархитектуре лимфоидных органов, что выражается в отсутствии фолликулярных дендритных 

клеток (FDC) в селезенке, необходимых для нормального функционирования В-клеток во 

вторичных лимфоидных фолликулах [62]. Эти результаты были подтверждены в экспериментах с 

фармакологической блокировкой LTβR, которая приводила к возникновению нарушений в 

структуре маргинальной зоны селезенки и В-клеточных фолликулов, а также ухудшению 

гуморального иммунного ответа при иммунизации мышей эритроцитами барана [63]. Интересно, 

что клеточным источником лимфотоксина β, необходимым для развития FDC в селезенке, являются 

В- и Т-клетки, а критическим регулятором гуморального иммунного ответа при иммунизации 

эритроцитами барана являются только В-клетки [32]. Другая популяция стромального 

компартмента лимфоидных органов, функции которой зависят от сигнального пути LTβR – это 

фибробластные ретикулярные клетки (FRC). Так, активация LTβR на CCL19+ предшественниках 

FRC необходима для их последующего созревания, функционально необходимого для 

эффективного противовирусного ответа, опосредуемого Т-клетками [64].  

Кроме того, сигнальный путь LTβR необходим для поддержания структуры маргинального 

синуса селезенки и обеспечения миграции иммунных клеток в селезенке путем регуляции 

экспрессии молекулы адгезии MAdCAM-1 на эндотелиальных клетках, взаимодействующих с α4β7 

на иммунных клетках [65]. Рециркуляция лимфоцитов в лимфатические узлы также зависит от 

LTβR: блокировка LTβR с помощью слитого белка LTβR-Ig (LTβR-IgG1 человека, также 

называемого LTβR-Fc), приводила к уменьшению экспрессии MAdCAM-1 и PNAd на венулах 

высокого эндотелия (HEV), что затрудняло эффективную рециркуляцию лимфоцитов [66]. 

Интересно, что гомеостаз и созревание HEV зависит от прямого взаимодействия с дендритными 

клетками и последующей активации сигнального пути LTβR [67]. Вдобавок, лимфотоксин β, 

экспрессируемый В-клетками, необходим для дифференцировки периваскулярных фибробластов, 

ответственных за разделение Т- и В-зон белой пульпы селезенки [68].  

Данных о роли сигнального пути LTβR в поддержании первичных лимфоидных органов –

тимусе и костном мозге – намного меньше по сравнению с количеством данных о его роли в 

поддержании структуры вторичных лимфоидных органов. Противоречивые результаты были 

получены в экспериментах по изучению роли сигнального пути LTβR в механизмах центральной 

толерантности в тимусе [69]. Предположительно, LTβR контролирует развитие медуллярных 

тимусных эпителиальных клеток (mTEC), играющих ключевую роль в негативной селекции в 

тимусе [70, 71]. Другая функция LTβR заключается в регуляции экспрессии хемокинов в 
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медуллярном слое тимуса, что определяет направление миграции тимоцитов в процессе селекции 

[72]. Кроме этого, гомеостатическая гиперпродукция белков, кодируемых генами человеческого 

локуса TNF/LT (hTNF/LT Tg), приводила к уменьшению общего количества дважды отрицательных 

(DN) тимоцитов, ассоциированного с повышением уровня апоптоза на стадии DN2 и уменьшением 

выживания тимоцитов на стадии DN1 [73]. Вероятно, это связано с тесной взаимосвязью 

дифференцировки кортикальных тимусных эпителиальных клеток (cTEC) и созревания тимоцитов, 

так как у hTNF/LT Tg мышей было также уменьшено содержание cTEC в тимусе [73]. Кроме этого, 

было показано, что у hTNF/LT Tg мышей нарушается гомеостаз периферических Т-лимфоцитов 

[74].   

Наиболее вероятно, что главным клеточным источником LT, участвующим в инволюции 

тимуса, являются Т-клетки. Так, у мышей со сверхэкспрессией LTα и LTβ в Т-клетках происходила 

схожая с hTNF/LT Tg мышами инволюция тимуса за счет уменьшения абсолютного количества DN 

тимоцитов. Более того, перенос костного мозга из трансгенных мышей, экспрессирующих LTα и 

LTβ под контролем промотора Lck, в мышей с удалением TNFR1 или LTβR не приводил к 

инволюции тимуса в отличие от реципиентов дикого типа, то есть именно активация сигнальных 

путей TNFR1 и LTβR в стромальном компартменте отвечает за инволюцию тимуса [75]. Кроме 

того, считается, что именно участие LTβR в негативной селекции тимоцитов определяет наличие 

признаков системного воспаления и аутоиммунитета во взрослом организме. Это отчасти 

подтверждается тем, что у мышей с индуцибельной делецией LTβR во взрослом организме не 

происходит изменений в микроархитектуре медуллярного слоя тимуса [76].  

Таким образом, лимфотоксин, а именно его мембраносвязанная форма LTα1β2, является 

многофункциональным цитокином, который играет важную роль в поддержании гомеостаза 

иммунной системы путем участия в развитии лимфоидных органов во время эмбриогенеза и 

обеспечении их нормального функционирования во взрослом состоянии. 

 

1.2.2. Лимфотоксины α и β в регуляции иммунитета слизистых 
Третья функция лимфотоксинов α и β заключается в регуляции гомеостаза слизистых 

оболочек организма. Известно, что LT контролирует продукцию антител класса IgA, необходимых 

для защиты кишечника от патогенов и поддержания состава микробиоты. Интересно, что 

растворимая и мембраносвязанная формы лимфотоксина по-разному участвуют в этом процессе, 

что служит наиболее ярким примером, когда абсолютно разграничены функции LTα3 и LTα1β2. Так, 

растворимая форма лимфотоксина LTα3, продуцируемая RORγt+ лимфоцитами врожденного 
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иммунитета типа 3 (ILC3), обеспечивает индукцию IgA, зависимую от Т-клеток, за счет хоуминга 

Т-клеток в собственную пластинку тонкого кишечника. А экспрессия мембраносвязанной формы 

лимфотоксина LTα1β2 на ILC3 обеспечивает взаимодействие с дендритными клетками, индуцируя в 

них экспрессию iNOS, что в итоге приводит к переключению изотипа антител, продуцируемых В-

лимфоцитами, на IgA [29]. Более того, у мышей с удалением лимфотоксина α в ILC3 наблюдались 

изменения в составе микробиоты: происходила экспансия сегментированных нитчатых бактерий 

(SFB) и уменьшалась представленность Bacteroidetes в тонком кишечнике [29]. Вероятно, это 

происходит посредством сигнального пути LTβR, так как для Ltbr-/- мышей показано большее 

содержание SFB по сравнению с контрольными мышами дикого типа. Такое увеличение связано с 

участием LTβR в индукции экспрессии IL-23 и IL-22 в толстом кишечнике, что является 

необходимым для регуляции ответа в слизистых в контексте метаболического синдрома [77]. 

Предположительно, ключевым клеточным источником лимфотоксина β, необходимым для 

продукции IL-22, являются RORγt+ ILC3, как было показано в модели инфекции Citrobacter 

rodentium. Лимфотоксин β на RORγt+ ILC3 способствует развитию в кишечнике лимфоидных 

фолликулов, обеспечивающих необходимое микроокружение для последующего взаимодействия 

между RORγt+ ILC3 и LTβR+ дендритными клетками. Активация сигнального пути LTβR 

индуцирует продукцию IL-23 дендритными клетками, что, в свою очередь, активирует синтез IL-22 

RORγt+ ILC3 по принципу положительной обратной связи. IL-22 стимулирует IL-22R на 

эпителиальных клетках, что запускает выработку антимикробных белков RegIIIγ и RegIIIβ, 

необходимых для элиминации бактериальных патогенов в слизистых [78]. 

Стоит отметить, что некоторые нарушения в работе иммунной системы у мышей с 

инактивацией сигнального пути, опосредованного LT, также зависят от состава микробиоты. Так, 

увеличение селезенки у Ltbr-/- мышей, ассоциированное с повышением количества нейтрофилов, 

зависит именно от микробиоты, т.к. введение антибиотиков таким мышам уменьшает как размер 

селезенки, так и абсолютное количество нейтрофилов. Такой же фенотип наблюдается у Ltbr-/- 

мышей в безмикробных условиях germ free, но не в менее строгих условиях SPF (specific pathogen-

free, свободных от патогенной флоры), причем было показано, что лимфотоксин β контролирует 

размер селезенки именно за счет экспрессии на RORγt+ ILC3 клетках [79]. 

 

1.2.3. Лимфотоксины α и β в развитии и функциях иммунных клеток 
Четвертая функция лимфотоксинов α и β – это участие в развитии различных популяций 

иммунных клеток. Большая роль отводится сигнальному пути, опосредованному лимфотоксином β, 
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в поддержании гомеостаза субпопуляций миелоидных клеток. Довольно неожиданными стали 

результаты последних лет, демонстрирующих участие LTβR в «экстренном» миелопоэзе, 

активируемом в контексте системного воспаления. Оказалось, что во время системного воспаления 

рециркулирующие В-клетки, экспрессирующие LTα1β2, накапливаются в костном мозге и 

взаимодействуют с LTβR+ мезенхимальными стволовыми клетками, что, в свою очередь, подавляет 

лимфопоэз за счет ингибирования продукции IL-7 [80].  

Что касается дифференцированных субпопуляций миелоидных клеток, то memLT 

необходим для привлечения дендритных клеток в лимфоидные органы [81]. Кроме этого, в 

экспериментах со смешанными костномозговыми химерами было обнаружено, что 

мембраносвязанная форма лимфотоксина на В-клетках активирует сигнальный путь LTβR на 

классических дендритных клетках, что помогает, во-первых, поддерживать гомеостаз дендритных 

клеток, во-вторых, обеспечивает их пролиферацию [82, 83]. Оказалось, что LTβR играет ключевую 

роль в дифференцировке дендритных клеток с фенотипом CD11b+Esamhi, которые необходимы для 

эффективного прайминга CD4+ Т-клеток [84]. В последних исследованиях было показано, что 

существует некоторая вырожденность в сигналах LTβR+ дендритным клеткам: LTα1β2 не только на 

В-клетках, но и на ILC3 способствует поддержанию нормального количества классических 

дендритных клеток в селезенке, а также терминальной дифференцировке Sirpα+CD4+Esamhi 

дендритных клеток, которые критически  необходимы для поляризации Т-клеток [85]. 

Лимфотоксин β важен для поддержания гомеостаза дендритных клеток и в других лимфоидных 

образованиях, в т.ч. в изолированных лимфоидных фолликулах и криптобляшках (cryptopatches) 

кишечника. Связывание LTα1β2 на CCR6+ ILC3 с LTβR на дендритных клетках приводит к их 

дифференцировке в дендритные клетки, ассоциированные с изолированными лимфоидными 

фолликулами и криптобляшками, которые экспрессируют гены, связанные с иммунорегуляторными 

функциями в кишечнике, в том числе IL-22BP. В дальнейшем такие дендритные клетки путем 

продукции IL-22BP контролируют метаболизм липидов [86]. У мышей с индуцибельной 

инактивацией LTβR было обнаружено уменьшение процентного содержания нейтрофилов, 

ассоциированное с уменьшением уровня экспрессии CXCL2 в селезенке, что свидетельствует о 

роли LTβR в привлечении нейтрофилов в селезенку [76]. Кроме этого, LTβR на нейтрофилах важен 

и для их функциональности, хотя это происходит через связывание с LIGHT: LIGHT/LTβR 

взаимодействие ингибирует дыхание и гликолиз в нейтрофилах, что обеспечивает мышам 

резистентность в модели DSS-индуцированного колита [87, 88]. В поддержании гомеостаза другой 

субпопуляции миелоидных клеток – моноцитов – в основном показана роль TNF и TNFR1 [89], 

однако имеются данные in vitro о том, что растворимая форма лимфотоксина LTα3 индуцирует 
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экспрессию молекул адгезии в клеточной линии эндотелиальных клеток, что способствует их 

адгезии с моноцитами [90].  

Лимфотоксин участвует и в гомеостазе клеток лимфоидного ряда. Во-первых, показано, что 

удаление Lta, но не TNFR1 или TNFR2, приводит к уменьшению количества NK-клеток в 

лимфоидных органах и снижению их противоопухолевой активности в моделях перевиваемых 

опухолей [91, 92]. Позднее был объяснен механизм: взаимодействие между LTα1β2 на RORγt+ ILC3 

и LTβR на стромальных клетках необходимо для нормального развития NK-клеток в костном мозге 

и их функциональной активности [93]. Для В-клеток в условиях in vitro показано, что лимфотоксин 

может участвовать в пролиферации лимфобластоидных В-клеточных линий [94, 95]. В различных 

инфекционных моделях также были получены данные, свидетельствующие об участии 

лимфотоксина в поляризации CD4+ Т-клеток. Так, показано, что экспрессия лимфотоксина β на В-

клетках стимулирует миграцию CXCR5+ дендритных клеток в В-клеточную зону, что необходимо 

для последующего развития TH2-клеток в модели инфекции Heligmosomoides polygyrus [96].  

Таким образом, лимфотоксин β регулирует иммунный ответ путем влияния на развитие и 

дифференцировку различных популяций иммунных клеток. 

1.3. Функции лимфотоксинов α и β в хроническом воспалении 
 Учитывая все вышеперечисленные функции лимфотоксинов в гомеостазе иммунной 

системы, можно предположить, что лимфотоксины принимают участие и в воспалительных 

процессах. Довольно хорошо изучена роль лимфотоксинов в остром воспалении в модели 

бактериальных и вирусных инфекций, в том числе потому, что изучение функций лимфотоксинов в 

этом контексте было необходимо для понимания их функциональной значимости в поддержании 

гомеостаза лимфоидных органов [97, 98]. Изучение роли лимфотоксина α в контексте хронического 

воспаления началось с описания фенотипа трансгенных мышей с экспрессией LTα под контролем 

промотора RIP (rat insulin promoter II), в результате чего наблюдалась эктопическая экспрессия LTα 

в поджелудочной железе, почках и коже. Оказалось, что результатом такой эктопической 

экспрессии LTα является воспаление островков Лангерганса в поджелудочной железе, 

ассоциированное с инфильтрацией Т- и В-клеток [99]. Дальнейшая характеристика таких мышей 

выявила, что инфильтраты мононуклеарных клеток в почках RIP-LTα мышей морфологически 

напоминают лимфоидные органы с характерными Т- и В-зонами, а также с реорганизацией 

сосудов, ассоциированной с повышением уровня экспрессии молекул адгезии MAdCAM-1, ICAM-

1, VCAM-1 [100]. Создание и описание трансгенных мышей с экспрессией LTβ под контролем 

промотора RIP подтвердило фенотип RIP-LTα мышей, а скрещивание этих мышей между собой 
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привело даже к более массивной инфильтрации лейкоцитов в островки Лангерганса с ярко 

выраженной компартментализацией Т-, В-клеточных зон и FDC, а также увеличением 

транскрипции генов, кодирующих критические факторы лимфоидного неогенеза – CCL21, CCL19 

и CXCL13 [101]. Показано, что эктопическая экспрессия LIGHT, другого лиганда LTβR, может 

стимулировать образование третичных лимфоидных органов (ТЛО) в островках Лангерганса NOD 

(non obese diabetic) мышей, спонтанно развивающих диабет [102]. Возможно, лимфотоксин α важен 

для формирования третичных лимфоидных органов именно в контексте образования 

лимфатических сосудов, так как у RIP-LTα мышей формирование лимфатических сосудов в 

неиммунных органах предшествует формированию ТЛО [103].  

Таким образом, при индукции экспрессии лимфотоксинов α и β под конститутивным 

промотором RIP у мышей начинается хроническое воспаление в неиммунных органах, 

ассоциированное с образованием лимфоидных органов de novo. Результаты этих работ послужили 

отправной точкой для предположения, что лимфотоксины могут выполнять патогенетическую 

функцию в хроническом воспалении за счет индукции образования ТЛО.  

 

1.3.1. Роль лимфотоксинов α и β в аутоиммунных заболеваниях  
Пятая функция лимфотоксинов связана с их участием в воспалительных процессах. 

Хроническое воспаление является одной из причин развития аутоиммунных процессов. 

Повышенное содержание уровня LTα и LTβ в крови и в пораженных тканях было обнаружено у 

пациентов с ревматоидным артритом [104, 105] и рассеянным склерозом [106, 107]. Доказательство 

связи LTα с патогенезом аутоиммунных заболеваний было наглядно продемонстрировано на 

пациенте с ревматоидным артритом, у которого не было положительного клинического эффекта 

после терапии инфликсимабом – моноклональным антителом против TNF. Однако переключение 

этого пациента на этанерцепт, слитый белок TNFR2-Fc, который помимо TNF блокирует еще и 

LTα3, привело к ремиссии заболевания [108]. Таким образом, различие в специфичности 

инфликсимаба и этанерцепта может объяснять эффективность терапии у этого пациента. Более 

того, в синовиальной оболочке суставов этого пациента была обнаружена повышенная экспрессия 

LTα [108].  

В дальнейшем роль лимфотоксинов была изучена в различных экспериментальных моделях 

заболеваний на мышах. В модели колита с переносом CD45RBhi Т-клеток иммунодефицитным 

реципиентам было показано снижение воспаления и пролиферации крипт в кишечнике при 

введении мышам слитого белка LTβR-Fc, блокирующего взаимодействие LTα1β2/LTβR и 
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LIGHT/LTβR [109]. Этот результат был подтвержден и в модели химически-индуцированного 

колита [110], что привело к выводу, что лимфотоксин β играет важную роль в патогенезе 

заболеваний, опосредуемых активностью Т-клеток. Так, с помощью скрещивания non-obese diabetic 

(NOD) мышей с мышами, экспрессирующими LTβR-Fc под контролем CMV-промотора, показана 

патогенетическая роль лимфотоксина в развитии инсулин-зависимого диабета за счет отсутствия 

антиген-специфичных Т-клеток [111]. У IL-14α-трансгенных мышей, развивающих синдром 

Шегрена, характеризующийся поражением желез внешней секреции, в слюне повышен уровень 

экспрессии мРНК, кодирующей LTα. Более того, при скрещивании таких трансгенных мышей с 

мышами, дефицитными по LTα, восстанавливается нормальная секреция слюнных желез [112]. В 

модели коллаген-индуцированного артрита применение анти-LTα, но не LTβR-Ig, уменьшало 

тяжесть симптомов и воспаление суставов, скорее всего за счет деплеции LTα+ антиген-

специфичных TH1- и TH17-клеток [113]. Кроме этого, LTα может индуцировать продукцию 

провоспалительных цитокинов фибробластоподобными синовиоцитами, а также стимулировать их 

пролиферацию [114].  

Другой механизм, за счет которого лимфотоксин β может участвовать в хроническом 

воспалении, – это формирование ТЛО. ТЛО представляют собой эктопические лимфоидные 

структуры, которые образуются в очагах хронического воспаления [115]. Такие структуры 

характеризуются: 1) организованными скоплениями лимфоцитов с анатомически различимыми Т- 

и В-зонами, 2) наличием PNAd+ венул высокого эндотелия внутри или вокруг скопления 

лимфоцитов, что обеспечивает экстравазацию CD62L+ иммунных клеток, 3) наличием признаков 

переключения классов В-клеток и реакций герминальных центров в В-клеточных фолликулах, 4) 

наличием зрелых дендритных клеток в Т-зоне, 5) экспрессией характеристических хемокинов, 

участвующих в организации вторичных лимфоидных органов: CCL19, CCL21 и CXCL13, которые 

привлекают CCR7+ дендритные клетки, наивные Т-клетки, CXCR5+ В-клетки и TFH [116]. 

Формирование ТЛО описано в патогенезе ревматоидного артрита, где в синовиальной оболочке 

суставов происходит накопление дендритных клеток и лимфоцитов с выраженными Т- и В-зонами, 

присутствуют фолликулярные дендритные клетки и PNAd+ венулы высокого эндотелия, а также 

экспрессируются хемокины CXCL13 и CCL21 [117, 118]. Характеристические ТЛО так же описаны 

для слюнных желез пациентов с синдромом Шегрена [119, 120]. Более того, для моделирования 

синдрома Шегрена были сконструированы мыши с эктопической экспрессией LTαβ в слюнных и 

слезных железах, у которых наблюдалось образование ТЛО [121]. Наконец, образование В-

клеточных фолликулов в оболочках мозга ассоциировано с началом развития прогрессирующей 

формы рассеянного склероза в более раннем возрасте [122].  



 25 

Все описанные выше результаты послужили толчком для создания терапевтических 

препаратов, блокирующих сигнальные пути, опосредованные лимфотоксинами. Действительно, 

были проведены клинические испытания эффективности ранее упомянутых LTβR-Ig (клиническое 

название – баминерцепт) и анти-LTα (клиническое название – патеклизумаб) в терапии 

ревматоидного артрита [123, 124] и синдрома Шегрена [125]. К сожалению, в этих испытаниях ни 

один из препаратов не показал значимой клинической эффективности, что могло указывать на 

недостаточно изученные механизмы действия лимфотоксинов в патогенезе аутоиммунных 

заболеваний. Предметом исследования этой работы является изучение роли лимфотоксина α в 

контексте модели рассеянного склероза на мышах, о чем будет подробно рассказано далее.   

 

1.3.2. Рассеянный склероз 
Рассеянный склероз (РС) – это комплексное аутоиммунное заболевание, характеризующееся 

воспалением и демиелинизацией в ЦНС, что приводит к разрушению миелиновой оболочки 

нейронов и нарушению проводимости нервных сигналов. В отличие от многих 

нейродегенеративных заболеваний, РС диагностируется довольно рано, средний возраст – всего 32 

года. На данный момент в мире насчитывается примерно 2.8 миллиона пациентов с РС, при этом 

частота заболеваемости увеличилась на 30% по сравнению с 2013 годом [126]. РС сопровождается 

нарушением множества неврологических функций, а ранний возраст постановки диагноза и его 

хроническое течение приводят к утрате работоспособности и ухудшению качества жизни. Кроме 

того, РС является достаточно гетерогенным заболеванием с сильно различающимися между 

пациентами клиническими симптомами и непредсказуемым течением, что затрудняет разработку 

эффективных методов терапии. Несмотря на различия в симптоматике и ходе развития заболевания 

у разных пациентов, выделяют несколько типов РС. Самой часто встречающейся формой РС 

является рецидивирующе-ремиттирующий тип (РРРС), диагностируемый у 85-90% пациентов и 

характеризующийся периодами обострения и ремиссии. Развитие РРРС можно разделить на 

несколько стадий. Первую стадию, известную как доклиническую, чаще всего обнаруживают 

случайно по очагам демиелинизации на МРТ исследовании, так как у пациентов отсутствуют 

симптомы заболевания [127]. Хотя этиология РС до сих пор не полностью ясна, предполагается, 

что на ранней стадии в развитие заболевания вносят вклад генетические факторы, а также факторы 

окружающей среды. На генетическую предрасположенность приходится более 30% общего риска 

развития заболевания [128], при этом факторы окружающей среды, такие как инфекции 
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герпесвирусами, тип питания и соответствующие изменения в микробиоте, курение и уровень 

витамина D, также вносят вклад в развитие РС [129].  

Риск развития РС в течение жизни у родственников первой степени родства и монозиготных 

близнецов выше в 7 и в 100 раз, соответственно, чем у общей популяции, что позволяет 

предположить, что восприимчивость к РС контролируется генетическими факторами [130]. Одним 

из главных генетических факторов, связанных с риском развития РС, являются полиморфизмы в 

локусе HLA, при этом выделяются варианты в генах HLA класса II HLA-DRB1 (например, гаплотип 

HLA-DRB1*15:01) и HLA-DPB1, а также в генах HLA класса I HLA-A и HLA-B  [131, 132]. В 

недавнем крупном исследовании было выявлено 233 генетических варианта, связанных с 

предрасположенностью к РС, 32 из которых расположены в локусе HLA, 200 – вне локуса HLA, 1 – 

в Х-хромосоме [128]. Оказалось, что гены, для которых были описаны полиморфизмы, 

ассоциированные с предрасположенностью к РС, широко представлены в Т-, В-клетках, NK-

клетках, дендритных клетках и микроглии, что подчеркивает роль иммунной системы в развитии 

РС [128].  

Среди факторов окружающей среды, ассоциированных с повышенным риском 

возникновения РС, самым изученным является инфекция вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ). В 

недавнем многолетнем исследовании Bjornevik et al. проанализировали антитела к ВЭБ у когорты 

размером 10 миллионов человек, служивших в армии США в течение 20 лет (1993-2013 гг.). У 801 

человека был диагностирован РС, 35 из них были изначально серонегативными по ВЭБ, а 34 

человека были инфицированы ВЭБ до начала РС. На момент развития РС практически все 

пациенты были серопозитивными по ВЭБ, и только 1 – серонегативным, что подтверждает 

гипотезу о взаимосвязи инфекции ВЭБ и возникновения РС, предположительно, за счет кросс-

реактивности антигенов ВЭБ и антигенов ЦНС [133]. Другим фактором, ассоциированным с 

риском возникновения РС, являются изменения в составе микробиоты. Так, анализ состава 

микробиоты 576 пациентов с РС показал увеличение содержания Akkermansia muciniphila, 

Ruthenibacterium lactatiformans, Hungatella hathewayi, Eisenbergiella tayi и уменьшение содержания 

Faecalibacterium prausnitzii и видов рода Blautia по сравнению с контрольной группой, жившей в 

тех же бытовых условиях [134].  

Следующая стадия развития РС связана с появлением клинических симптомов, которые 

чередуются с периодами ремиссии. На этой стадии происходит атака аутореактивных клеток 

иммунной системы на миелиновую оболочку нервных волокон ЦНС. Затем лимфоциты путем 

продукции цитокинов и хемокинов активируют резидентные клетки ЦНС (астроциты и 

микроглию) и привлекают миелоидные клетки в ЦНС, что приводит к образованию очагов 
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демиелинизации [135]. Мишенью всех клинически одобренных способов терапии РС являются 

периферические лимфоциты. Механизмы действия терапевтических препаратов можно разделить 

на 3 группы: 1) иммуномодуляция, 2) ингибирование миграции иммунных клеток в ЦНС и 3) 

деплеция Т- и В-клеток [130].  

Примерно через 10-15 лет у 80% пациентов с РРРС развивается вторично-

прогрессирующая форма (ВПРС), которая представляет собой прогрессирующую стадию 

заболевания. На этой стадии уже не происходит массовой инфильтрации иммунных клеток в ЦНС, 

поэтому текущие методы лечения эффективны только в активной стадии ВПРС [136]. На поздних 

стадиях заболевания происходит нейродегенерация, в которой участвуют активированные 

резидентные клетки ЦНС [137]. Примерно у 10-15% пациентов наблюдается постепенное 

ухудшение неврологических функций от начала заболевания (без ремиссий), такое состояние 

называется первично-прогрессирующим РС (ППРС) [138].  

Таким образом, рассеянный склероз является комплексной патологией ЦНС, развитие 

которой связано с нарушением иммунорегуляции, что подтверждается эффективностью текущих 

иммунотерапевтических болезнь-модифицирующих препаратов. Однако остаются открытыми 

многие вопросы, ответы на которые могут стать основой для диагностики рассеянного склероза на 

предклинической стадии, поиска новых мишеней для разработки терапевтических препаратов 

следующего поколения и лечения прогрессирующих форм РС. Механизмы развития рассеянного 

склероза в основном изучаются в экспериментальных моделях на мышах, и одной из наиболее 

распространенных моделей является экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит (EAE). 

 

1.3.3. ЕАЕ как модель РС 
Модель экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита (ЕАЕ) стала катализатором в 

развитии терапевтических подходов, направленных на изменение течения РС, включая создание 

первого синтетического полимера из аминокислот – Глатирамер ацетата [139], первого средства для 

перорального применения – Финголимода [140] и первого моноклонального антитела против α4-

интегрина – Натализумаба [141]. Кроме этого, с помощью модели ЕАЕ были описаны 

основополагающие механизмы иммунной толерантности и развития РС как такового.  

EAE может быть индуцирован 2 способами – активным и пассивным. При активной 

индукции мышей иммунизируют нейроспецифичными антигенами в полном адъюванте Фрейнда и 

затем вводят коклюшный токсин для улучшения проницаемости гематоэнцефалического барьера 

[142]. В качестве антигенов для иммунизации могут быть использованы пептиды основного белка 
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миелина (MBP, myelin basic protein), протеолипидного белка (PLP, proteolipid protein) или миелин-

олигодендроцитарного гликопротеин (MOG, myelin oligodendrocyte protein) [143]. Различные 

комбинации генетических линий мышей и используемых для иммунизации антигенов вызывают 

различные формы заболевания. Например, иммунизация мышей линии C57BL/6 MOG35-55-

пептидом вызывает острую изолированную аутоиммунную атаку ЦНС, опосредованную CD4+ Т-

клетками, которая напоминает обострение РРРС [144]. При этом существуют протоколы 

иммунизации мышей линии C57BL/6 полноразмерным белком MOG, результатом которой является 

изолированная атака ЦНС патогенетическими аутоантителами [145, 146]. Иммунизация мышей 

линии SJL PLP139-151-пептидом приводит к развитию заболевания с периодами обострения и 

ремиссии (РРРС), при этом результатом иммунизации MOG35-55-пептидом мышей линии NOD (non-

obese diabetic) является вторично-прогрессирующее заболевание [144]. 

При пассивной индукции антиген-специфичные Т-клетки от иммунизированных доноров 

переносятся в организм неиммунизированных реципиентов [147]. Кроме того, существуют модели 

спонтанного развития EAE у мышей с модифицированными T-клеточными рецепторами, 

распознающими специфичные для ЦНС антигены. У так называемых 2D2 мышей Т-клеточный 

рецептор распознает MOG35-55-пептид, и 30% таких мышей спонтанно развивают оптический 

неврит, являющийся одним из клинических симптомов РС [148]. При этом, если скрестить 2D2 

мышей на IgHMOG мышей, значительный репертуар антител которых направлен на распознавание 

MOG [149], 60% таких мышей будут развивать спонтанный ЕАЕ, что говорит о важной роли 

кооперации Т- и В-клеток в индукции заболевания [150]. В дополнение к этому, мыши на 

генетической основе SJL/J с трансгенным Т-клеточным рецептором, распознающим MOG92-106, не 

только спонтанно развивают ЕАЕ с периодами обострения и ремиссии, но и характеризуются 

экспансией аутоантитело-продуцирующих В-клеток [151].  
Таким образом, несмотря на ряд ограничений, использование модели ЕАЕ для исследования 

механизмов заболевания способствовало развитию различных способов терапии. Важно отметить, 

что каждая из существующих моделей EAE воспроизводит различные аспекты РС, а разнообразие 

моделей позволяет объединить полученные данные в единую картину патогенеза РС. 
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1.3.4. Механизмы развития нейровоспаления 
Развитие нейровоспаления в РС и в модели ЕАЕ можно разделить на несколько фаз 

(Рисунок 3) [152].  

 

На первой стадии происходит взаимодействие антиген-презентирующих клеток (АПК) и Т-

клеток во вторичных лимфоидных органах (прайминг), что приводит к активации Т-клеток и их 

последующей дифференцировке в различные эффекторные субпопуляции в зависимости от 

цитокинового микроокружения.  

Рисунок 3. Механизмы развития нейровоспаления. 1. В периферических лимфоидных органах 
происходит презентация антигена наивным Т-клеткам (прайминг), и под действием различных 
цитокинов происходит последующая дифференцировка в TH1, TH17, TGM-CSF. 2. Эффекторные Т-
клетки мигрируют в паренхиму ЦНС путем прохождения одного из трех барьеров 
(гематоэнцефалический, гематолептоменингеальный, гематоцереброспинальный). 3. В ЦНС 
происходит реактивация Т-клеток, приводящая к выработке ими цитокинов. 4. Патогенетические 
TH-клетки продуцируют IFNγ, IL-17A, GM-CSF, которые способствуют дальнейшему привлечению 
в ЦНС миелоидных клеток, а также активации резидентных клеток ЦНС. Активированные 
иммунные клетки и резидентные клетки ЦНС за счет продукции провоспалительных цитокинов и 
других эффекторных молекул стимулируют гибель олигодендроцитов, повреждение аксонов 
нейронов и демиелинизацию. Рисунок выполнен с помощью BioRender. 
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В качестве АПК на периферии могут выступать классические дендритные клетки и 

макрофаги, также была показана ключевая роль В-клеток в этом процессе [153, 154]. Такие АПК 

представляют Т-клеткам в комплексе MHC различные значимые для развития РС аутоантигены, в 

том числе MBP, MOG, PLP, при этом стоит отметить, что аутоантигены, ассоциированные с РС, все 

еще продолжают открывать [155, 156]. 

Известно, что CD4+ TH клетки играют ключевую роль в патогенезе как РС [157, 158], так и 

ЕАЕ [159]. Считается, что наиболее патогенетическими субпопуляциями являются TH1 и TH17, 

поскольку адоптивный перенос этих клеток наивным мышам может индуцировать ЕАЕ [160]. TH1-

клетки приобретают свой фенотип, характеризующийся экспрессией транскрипционного фактора 

T-bet и продукцией цитокина IFNγ, под воздействием IL-12 [161]. Для поляризации в TH17-клетки 

необходимы IL-6, TGFβ, IL-23 и IL-1β [162]. Затем TH17-клетки экспрессируют RORγt и 

продуцируют IL-17A, IL-17F, IL-21 и IL-22 [161]. При этом в последние годы появляется все 

больше исследований, показывающих пластичность TH популяций [163]. Так, показано, что 

экспрессия RORγt характерна также для TGM-CSF-клеток, продуцирующих GM-CSF и играющих 

абсолютно патогенетическую роль в развитии ЕАЕ [164]. Для поляризации в субпопуляцию TGM-CSF 

необходимы IL-23 и IL-1β [165]. 

На образцах крови пациентов с РС было показано, что увеличение содержания IFNγ+IL-

17A+ TH17-клеток ассоциировано с фазами обострения, тогда как повышенное содержание IL-17A+ 

TH17-клеток, экспрессирующих IL-10, ассоциировано с ремиссией [166]. В 2019 году с помощью 

высокопроизводительных методов иммунофенотипирования у пациентов с РС была описана 

сигнатура TH, характеризующаяся экспрессией GM-CSF, TNF, IFNγ, IL-2, CXCR4 [158]. Эти 

результаты подчеркивают функциональную значимость пластичности TH популяций.  

На второй стадии T-клетки мигрируют в ЦНС, проходя через какой-либо из 3 основных 

барьеров ЦНС: 1) гематоэнцефалический, что обеспечивает инфильтрацию клеток в паренхиму 

ЦНС, 2) гематолептоменингеальный, что обеспечивает инфильтрацию в пространство под мягкой 

оболочкой мозга (pia mater) и, частично, в спинномозговую жидкость, 3) 

гематоцереброспинальный, что обеспечивает миграцию из периферической крови в 

спинномозговую жидкость [130]. Миграция через эти барьеры обусловлена межклеточными 

взаимодействиями, опосредованными молекулами адгезии ICAM-1 и VCAM-1 [167], а также 

хемокинами, например, CCL20 [168].  

На третьей стадии происходит реактивация Т-клеток в ЦНС. В качестве АПК выступают 1) 

моноциты, дифференцирующиеся в периваскулярном пространстве в дендритные клетки [169], 2) 

классические дендритные клетки [170], 3) тканерезидентные макрофаги оболочек [171], 3) MHCII+ 
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макрофаги синусов твердой мозговой оболочки [172], 4) В-клетки [173]. Кроме этого, было 

показано, что ILC3 могут выступать в качестве АПК [174]. Однако имеются сведения, что 

взаимодействие между АПК и Т-клетками в оболочках мозга может наоборот подавлять 

аутоиммунные реакции, образуя иммунорегуляторную нишу [175].  

На четвертой стадии Т-клетки после реактивации выполняют свои эффекторные функции, 

заключающиеся в активации резидентных клеток ЦНС, привлечении и последующей активации 

моноцитов, а также амплификации воспаления. Так, TH1-клетки в ЦНС путем выделения IFNγ 

обеспечивают дифференцировку Ly6Chi моноцитов в MHCII+ эффекторные дендритные клетки 

(moDC, monocyte-derived dendritic cells) [176]. При этом роль IFNγ в развитии патологии при РС 

или ЕАЕ не так однозначна, поскольку мыши с удалением IFNγ развивают ЕАЕ [177]. Одним из 

возможных объяснений является его участие в поддержании супрессорной активности 

регуляторных Т-клеток [178].  

Патогенетические функции TH17-клеток в патологии РС и ЕАЕ в основном связаны с их 

участием в поддержании целостности различных барьеров организма. Так, показано, что активация 

IL-17R на эндотелиальных клетках ГЭБ приводит к разрушению целостности плотных контактов 

ГЭБ [179]. Более того, сейчас существует концепция, что вклад IL-17A и IL-17F в развитие ЕАЕ 

больше связан с их ролью в поддержании гомеостаза кишечника, чем с энцефалитогенными 

функциями [180]. Однако IL-17 имеет и прямые эффекторные функции в ЦНС: 1) индуцирует 

продукцию хемокинов в астроцитах, в том числе CCL2, необходимого для привлечения моноцитов 

[181], 2) подавляет созревание и выживание олигодендроцитов [182].  

TGM-CSF путем продукции GM-CSF необходимы для миграции Ly6ChiCCR2+ моноцитов в 

ЦНС [183] и для последующего приобретения ими фенотипа moMACs (monocyte-derived 

macrophages), для которых характерна продукция IL-1β, активных форм кислорода, а также 

фагоцитарная активность [176]. Интересно, что на мышах с гиперпродукцией GM-CSF показано, 

что только GM-CSF достаточно для индукции нейровоспаления, ассоциированного с 

инфильтрацией в ЦНС moMACs [184]. GM-CSF также индуцирует экспрессию MAFG в 

астроцитах, ассоциированную с их провоспалительной активностью [185].  

Инфильтрировавшие иммунные клетки вместе с активированными резидентными клетками 

ЦНС участвуют в демиелинизации и повреждении нейронов [135]. Существуют механизмы, 

связанные с подавлением иммунного ответа при патологии РС и ЕАЕ, опосредуемые 

регуляторными Т- и В-клетками. Так, регуляторные CD4+ Т-клетки подавляют аутоиммунное 

нейровоспаление путем продукции IL-10 [186], а также способствуют ремиелинизации путем 

выделения CCN3 [187]. Кроме этого, экспрессия TNFR2 на регуляторных Т-клетках обеспечивает 
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их супрессорную активность, а также защиту от развития ЕАЕ [188]. Регуляторные В-клетки 

ингибируют заболевание путем продукции IL-10 и IL-35 [189, 190]. Более того, в недавних 

исследованиях было показано, что IL-10-продуцирующие В-клетки мигрируют в ЦНС из 

кишечника и являются IgA+ антитело-продуцирующими клетками [146]. Другой популяцией клеток 

с возможной регуляторной функцией являются ILC3. Так, ILC3 в периферических лимфатических 

узлах подавляют ЕАЕ, однако механизмы такой регуляции иммунного ответа еще предстоит 

изучить [174].   

 

1.3.5. Роль лимфотоксинов α и β в развитии РС и ЕАЕ 
В настоящее время роль лимфотоксинов в развитии РС считается в основном 

патогенетической. На пациентах с РС показано, что экспрессия LTα повышена в очагах 

демиелинизации и мононуклеарных клетках в спинномозговой жидкости [106, 107]. Анализ 

цитокинового профиля периферических мононуклеаров, выделенных из крови пациентов с 

ремиттирующим типом РС, выявил увеличение продукции LTα Т-клетками и В-клетками во время 

периодов обострения [191]. В подтверждение к этим результатам у пациентов с РС повышена 

продукция LTα3 CD19+ В-клетками, которые регулируют TH1 и TH17 ответ [192]. В работе Duddy et 

al. показано, что продукция LTα характерна для В-клеток памяти, а терапия митоксантроном, 

синтетическим цитостатиком, приводит к уменьшению продукции LTα3 стимулированными В-

клетками [193]. Недавние исследования по изучению метилирования ДНК в В-клетках, 

выделенных из пациентов с ремиттирующим РС, показали, что изменения в метилировании локуса 

LTA могут быть связаны с риском возникновения РС [194]. Более того, полиморфизм в гене LTA 

ассоциирован с повышенным риском развития РС [195]. Post mortem анализ образцов головного 

мозга 6 пациентов с прогрессирующей формой РС показал, что в ЦНС таких пациентов происходит 

накопление популяции CD161+LTβ+ Т-клеток, по фенотипу схожих с TH17/TFH [196].  

В то же время данные о роли LT в модели ЕАЕ остаются противоречивыми. В ранних 

экспериментах введение антител к TNF/LTα в модели с пассивной индукцией EAE предотвращали 

развитие MBP-зависимого EAE, что указывало на патогенетическую роль TNF и/или LTα [197]. 

Подтверждение этих результатов было получено на мышах с генетической инактивацией Lta, 

которые были абсолютно резистентны к развитию MOG35-55-индуцированного EAE [198]. Однако 

позднее было показано, что у таких мышей с конвенциональным удалением Lta есть нарушения в 

продукции TNF миелоидными клетками [28], что поднимает вопрос о достоверности результатов. 

Более того, в инфекционной модели LtaD/D мыши без neo-кассеты были менее восприимчивы к 
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заражению Mycobacterium tuberculosis по сравнению с мышами с конвенциональным удалением Lta 

и мышами с удалением Tnf [199]. Фенотип резистентности Lta-дефицитных мышей к индукции 

ЕАЕ косвенно противоречил данным по адоптивному переносу костного мозга из Lta-дефицитных 

мышей в RAG1-/- реципиентов, так как последующая иммунизация приводила к развитию 

заболевания, как и у мышей дикого типа [200]. В этой же работе было показано, что мыши с 

двойным нокаутом TNF/LTα были абсолютно резистентны к индукции ЕАЕ [200], что в 

совокупности приводило только к одному однозначному выводу: для индукции ЕАЕ необходим 

TNF. Стоит отметить, что другие исследования не обнаружили влияния удаления Tnf/Lta на 

развитие EAE, однако эти эксперименты были проведены на мышах, полученных на смешанной 

генетической основе [201].  

В дальнейших исследованиях было показано, что, действительно, генетическая или 

фармакологическая блокировка TNF приводят к отложенному началу заболевания и усилению 

клинических симптомов на поздних стадиях [202, 203]. Причем для TNF показано, что важны как 

его клеточный источник, так и локализация иммунного ответа. Так, в ЦНС TNF выполняет 

патогенетическую функцию: TNF, продуцируемый миелоидными клетками, участвует в 

привлечении воспалительных клеток в ЦНС, TNF, продуцируемый Т-клетками, регулирует 

инфильтрацию миелоидных клеток в ЦНС. Во вторичных лимфоидных органах уменьшает 

продукцию IL-6 и IL-12 антиген-презентирующими клетками [203]. В целом, в модели ЕАЕ 

довольно четко продемонстрированы функции рецепторов TNF: TNFR1 выполняет 

патогенетическую роль [204], тогда как TNFR2 – протективную [188, 205]. Однако несмотря на 

убедительные результаты в доклинических моделях РС, клинические испытания Lenercept, 

антагониста TNFR1, не только не показали эффективность, но наоборот ухудшали симптомы у 

пациентов с РС [206]. 

Что касается мембраносвязанной формы LTβ, имеются сведения о том, что мыши с 

дефицитом Ltb были восприимчивы к развитию EAE и развивали более слабые симптомы 

заболевания по сравнению с мышами дикого типа, однако эти результаты были получены на 

смешанной генетической основе [198]. Мыши с удалением Ltb развивают шейные лимфатические 

узлы, которые, как было показано на мышах с трансгенным Т-клеточным рецептором, 

специфичным к PLP, могут служить местом прайминга энцефалитогенных Т-клеток [207]. Этот 

факт вносит очередную неизвестную переменную в понимание системы цитокинов TNF/LT, 

поскольку в контексте ЕАЕ сложно сравнивать Lta- и Ltb-дефицитных мышей. Однако стоит 

отметить, что эксперименты на aly/aly мышах с точечной мутацией в киназе NIK показали, что 

прайминг Т-клеток может происходить в отсутствие вторичных лимфоидных органов. Результатом 
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экспериментов с пересадкой костного мозга из мышей aly/aly в реципиентов дикого типа стало 

развитие клинических симптомов EAE, что указывает на возможную независимость структурных 

дефектов в иммунной системе и развитие Т-клеточнозависимого иммунного ответа при подкожной 

иммунизации [208]. 

В дальнейшем эксперименты по изучению сигнальных путей, опосредованных LTβR, 

проводили с использованием слитого белка LTβR-Ig, блокирующего взаимодействие LTα1β2/LTβR и 

LIGHT/LTβR. Применение LTβR-Ig в модели MBP-индуцированного EAE на крысах 

предотвращало развитие заболевания [209]. Это было подтверждено экспериментами на мышах 

линии SJL, при иммунизации PLP139-151-пептидом которых развивается заболевание с периодами 

обострений и ремиссий. Так, введение LTβR-Ig после иммунизации PLP139-151-пептидом приводило 

к уменьшению обострений на поздних стадиях заболевания, что коррелировало с уменьшением 

выработки IFNγ Т-клетками и минимальными признаками демиелинизации [209]. Однако в модели 

с иммунизацией MOG35-55-пептидом мышей линии C57BL/6 последующее введение LTβR-Ig не 

влияло на развитие заболевания. Одним из объяснений такого фенотипа была необходимость 

дополнительного введения коклюшного токсина, влияющего на продукцию хемокинов [209]. Более 

того, в модели химически-индуцированной нейродегенерации, которая не зависит от Т-клеток, 

введение LTβR-Ig уменьшало уровень демиелинизации, а также ускоряло процессы 

ремиелинизации [210]. Интересно, что при генетическом удалении LTβR была обнаружена его 

двойственная роль: скорее всего, LTβR стимулирует как процессы демиелинизации, так и процессы 

ремиелинизации [210]. Эти результаты согласуются с данными, полученными на мышах с 

дефицитом LIGHT. Так, LIGHT-дефицитные мыши развивают хроническое заболевание в модели 

MOG35-55-индуцированного ЕАЕ, в связи с усиленной активацией миелоидных клеток в ЦНС [211]. 

Однако, возможно, что у LIGHT-дефицитных мышей также есть проблемы с ремиелинизацией на 

хронической стадии заболевания. 

В нескольких исследованиях была показана патогенетическая роль лимфотоксина за счет 

участия в формировании ТЛО. Введение LTβR-Ig снижало экспрессию хемокинов CXCL10, 

CXCL13 в ЦНС, уменьшало инфильтрацию Т-клетками и ограничивало формирование В-

клеточных фолликулов [212]. Pikor et al. показали, что интеграция сигналов от IL-17, IL-22 и LTαβ в 

воспаленных оболочках головного мозга способствует ремоделированию ретикулярных 

стромальных клеток, что приводит к формированию ТЛО [213]. Более того, взаимодействие между 

TH17-клетками, экспрессирующими LTαβ, и LTβR+ стромальными клетками было необходимо для 

запуска продукции IL-17. Авторы этого исследования также показали, что у пациентов с РС 

повышена экспрессия LTαβ и LIGHT на активированных Т-клетках [213]. Оказалось, что 
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конститутивное повышение уровня LTα в оболочках головного мозга может приводить к 

формированию ТЛО и развитию патологии головного мозга, сходной с РС. Хроническая локальная 

гиперпродукция LTα в оболочках мозга вызывала формирование ТЛО с Т-зонами с 

фибробластоподобными ретикулярными клетками, а также с В-зонами с сетью фолликулярных 

дендритных клеток. В этих инфильтратах наблюдался высокий уровень экспрессии CCL19, CCL21, 

CXCL13 [214].  

Таким образом, имеется достаточное число указаний на патогенетическую роль 

лимфотоксинов в патологии РС и ЕАЕ. Тем не менее, многие из них требуют переосмысления, во-

первых, из-за сложной биологии системы TNF/LT и широкого спектра выполняемых этой системой 

функций, во-вторых, из-за отсутствия доказанной эффективности терапевтических препаратов, 

блокирующих сигнальные пути лимфотоксина. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Мыши 

Работу проводили на ранее сконструированных линиях мышей с полным удалением Lta [28], 

полным удалением Tnf [39], полным удалением Tnfrsf1a [45], тканеспецифичным удалением Lta в 

ILC3 и Т-клетках (Ltaflox/flox × Rorc (γt)-CreTg, обозначенных как Lta∆ILC3,T) или в Т-клетках (Ltaflox/flox 

× Cd4-CreTg, обозначенных как Lta∆T) [29]. Для получения мышей с тканеспецифичным удалением 

Lta в В-клетках (Lta∆B) Ltaflox/flox мышей скрещивали с Cd19-Cre мышами [215]. Все линии мышей 

разводили и поддерживали на генетической основе C57BL/6. В качестве контролей дикого типа 

были взяты либо мыши C57BL/6, либо Ltaflox/flox мыши из того же помета, что и мыши, несущие ген 

Cre-рекомбиназы. В экспериментах были использованы самки и самцы возраста 9-12 недель. 

Мышей разводили и содержали в specific-pathogen free (SPF) условиях на базе питомника для 

лабораторных животных SPF-категории «Пущино», ФИБХ РАН им. академиков М.М. Шемякина и 

Ю.А. Овчинникова. Экспериментальных животных содержали в конвенциональных условиях в 

специально оборудованном помещении лаборатории молекулярных механизмов иммунитета ИМБ 

им. Энгельгардта РАН. Эксперименты на генетически-модифицированных мышах в модели ЕАЕ 

были одобрены Биоэтическим комитетом ИМБ РАН (Протокол №3 от 27.10.2022).  

Генотипирование 

Генетический материал выделяли из образцов биопсии хвоста или ушей мышей с 

использованием лизирующего буфера, содержащего 10X Gittschier buffer (166 мM (NH4)2SO4, 670 

мM Tris-HCl, 67 мM MgCl2, 50 мM β-меркаптоэтанол, 67 мкM Na2EDTA, pH 8.8), 5% Тритон X-100 

и 0.25 мг/мл протеиназы К, и инкубацией на термошейкере при 55 °C в течение ночи. Реакцию 

останавливали путем инкубации лизатов при 95 °C в течение 10 минут.  

Генотипирование мышей проводили методом ПЦР. Для этого в качестве ДНК-матрицы 

использовали лизаты, предварительно разведенные в 11 раз. ПЦР проводили в реакционной смеси, 

содержавшей 10X DreamTaq Green Buffer (Thermo Scientific), 0.2 мM dNTP (Thermo Scientific), 0.5 

мкM прямых и обратных праймеров и 5 Ед/мкл DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific). В 

работе были использованы следующие праймеры (Таблица 2): 
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Таблица 2. Список праймеров и протоколов ПЦР, использованных для генотипирования 

мышей 

Реакция 
Название 

праймера 
Последовательность праймера 

Программа 

амплификации 

Размер 

продуктов, kb 

Lta 

floxed 

LTa-F1 GCGGCAGGCATGTCAAG 

95°C 3 мин, 

35 x (95°C 60 с, 63°C 

60 с, 72°C 60 с), 

72°C 5 мин 

0.283 – wt 

0.383 – floxed LTa-R1 GCCGCAGGGACTAGCAG 

Lta KO 
LTa-F1 GCGGCAGGCATGTCAAG 

0.643 – KO 
LTa-R2 CTCCCAAGTGAGTTTTCCACG 

Rorc 

(γt)-

CreTg 

Primer 3 CCCCCTGCCCAGAAACACT 1.0 – RORγt 

Cre Tg Primer 120 TCTCTGACCAGAGTCATCCTTAGC 

Cd19- 

Cre 

CD19.8 AATGTTGTGCTGCCATGCCTC 0.4 – CD19 Cre 

knock-in 

0.5 – wt 

CD19.9 GTCTGAAGCATTCCACCGGAA 

Lck2 AATGTTGCTGGATAGTTTTTACTGC 

Cd4- 

CreTg 

CD4-Cre1 ATCAAGGTCCTGAGGAAGAG 95°C 3 мин, 

35 x (95°C 40 с, 60°C 

45 с, 72°C 60 с), 

72°C 5 мин 

0.240 – CD4 

Cre Tg 

0.330 – wt 

CD4-Cre2 ACCTCATCACTCGTTGCATC 

CD4-Cre3 CTAGGAGTTGTGCTGCACAG 

 

Индукция EAE 

Индукцию экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита (EAE) проводили путем 

подкожной иммунизации мыши 100 мкг пептида MOG35-55 (AnaSpec) или 100 мкг рекомбинантного 

человеческого белка MOG1-125 (rhMOG1-125, любезно предоставлен А.А. Белогуровым, ИБХ РАН) в 

полном адъюванте Фрейнда (Sigma) с добавлением 5 мг/мл Mycobacterium tuberculosis H37RA (BD 

Difco).  

Приготовление эмульсии MOG35-55 с полным адъювантом Фрейна проводили на 

ультразвуковом гомогенизаторе Bandelin SONOPULS HD 2070 с зондом MS72. Для гомогенизации 

использовали следующие параметры: время гомогенизации – 8 секунд, колебания (пульсации) – 

60%, амплитуда – 80%. Суспензию хранили на льду и не допускали нагревания. Гомогенизацию 

проводили по всему объему суспензии, общее количество циклов гомогенизации составляло 12. 

Далее проводили механическую гомогенизацию в течение 5 циклов длительностью 8 секунд 

каждый на приборе IKA T10 basic ULTRA-TURRAX.  
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Для приготовления суспензии с полноразмерным рекомбинантными MOG-белком rhMOG1-

125 и полный адъювант Фрейнда тщательно эмульгировали с помощью системы спаренных 

шприцев, соединенных трехходовым инфузионным краном (Braun).  

Для повышения проницаемости гематоэнцефалического барьера мышам внутрибрюшинно 

вводили 200 нг коклюшного токсина (Pertussis toxin, Sigma) в день иммунизации и через 2 дня 

после иммунизации MOG35-55-пептидом или белком rhMOG1-125. Оценку клинических симптомов 

заболевания проводили по стандартной шкале: 0 – отсутствие признаков EAE, 0.5 – потеря тонуса 

хвоста в дистальной части, 1 – полная потеря тонуса хвоста, 1.5 – полная потеря тонуса хвоста и 

нарушение рефлекса переворачивания, 2 – полное нарушение рефлекса переворачивания, 2.5 – 

частичный двусторонний паралич задних конечностей и нарушение походки, 3 – полный паралич 

одной задней конечности, частичный паралич другой задней конечности, 3.5 – полный 

двусторонний паралич задних конечностей, 4 – полный двусторонний паралич задних конечностей 

и частичный паралич передних конечностей, 4.5 – полный паралич передних и задних конечностей, 

5 – полная потеря двигательных функций и изнуренное состояние. 

 

Введение нейтрализующих антител мышам в модели ЕАЕ  

Для фармакологической блокировки TNF или LTɑ in vivo вводили 200 мкг нейтрализующих 

TNF антител (клон XT3.11, BioXCell) или 100 мкг нейтрализующих LTɑ антител [113] (любезно 

предоставлены Jane Grogan), разведенных в PBS. Мыши получали инъекции внутрибрюшинно 

каждые 3 дня, начиная с 4-го дня после иммунизации MOG35-55-пептидом. Контрольным мышам 

вводили PBS внутрибрюшинно. 

 

Выделение клеток 

Выделение клеток из лимфатических узлов и селезенки 

Лимфатические узлы и селезенку механически диссоциировали и пропускали через 

клеточный фильтр (70 мкм). Клеточные суспензии осаждали центрифугированием (300g, 4°C, 7 

минут), суспензии спленоцитов инкубировали в течение 2 минут при комнатной температуре в 

растворе ACK (1.5 М NH4Cl, 100 мМ KHCO3, 10 мМ Na2EDTA) для лизиса эритроцитов. Далее 

суспензию спленоцитов отмывали центрифугированием в большом объеме PBS с добавлением 2% 

FBS (Gibco). Клетки все время хранили на льду в PBS с 2% FBS.  
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Выделение клеток из собственной пластинки тонкого кишечника 

Тонкий кишечник извлекали и помещали в охлажденный PBS. Кишечник очищали от 

Пейеровых бляшек и жировой ткани, после чего разрезали продольно, промывали от содержимого 

в холодном растворе PBS и разрезали на фрагменты длиной 1 см. 

Для выделения ILC3 кусочки ткани дважды инкубировали в HBSS с добавлением 10 мМ 

HEPES и 5 мМ EDTA при 37°С в течение 20 минут. Образцы дважды промывали, измельчали и 

инкубировали в HBSS с добавлением 2% FBS, 0.5 мг/мл коллагеназы D (Roche), 0.5 мг/мл ДНКазы 

I (Sigma Aldrich), 0.5 Ед/мл диспазы (Gibco) при 37 °C в течение 20 мин. Далее клеточные 

суспензии пропускали через сито с размером пор 70 мкм, после чего центрифугировали (1300g, 

25°C, 20 минут, без ускорения и торможения) в градиенте Перколла 40/80 (GE Healthcare) [216].  

Для выделения Т-клеток кусочки ткани дважды инкубировали в PBS с добавлением 2% FBS 

и 5 мМ EDTA в течение 15 минут при 37°C. Затем ткань измельчали и дважды инкубировали в 

среде RPMI 1640 (Capricorn Scientific), содержащей 2 мМ L-глутамина (Gibco), 100 Ед/мл 

пенициллина (Thermo Fisher Scientific), 100 мг/мл стрептомицина (Thermo Fisher Scientific), 1 мг/мл 

коллагеназы D (Roche), 1 мг/мл диспазы (Gibco) и 2% FBS при 37°C при 220 об/мин. Затем 

клеточные суспензии гомогенизировали с помощью шприца с иглой 1,2 × 30 мм, фильтровали 

через сито с размером пор 70 мкм, центрифугировали, дважды промывали в PBS с добавлением 2% 

FBS и лизировали в растворе ACK по вышеописанному протоколу.  

 

Выделение иммунных клеток из ЦНС 

Иммунные клетки, инфильтрировавшие в ЦНС, выделяли в соответствии с протоколом, 

описанным в работе [217]. Вкратце, мышей подвергали анестезии и проводили транскардиальную 

перфузию с использованием 0.9% раствора NaCl в течение 3-5 минут. Затем извлекали головной и 

спинной мозг, механически гомогенизировали их на мелкие фрагменты при помощи лезвия. Клетки 

осаждали центрифугированием (300g, 4°C, 7 минут), после чего проводили ферментативную 

диссоциацию. Для этого был использован раствор DPBS с добавлением 2 мг/мл ДНКазы I (Roche) и 

5 мг/мл коллагеназы II (Gibco). Клетки инкубировали с ферментами в течение 30 минут при 37°C. 

Реакцию останавливали путем добавления большого объема холодного PBS с 2% FBS. Полученные 

суспензии клеток гомогенизировали с помощью шприца с иглой размером 18G x 1,5''. Затем 

проводили разделение фракции иммунных клеток в градиенте плотности Перколла (GE Healthcare) 

30/37/70 при центрифугировании (500g, 25°C, 40 минут, без ускорения и торможения). 
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Поляризация Т-клеток in vitro 

Наивные CD4+ T-клетки выделяли из селезенки и лимфатических узлов (паховых, 

подмышечных, плечевых) с помощью магнитной сепарации MACS с использованием набора для 

выделения наивных CD4+ T-клеток (Miltenyi) по протоколу производителя. После этого клетки 

культивировали в концентрации 1 × 105 клеток/лунку в 200 мкл среды Advanced RPMI 1640 (Gibco) 

с добавлением 10% FCS, 2 мМ L-глутамина, 100 Ед/мл пенициллина, 100 мг/мл стрептомицина, 1 

мМ пирувата натрия, 50 мМ 2-меркаптоэтанола, 10 мМ HEPES и 1% заменимых аминокислот в 

течение 5 дней при 37°C, 5% CO2 в 96-луночных планшетах с U-образным дном в трех 

технических повторах, которые объединяли между собой перед анализом. 

Для поляризации in vitro клетки стимулировали в присутствии 1 мкг/мл α-CD3 (коллекция 

in-house DRFZ), 6 нг/мл α-CD28 (коллекция in-house DRFZ) и 10 мкг/мл α-IFN-γ (BioXCell) – 

поляризация в TH0; или в присутствии дополнительно добавленных 2 нг/мл TGFβ (Miltenyi), 10 

нг/мл IL-6 (Miltenyi), 10 нг/мл IL-23 (Miltenyi) – поляризация в TH17; или в присутствии 1 мкг/мл α-

CD3 (коллекция in-house DRFZ), 6 нг/мл α-CD28 (коллекция in-house DRFZ) и дополнительно 

добавленных 4 нг/мл IL-12 (Miltenyi), 10 нг/мл IL-2 – поляризация в TH1. 

 

Цитофлуориметрический анализ 

Цитофлуориметрический анализ проводили на приборе BD FACSCanto II или BDFACSAria 

III (BD). Подсчет количества клеток проводили с помощью Countess Automated Cell Counter 

(Thermo Fisher) или путем добавления к окрашенным образцам микросфер CountBright Absolute 

Counting Beads (Molecular Probes) согласно протоколу производителя. Полученные данные 

анализировали с помощью FlowJo Software (BD). Стратегия выделения популяций представлена в 

Приложении (Приложение, Рисунок 19, 20). 

 

Рестимуляция клеток для внутриклеточной детекции цитокинов 

Для поликлональной рестимуляции CD4+ Т-клетки инкубировали в течение 4 часов при 

37°C, 5% CO2 в присутствии 50 нг/мл форбол-12-миристат-13-ацетата (ФМА) (Sigma Aldrich), 500 

нг/мл иономицина (Sigma Aldrich) и 3 мкг/мл брефельдина А (eBioscience).  

Для антиген-специфичной рестимуляции CD4+ Т-клетки инкубировали в течение 6 часов 

при 37°C, 5% CO2 в присутствии 20 мкг/мл MOG35-55-пептида и 3 мкг/мл брефельдина А. 

Специфичность Т-клеток к MOG35-55-пептиду оценивали по экспрессии на них CD40L (CD154) и 

CD44.  
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Поверхностное окрашивание 

Клеточные суспензии переносили в 96-луночный планшет с V-образным дном и осаждали 

центрифугированием (300g, 4°C, 7 минут) в PBS с 2% FBS. Для блокировки неспецифичного 

связывания антител с Fcγ-рецепторами клетки инкубировали в течение 20 минут при 4°C с 

антителами к CD16/CD32 (клон 2.4G2, коллекция in-house DRFZ), после чего клетки отмывали 

центрифугированием в PBS с 2% FBS. К клеткам добавляли эпитопспецифичные антитела к 

поверхностным маркерам (Таблица 3). Для окрашивания мертвых клеток использовали Fixable 

Viability Dye (eBioscience). 

 

Сортировка клеток 

Для сортировки клеток суспензии спленоцитов инкубировали с антителами к CD16/CD32 

(2.4G2, коллекция in-house DRFZ) в течение 20 минут при 4°C, после чего клетки отмывали в PBS с 

2% FBS и осаждали центрифугированием. К клеткам добавляли эпитопспецифичные антитела к 

поверхностным маркерам (Таблица 3). Для окрашивания мертвых клеток использовали Fixable 

Viability Dye (eBioscience). Популяцию CD45+CD4-CD19+ сортировали на приборе BD FACS Aria III 

Cell Sorter (BD Biosciences, США) с чистотой >90%. Затем для индукции экспрессии лимфотоксина 

1 × 106 отсортированных В-клеток стимулировали 10 мкг/мл анти-CD40 (FGK45, коллекция in-

house DRFZ) в течение 7 часов. 

 

Внутриклеточное окрашивание 

Для окрашивания транскрипционных факторов использовали набор FoxP3 / Transcription 

Factor Staining Buffer Set (ThermoFisher), для окрашивания цитокинов использовали набор BD 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), следуя рекомендациям производителей.  

Вкратце, клетки фиксировали в течение 1 часа при 4°C в растворе для фиксации и 

пермеабилизации, после чего клетки отмывали центрифугированием (400g, 4°C, 7 минут) в 

пермеабилизирующем буфере. Внутриклеточное окрашивание эпитопспецифичными антителами 

проводили в пермеабилизирующем буфере в течение ночи при 4°C (Таблица 3). От избытка антител 

клетки отмывали в пермеабилизирующем буфере и осаждали центрифугированием (400g, 4°C, 7 

минут).  
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Таблица 3. Список антител, использованных для цитофлуориметрического анализа 

Антиген Клон Производитель 

Поверхностное окрашивание 

CD45 30-F11 Biolegend 

CD11b M1/70 Biolegend 

Ly6C HK1.4 Invitrogen 

Gr-1 RB6-8C5 Invitrogen 

CD11c N418 eBioscience 

MHCII M5/114.15.2 Biolegend 

TCRβ H57-597 Invitrogen 

CD4 RM4-5 Biolegend 

CD44 IM7 Biolegend 

CD62L MEL-14 Biolegend 

CCR6 29-2L17 Biolegend 

B220 RA3-6B2 Biolegend 

CD19 6D5 Biolegend 

Внутриклеточное окрашивание 

CD40L MR1 Biolegend 

FoxP3 FJK-16s Invitrogen 

RORɣt B2D Invitrogen 

GM-CSF MP1-22E9 Biolegend 

IFNɣ XMG1.2 Biolegend 

IL-17A eBio17B7 Invitrogen 

 

Мультиплексный анализ цитокинов 

 Многопараметрический анализ цитокинов проводили в клеточных супернатантах и в 

образцах сыворотки крови. Сбор крови проводили из щеки мыши в пробирки Greiner Bio-One Mini 

Collect Z Serum Sep, инкубировали при комнатной температуре в течение 30 минут, после чего 

образцы центрифугировали при 3000g, 25°C, 30 минут и отбирали супернатант.  

Для определения концентрации цитокинов и хемокинов использовали наборы Mouse TH17 

Magnetic Bead Panel (#MTH17MAG-47K, Merck) и MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine/Chemokine 
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Magnetic Bead Panel (#MCYTMAG-70K-PX32, Merck) в соответствии с рекомендациями 

производителя. Вкратце, в 96-луночные планшеты добавляли стандарты с известными 

концентрациями и образцы, после чего к ним добавляли буфер для разведения и смесь магнитных 

микросфер, покрытых антителами к одному виду аналита. К образцам сывороток также добавляли 

смесь белков сыворотки (Serum Matrix), после чего планшеты инкубировали в течение ночи при 

4°C и постоянном перемешивании на орбитальном шейкере.  

Микросферы отмывали с помощью специального буфера на магнитной подложке, после 

чего проводили инкубацию со вторичными антителами, конъюгированными с биотином, в течение 

1 часа при комнатной температуре и постоянном перемешивании. Далее добавляли стрептавидин, 

конюъгированный с фикоэритрином, инкубировали в течение 30 минут при комнатной температуре 

и постоянном перемешивании и отмывали от микросфер на магнитной подложке. Анализ 

проводили на приборе MAGPIX (Luminex), концентрации аналитов определяли по интенсивности 

флуоресценции фикоэритрина на каждом типе микросфер. Полученные данные анализировали с 

помощью MILLIPLEX Analyst Software (Merck). 

 

Выделение РНК 

Выделение РНК проводили с помощью TRIzol Reagent (Sigma) по протоколу производителя. 

Измельченные фрагменты ЦНС или клеточные осадки растворяли в 1 мл TRIzol Reagent и хранили 

при -80°С. Далее в случае с ЦНС проводили гомогенизацию образцов с помощью двух шприцев 

объемом 2 мл, после чего образцы центрифугировали при 12000g, 4°С, 10 минут для избавления от 

липидов, супернатант переносили в чистую пробирку. Остальные этапы были идентичны для ЦНС 

и клеточных осадков. Так, образцы инкубировали при комнатной температуре в течение 5 минут 

для полной диссоциации нуклеопротеиновых комплексов. Затем в соотношении 1:10 добавляли 1-

бромо-3-хлоропропан (Sigma) для разделения фаз, интенсивно перемешивали и инкубировали при 

комнатной температуре в течение 15 минут. Далее образцы центрифугировали при 12000g, 4°С, в 

течение 20 минут и отбирали в чистую пробирку водную фазу, содержащую РНК. Затем к 

полученной водной фазе добавляли 4 мкг очищенного от РНКаз гликогена (Thermo Fisher), ледяной 

изопропанол (Sigma) в соотношении 1:1 и инкубировали при комнатной температуре в течение 10 

минут. Образцы центрифугировали при 12000g, 4°С, 15 минут, супернатант отбирали, осадок 

отмывали центрифугированием в 1 мл 75% этанола. Далее отбирали супернатант, образовавшийся 

осадок высушивали и растворяли в воде, обработанной диэтилпирокарбонатом. Концентрацию 

РНК измеряли с помощью спектрофотометра NanoPhotometer N50 Touch (IMPLEN).  
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Обратная транскрипция 

На первом этапе проводили удаление геномной ДНК из образцов РНК. Для этого 1 мкг РНК 

обрабатывали ДНКазой I (Thermo Fisher), растворенной в 10-кратном реакционном буфере с 

добавлением MgCl2 (Thermo Fisher), при 37°С в течение 30 минут. Для остановки реакции 

добавляли 1 мкл 50 мМ ЭДТА (Thermo Fisher) и инкубировали при 65°С в течение 10 минут.  

Для синтеза первой цепи кДНК использовали 1 мкг РНК, синтез проводили с Oligo (dT)18 

праймерами и обратной транскриптазой RevertAid M-MuLV по стандартному протоколу 

производителя (Thermo Fisher). 

Количественная ПЦР в реальном времени 

Реакцию количественной ПЦР в реальном времени проводили в объеме 20 мкл с добавлением 5Х 

реакционной смеси qPCRmix-HS SYBR+LowROX (Евроген). Праймеры подбирали по критерию 

отжига на стыке экзонов, разницы между температурами отжига не более 2°С с помощью сервиса 

PrimerBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Праймеры были синтезированы 

компаниями “Синтол” и “Евроген” (Таблица 4). Работу проводили на приборе 7500 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). Использовали следующий протокол: предварительная денатурация 

при 95°C в течение 10 минут, 40 циклов – денатурация при 95°C в течение 15 с, отжиг при 61°C в 

течение 30 с и элонгация при 72°C в течение 20 с. В качестве референсного гена использовали β-

актин. Анализ относительного уровня экспрессии проводили с помощью метода 2-ΔΔCt [218].  

 

Таблица 4. Нуклеотидные последовательности использованных в работе праймеров 

Ген Прямой праймер (5’-3’) Обратный праймер (5’-3’) 

Actb CTCCTGAGCGCAAGTACTCTGTG TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC 

Ccl19 GGGGTGCTAATGATGCGGAA GTTGCCTTTGTTCTTGGCAGA 

Ccl21 CCGGCAATCCTGTTCTCACC ATGGTTGAAGCAGGGCAAGG 

Cxcl13 CAGGCCACGGTATTCTGGAAG TCACTGGAGCTTGGGGAGTT 

Icam1 AGTGGGTCGAAGGTGGTTCT TCCAGCCGAGGACCATACAG 

Il6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA TGTACTCCAGGTAGCTATGG 

Il23a CGGGACATATGAATCTACTAAGAG GTTGTCCTTGAGTCCTTGTG 

Lta ATGGCATCCTGAAACCTGCTGC GGGAGTTGTTGCTCAAAGAGAAGC 

Vcam1 GACAGCCCACTAAACGCGAA TCCTTGGGGAAAGAGTAGAT 
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Гистологический анализ 

Для анализа уровня демиелинизации образцы спинного мозга выделяли на пике ЕАЕ: 

проводили транскардиальную перфузию мышей с помощью PBS и 10% забуференного 

нейтрального формалина (NBF, BioVitrum), после чего извлекали позвоночник и фиксировали в 

течение ночи в 10% NBF при комнатной температуре. После фиксации ткани отмывали большим 

объемом PBS (4 раза × 1 час каждый) для полного удаления 10% NBF. Обезвоживание образцов 

спинного мозга проводили путем инкубации в 70% спирте в течение ночи, после чего извлекали 

спинной мозг из позвоночника и проводили его разделение на отделы (шейный, грудной, 

поясничный). Обезвоживание образцов продолжали путем инкубации в 96% спирте в течение 2 

часов, после чего переносили образцы в изопропанол (Acros Organics) (2 раза × 30 минут, 1 раз × 

1.5 часа). Далее образцы инкубировали в ксилоле (Acros Organics) (2 раза × 1 час) с последующей 

постепенной пропиткой ткани парафином (Paraplast, Leica) (2 раза × 2-3 часа). Изготовление 

парафиновых блоков проводили на станции для заливки блоков в парафин EG 1150 (Leica). 

Пропитанные парафином образцы спинного мозга помещали в самодельные формы и заливали 

расплавленным парафином. Срезы толщиной 5 мкм изготавливали на микротоме CUT 4055 (Slee 

Mainz) и помещали в каплю воды на предметные стекла (BioVitrum). Депарафинизацию срезов 

проводили путем инкубации в ксилоле (2 раза × 3 минуты), после чего срезы инкубировали в 

течение 3 минут в этаноле убывающей концентрации (96%, 80%, 70%) и помещали в 

дистиллированную воду на 3 минуты. Затем срезы инкубировали в растворе Luxol fast blue (LFB, 

предоставлен Marco Prinz) в течение ночи при 60°C, после чего дифференцировали окрашивание 

промывкой в 96% этаноле, дистиллированной воде (2 минуты), 0.05% растворе карбоната лития (30 

секунд), 70% этаноле (30 секунд) и дистиллированной воде (1 минута). Повторяли этап 

дифференцирования до тех пор, пока серое и белое вещество не становились различимыми. Далее 

проводили инкубацию с 0.5% иодной кислотой (Sigma) в течение 5 минут при комнатной 

температуре, после чего срезы промывали в дистиллированной воде и инкубировали в реагенте 

Шиффа (Sigma) в течение 15 минут при комнатной температуре. Далее промывали под проточной 

водой в течение 5 минут, инкубировали в гематоксилине в течение 90 секунд, после чего срезы 

промывали под проточной водой. Дегидратацию срезов проводили в течение 2 минут в этаноле 

возрастающей концентрации (70%, 80%, 96%), в течение 30 секунд в изопропаноле и дважды в 

течение 1 минуты в ксилоле. Накрывали покровным стеклом, предварительно добавив Diamount 

Mounting Media Xylol Free (DiaPath). Изображения были получены с помощью микроскопа Leica 

DM4000 B LED и обработаны в программе ImageJ. 



 46 

Образцы паховых лимфатических узлов быстро замораживали на сухом льду или в 

предварительно охлажденном 2-метилбутане (Sigma). Заливку проводили с помощью Frozen 

Section Compound (Leica). Срезы изготавливали на криотоме CM3050 S (Leica) и помещали на 

предметные стекла с адгезивным покрытием (BioVitrum). Срезы высушивали и фиксировали в 

ацетоне при -20°С. Для иммуногистохимического анализа использовали криосрезы толщиной 7 

мкм. Перед окрашиванием срезы обводили водонепроницаемым маркером, чтобы уменьшить 

объем наносимых антител. Все инкубации проводили в самодельной влажной камере для 

предотвращения высыхания срезов. Блокировку неспецифичного связывания проводили путем 

инкубации срезов в Roti-ImmunoBlock (ROTH Art.T144.1), растворенном в соотношении 1:10 в TBS 

с добавлением 0.1% Tween-20 (TBST) и 2% BSA. Срезы инкубировали при комнатной температуре 

в течение 40 минут в водной камере, затем отмывали TBST+2%BSA. Образцы инкубировали со 

следующими антителами в TBST+2%BSA в течение ночи при 4°С: anti-CD3-FITC (145-2C11, BD), 

anti-B220-APC (RA3-6B2, Biolegend). Далее отмывали 3 раза в TBST в течение 5 минут при 

комнатной температуре, добавляли FluoromountG, содержащий DAPI (Invitrogen), накрывали 

покровными стеклами и сушили в течение ночи при 4°С в темноте. Изображения были получены с 

использованием микроскопа Leica DM4000 B LED и обработаны в программе ImageJ.  

 

Статистический анализ 

 Статистическую обработку данных проводили с помощью GraphPad Prism 9. Выборки 

проверяли на нормальность распределения с помощью критериев Шапиро-Уилка или Колмогорова-

Смирнова. В случае нормального распределения, для сравнения выборок использовали t-критерий 

Стьюдента или one-way ANOVA. В противном случае использовали непараметрические тесты 

Манна-Уитни или Крускалла-Уоллиса. Различия считали достоверными при p < 0.05.  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Исследование эффектов полного генетического удаления лимфотоксина α на гомеостаз 

иммунной системы 
Исследование физиологических и нейроиммунных функций лимфотоксина α было начато с 

относительно недавно описанных для них функций – поддержания гомеостаза кишечника и 

участия в дифференцировке миелоидных клеток. Для четкого разграничения функций 

лимфотоксина α и TNF использовали Lta-дефицитных мышей без кассеты, ответственной за 

резистентность к неомицину (neo-кассеты) (LtaD/D) [28] (Рисунок 4А). У таких мышей отсутствуют 

как мембраносвязанная, так и растворимая формы лимфотоксинов. Предположительно, neo-

кассета, присутствующая в таргетирующей конструкции мышей с конвенциональным удалением 

Lta, способна влиять на экспрессию соседних генов, в частности, Tnf. Так, для Lta-дефицитных 

мышей без neo-кассеты был описан нормальный уровень продукции TNF миелоидными клетками 

при ex vivo активации LPS по сравнению с мышами с конвенциональным удалением Lta [28]. 

Кроме этого, в инфекционной модели LtaD/D мыши без neo-кассеты были менее восприимчивы к 

заражению Mycobacterium tuberculosis по сравнению с мышами с конвенциональным удалением Lta 

и мышами с удалением Tnf [199]. Дополнительным контролем для разграничения функций 

лимфотоксинов и TNF служили мыши, дефицитные по Tnf (TnfD/D) [39] и мыши с удалением TNFR1 

(Tnfrsf1a-/-, далее Tnfr1-/-) [45]. 

Поскольку основным клеточным источником лимфотоксинов, участвующим как в 

образовании лимфоидных органов, так и в регуляции иммунитета слизистых являются RORγt+ 

ILC3 (Глава 2), было проанализировано содержание ILC3 в собственной пластинке тонкого 

кишечника с помощью цитофлуориметрического анализа (Приложение, Рисунок 19). Оказалось, 

что у LtaΔ/Δ мышей повышено процентное содержание RORγt+ ILC3 в тонком кишечнике (Рисунок 

4Б), что дает основание предположить, что отсутствие ПБ у таких мышей не связано с 

уменьшением количества ILC3, в том числе клеток-индукторов. При этом такой же фенотип 

наблюдался у мышей с удалением TNF и TNFR1 (Рисунок 4Б), что позволяет заключить, что TNF и 

лимфотоксин α, помимо ключевой роли в формировании ПБ, необходимы и для поддержания 

гомеостаза ILC3 в тонком кишечнике взрослого организма.  
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Рисунок 4. Лимфотоксин α важен для поддержания гомеостаза ILC3 в тонком 
кишечнике. (А) Сравнение различных способов генетического таргетирования LTα. Сверху – 
схема локуса дикого типа, в центре – получение мышей без neo-кассеты (LtaD/D), снизу – 
получение мышей с конвенциональным удалением Lta, у которых сохраняется neo-кассета 
(Lta-/-). (Б) Процентное содержание RORɣt+ ILC3 клеток, выделенных как VD-CD45+Lin-IL-
7Ra+ среди клеток собственной пластинки тонкого кишечника. Каждый символ соответствует 
индивидуальной мыши, результаты представлены как среднее значение ± SEM и 
подтверждены в 3 независимых экспериментах. *P < 0.05, *** P < 0.001, one-way ANOVA.   
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Рисунок 5. Удаление лимфотоксина α и TNF влияет на дифференцировку незрелых 
миелоидных клеток in vitro. (А) Схема эксперимента: клетки костного мозга, выделенные из 
мышей дикого типа (wild-type) или с удалением Lta, Tnf или Tnfr1 культивировали в течение 5 
дней в присутствии GM-CSF и IL-4. На 5-й день культивирования состав клеток 
анализировали методом проточной цитофлуориметрии с использованием антител к маркерам 
CD11b, Ly6G, Ly6C. (Б) Процентное содержание Ly6Chi клеток среди CD11b+ клеток, 
полученных по схеме (А). Каждый символ соответствует индивидуальной мыши, результаты 
представлены как среднее значение ± SEM и подтверждены в 2 независимых экспериментах. 
**P < 0.01, one-way ANOVA.   
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Поскольку в последнее время появилось много данных о роли лимфотоксина (в основном 

memLT) в дифференцировке миелоидных клеток в различных иммунных компартментах, было 

решено оценить развитие незрелых миелоидных клеток в культурах костного мозга in vitro 

(Рисунок 5А). Было выявлено, что генетическое удаление Lta, Tnf или Tnfr1 приводит к 

уменьшению дифференцировки миелоидных клеток в Ly6Chi моноциты (Рисунок 5Б). Эти 

результаты согласуются с ранее полученными данными об уменьшении количества 

миеломонобластов в культурах костного мозга, полученных из мышей с дефицитом Tnf или Lta 

[219]. Предположительно, такой фенотип может наблюдаться за счет ключевой роли сигнального 

пути, опосредованного TNFR1, в выживании моноцитов [89]. 

 Таким образом, лимфотоксин α, предположительно, за счет связывания с TNFR1, необходим 

для поддержания гомеостаза ILC3 в тонком кишечнике, а также может участвовать в 

дифференцировке миелоидных клеток в моноциты.  

 

3.2. У LtaΔ/Δ мышей в норме преобладает дифференцировка Т-клеток в TH17 

 Физиологические отличия в уровне продукции TNF в мышах с конвенциональным 

удалением Lta по сравнению с LtaΔ/Δ мышами без neo-кассеты указывали на то, что полученные 

ранее данные о роли лимфотоксинов в различных экспериментальных моделях заболеваний на 

мышах могли быть ошибочно интерпретированы. В качестве экспериментальной модели, в 

контексте которой можно изучать функции лимфотоксинов, была выбрана модель MOG35-55-

индуцированного ЕАЕ. Во-первых, имеются клинические наблюдения о роли LTα в патогенезе РС 

и ЕАЕ (Глава 1, пункт 3.5), во-вторых, ранее было показано, что при подкожной иммунизации вне 

зависимости от наличия лимфатических узлов (что критически важно учитывать при 

экспериментах на мышах с инактивацией сигнальных путей, опосредуемых лимфотоксином) будет 

происходить эффективный Т-клеточнозависимый ответ, характерный для MOG35-55-

индуцированного ЕАЕ [208]. Перед началом работы с этой моделью было решено оценить, 

насколько эффективно у LtaΔ/Δ мышей развиваются TH17-клетки в норме, несмотря на отсутствие 

лимфатических узлов. В связи с этим были проведены эксперименты по поляризации Т-клеток in 

vitro (Приложение, Рисунок 20Д) с оценкой содержания критически важных в развитии ЕАЕ 

популяций TH17 и Treg в селезенке и в собственной пластинке тонкого кишечника у LtaΔ/Δ мышей в 

норме.  
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 Оказалось, что Т-клетки, выделенные из селезенки LtaΔ/Δ мышей, могут 

дифференцироваться как в TH1, так и в TH17 субпопуляции (Рисунок 6А). Более того, такие Т-

клетки даже более склонны к дифференцировке в TH17 (Рисунок 6А), что подтверждается 

повышением их процентного содержания в селезенке и собственной пластинке тонкого кишечника 

(Рисунок 6Б). В дополнение к этому, было обнаружено повышение концентраций TH17-

ассоциированных цитокинов, IL-6 и IL-17A, в сыворотке крови LtaΔ/Δ мышей (Рисунок 6В). В то же 

время в тонком кишечнике было увеличено содержание популяции RORγt+FoxP3+ Treg17 (Рисунок 

6Б), обладающих более сильной супрессорной активностью по сравнению с классическими FoxP3+ 

Treg [220], что может говорить о регуляции активного эффекторного ответа. Подтверждением этой 
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Рисунок 6. Анализ развития TH17-клеток у LtaΔ/Δ мышей в норме. (А) Процентное 
содержание IFNγ+ и IL-17A+ Т-клеток, дифференцированных из обогащенных CD4+ 
Т-клеток in vitro в течение 5 дней в присутствии α-CD3, α-CD28, IL-12, IL-2 (in vitro 
TH1) или в присутствии α-CD3, α-CD28, α-IFNγ, TGFβ, IL-6, IL-23 (in vitro TH17) и 
рестимулированных ФМА/иономицином. (Б) Процентное содержание Treg и TH17 в 
селезенке и собственной пластинке тонкого кишечника Lta+/Δ (литтермейт-контроль) и 
LtaΔ/Δ мышей. (В) Тепловая карта, изображающая log10-нормализованные значения 
концентраций цитокинов в сыворотке мышей дикого типа (C57BL/6) и LtaΔ/Δ мышей в 
норме. Результаты представлены как среднее значение ± SEM и подтверждены в 2 
независимых экспериментах. Каждый символ на графике соответствует 
индивидуальной мыши. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001, ns – недостоверные 
отличия, t-критерий Стьюдента. 
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гипотезы является повышение продукции противовоспалительного цитокина IL-10 в сыворотке 

крови LtaΔ/Δ мышей в норме (Рисунок 6В).  

 Таким образом, в организме LtaΔ/Δ мышей преобладающим типом TH-клеток являются TH17, 

что может быть связано с отсутствием лимфатических узлов. Однако не исключено, что у таких 

мышей формируется адаптация, связанная с подавлением активного эффекторного ответа с 

помощью Treg17 в тонком кишечнике и IL-10 на системном уровне.  

3.3. Генетическая и фармакологическая нейтрализация лимфотоксина α не приводит к 

усугублению симптомов ЕАЕ 

 На первом этапе для исследования функций молекулярных форм лимфотоксина α были 

проведены эксперименты на мышах с полным удалением Lta (то есть с полным удалением LTα, 

входящим в состав как растворимого LTα, так и memLT) и интактной экспрессией TNF (LtaΔ/Δ 

мыши). Для этого мышей подвергали MOG35-55-индуцированному ЕАЕ по схеме, представленной 

на Рисунке 7. Было обнаружено, что LtaΔ/Δ мыши восприимчивы к ЕАЕ и развивали заболевание, 

схожее по динамике с заболеванием мышей дикого типа (Рисунок 8А), что прямо противоречило 

имеющимся в литературе данным об абсолютной резистентности мышей с удалением Lta  [198], но 

подтверждало результаты о нормальном развитии ЕАЕ у Lta-дефицитных мышей с нормальной 

продукцией TNF [200]. 

 Иммунная система Lta-дефицитных мышей характеризуется отсутствием лимфатических 

узлов и, как было показано, в норме преобладающим TH17-эффекторным ответом (Рисунок 6). В 

связи с этим для валидации полученных результатов динамику развития ЕАЕ, наблюдаемую у Lta-

дефицитных мышей, сравнивали с таковой в экспериментах с фармакологической блокировкой 

LTα, которые блокируют как мембраносвязанную, так и растворимую формы лимфотоксина. Для 

этого мышам дикого типа (C57BL/6) вводили нейтрализующие антитела к LTα [113] каждые 3 дня, 

начиная с 4-го дня после индукции ЕАЕ. Параллельно, для определения TNF-подобной активности 

лимфотоксина α другой экспериментальной группе вводили антитела к TNF, контрольные мыши 

получали инъекции PBS. Было обнаружено, что при фармакологической блокировке LTα мыши 

развивали заболевание, схожее по симптоматике с мышами дикого типа (Рисунок 8Б), что 

совпадало с результатами, полученными на мышах с генетическим удалением Lta. В то же время 

при фармакологической блокировке TNF мыши демонстрировали отложенное начало и более 

тяжелое течение заболевания (Рисунок 8Б), что согласуется с имеющимися в литературе данными 
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[221, 222], однако говорит о том, что в контексте ЕАЕ, предположительно, не реализуется TNF-

подобная функция LTα.  
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Рисунок 7. Схема индукции экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита 
(ЕАЕ). Мышам подкожно вводили 100 мкг MOG35-55-пептида в полном адъюванте Фрейнда 
и внутрибрюшинно вводили 200 нг коклюшного токсина в тот же день и на второй день 
после иммунизации. Оценку клинических симптомов проводили ежедневно, начиная с 9-го 
дня после иммунизации по указанной шкале. Анализ иммунного ответа в ЦНС и в 
периферических лимфоидных органах проводили на эффекторной фазе ЕАЕ, на 15-16 день 
после иммунизации.  

Рисунок 8. Генетическая или фармакологическая нейтрализация лимфотоксина α не 
приводит к ухудшению симптомов ЕАЕ. (А) Развитие клинических симптомов ЕАЕ у 
мышей дикого типа (C57BL/6) и мышей с удалением Lta. Результаты представлены как 
среднее значение ± SEM и подтверждены в 7 независимых экспериментах. (Б) Динамика 
развития клинических симптомов ЕАЕ у мышей дикого типа на фоне нейтрализации LTα 
или TNF с введением PBS в качестве контроля. Антитела вводили каждые 3 дня, начиная с 
4-го дня после иммунизации MOG35-55-пептидом. Результаты представлены как среднее 
значение ± SEM и подтверждены в 2 независимых экспериментах. 
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3.4. Мыши с удалением Lta в ILC3 или в Т-клетках развивают различные по динамике 

развития симптомы ЕАЕ 

 На следующем этапе работы изучали роль основных клеточных источников лимфотоксинов, 

а именно ILC3 и Т-клеток, в патогенезе ЕАЕ, поскольку для ILC3 [174] и Т-клеток [113] показан 

высокий уровень экспрессии Lta в модели ЕАЕ. Для этого проводили иммунизацию MOG35-55-

пептидом в полном адъюванте Фрейнда ранее полученных мышей с тканеспецифичной 

инактивацией Lta в RORɣt+ ILC3 и Т-клетках (Lta∆ILC3,T) или только Т-клетках (Lta∆T), в качестве 

контрольных мышей использовали Ltaflox/flox мышей [29]. Кроме этого, в качестве дополнительного 

контроля использовали мышей с полным удалением лимфотоксина (LtaΔ/Δ). Было обнаружено, что 

у Lta∆ILC3,T мышей происходит увеличение как максимальной оценки заболевания (Рисунок 9Б), так 

и общей тяжести заболевания по сравнению с Ltaflox/flox и Lta∆T мышами (Рисунок 9В).  

При этом мыши с инактивацией Lta только в Т-клетках демонстрировали умеренную 

тяжесть заболевания (Рисунок 9Б) и относительно легкое течение ЕАЕ (Рисунок 9В). Таким 

образом, молекулярные формы лимфотоксина α, продуцируемые ILC3, выполняют протективную 

функцию в модели ЕАЕ, тогда как молекулярные формы лимфотоксина α из Т-клеток играют 

патогенетическую роль.  

Рисунок 9. У Lta∆ILC3,T и Lta∆T мышей наблюдается различное течение ЕАЕ. (А) Развитие 
клинических симптомов ЕАЕ у мышей дикого типа (Ltaflox/flox) (n=15), мышей с полным 
удалением Lta (LtaΔ/Δ) (n=17), мышей с удалением Lta в ILC3 и Т-клетках (Lta∆ILC3,T) (n=15) и с 
удалением Lta только в Т-клетках (Lta∆T) (n=11). (Б) Максимальная оценка клинических 
симптомов ЕАЕ. (В) Площадь под кривой (area under the curve, AUC), рассчитанная для (А). 
Результаты представлены как среднее значение ± SEM и подтверждены в 4 независимых 
экспериментах. ***P < 0.001, ****P < 0.0001, one-way ANOVA. 
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3.5. У мышей с удалением Lta в ILC3 клетках на пике ЕАЕ происходит накопление 

моноцитов, дифференцирующихся в эффекторные дендритные клетки, опосредующие 

демиелинизацию 

На следующем этапе были изучены механизмы, за счет которых мыши с кондиционным 

удалением Lta в ILC3 развивают тяжелые симптомы ЕАЕ. Анализ миелоидных клеток в ЦНС на 

пике заболевания выявил, что у мышей как с полным, так и с ILC3-специфичным удалением Lta 

наблюдалось повышенное накопление в ЦНС Ly6ChiCD11c+MHCII+ моДК, играющих 

патогенетическую роль в модели ЕАЕ [183] (Рисунок 10А). При этом в норме в организме Lta∆ILC3,T 

мышей не происходило увеличения содержания Ly6Chi моноцитов (Рисунок 11), то есть накопление 

моноцитов происходило только в контексте заболевания.  

Известно, что для приобретения моноцитами зрелого воспалительного фенотипа моДК 

необходим IFNγ, тогда как GM-CSF необходим для выполнения ими эффекторных функций [176]. В 

соответствии с этим именно у Lta∆ILC3,T, но не у Lta∆/∆ мышей происходило накопление IFNγ- и GM-

CSF-продуцирующих Т-клеток в ЦНС (Рисунок 10Б, В). Для проверки функциональной активности 

моДК [223] был проведен гистологический анализ демиелинизации LFB/PAS образцов спинного 

мозга мышей. Обнаружено, что у мышей с удалением Lta в ILC3 сильнее выражена 

демиелинизация, что коррелирует с развитием тяжелых симптомов ЕАЕ (Рисунок 10Г). Интересно, 

что у мышей с полным удалением Lta, несмотря на повышенную инфильтрацию 

Ly6ChiCD11c+MHCII+ моноцитов, которая также наблюдалась в гомеостазе в крови таких мышей 

(Рисунок 10Б), не наблюдалось ни увеличения инфильтрации IFNγ+ и GM-CSF+ TH-клеток, ни 

очагов демиелинизации, что может говорить об отсутствии созревания моДК и объяснять 

симптоматику ЕАЕ (Рисунок 11).  

Ранее предполагалось, что лимфотоксины, а именно лимфотоксин β выполняет 

патогенетическую функцию в развитии аутоиммунных заболеваний за счет участия в 

формировании ТЛО. В модели ЕАЕ развитие ТЛО в основном изучают в моделях с адоптивным 

переносом Т-клеток, однако было показано, что ТЛО формируются и в модели активного ЕАЕ, 

индуцированного MOG35-55-пептидом [213]. В связи с этим было решено оценить уровень 

экспрессии молекул, ассоциированных с образованием ТЛО, в ЦНС Lta∆ILC3,T мышей на пике 

развития ЕАЕ. Анализ не выявил различий в уровне экспрессии генов, кодирующих молекулы 

адгезии (ICAM-1, VCAM-1) и хемокины (CXCL13, CCL19, CCL21), ассоциированные с 

образованием ТЛО, что позволяет нам предположить, что у Lta∆ILC3,T мышей происходит 

нормальное формирование ТЛО (Рисунок 12). 
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Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что молекулярные формы 

лимфотоксина α из ILC3 клеток выполняют протективную роль в развитии ЕАЕ за счет подавления 

инфильтрации эффекторных моДК и IFNɣ- и GM-CSF-продуцирующих CD4+ Т-клеток в ЦНС. 

 

 

 

 

Рисунок 10. У мышей с удалением Lta в ILC3 клетках происходит накопление моДК в 
ЦНС на пике ЕАЕ, предположительно, IFNγ- и GM-CSF-опосредованным путем. (А) 
Количество моДК в ЦНС на пике клинических симптомов ЕАЕ. (Б) Количество IFNγ+ и (В) 
GM-CSF+ CD4+ Т-клеток, рестимулированных MOG35-55, в ЦНС на 16 день после 
иммунизации. (Г) Репрезентативные фотографии гистологического окрашивания LFB/PAS 
срезов спинного мозга мышей дикого типа (Ltaflox/flox), с полным удалением Lta (Lta∆/∆), 
удалением Lta в ILC3 и Т-клетках (Lta∆ILC3,T) и удалением Lta только в Т-клетках (Lta∆T), 
выделенных на пике ЕАЕ. Увеличение 10Х, масштаб – 200 мкм, стрелки указывают на очаги 
демиелинизации (окрашены фиолетовым). Результаты представлены как среднее значение ± 
SEM и подтверждены хотя бы в 2 независимых экспериментах. Каждый символ на (А), (Б) и 
(В) соответствует значению для индивидуальной мыши. *P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, 
**** P < 0.0001, ns – недостоверные отличия, one-way ANOVA.  
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Рисунок 12. При удалении молекулярных форм лимфотоксина α из ILC3, скорее 
всего, происходит нормальное формирование ТЛО в ЦНС.  
Тепловая карта, изображающая относительный уровень экспрессии генов, кодирующих 
CXCL13, CCL19, CCL21, ICAM-1, VCAM-1 в ЦНС мышей дикого типа (Ltaflox/flox), 
мышей с удалением Lta в ILC3 и Т-клетках (Lta∆ILC3,T) и мышей с удалением Lta только 
в Т-клетках (Lta∆T) на пике заболевания. 
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Рисунок 11. У Lta∆ILC3,T мышей в норме не повышается количество Ly6Chi 
моноцитов. Абсолютное количество CD11b+Ly6ChiLy6G- моноцитов в (А) костном 
мозге и селезенке, (Б) крови и собственной пластинке тонкого кишечника, выделенных 
из наивных мышей дикого типа (Ltaflox/flox), мышей с полным удалением Lta (Lta∆/∆), 
мышей с удалением Lta в ILC3 и Т-клетках (Lta∆ILC3,T), и мышей с удалением Lta только 
в Т-клетках (Lta∆T). 
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3.6. Молекулярные формы лимфотоксина α, экспрессирующиеся Т-клетками, выполняют 

патогенетическую роль в ЕАЕ за счет контроля прайминга TH-клеток на периферии 

 Ранее было обнаружено, что у Lta∆T мышей симптомы ЕАЕ были выражены слабее, чем у 

Ltaflox/flox мышей, LtaΔ/Δ мышей и Lta∆ILC3,T мышей (Рисунок 9). В соответствии с этим у Lta∆T мышей 

не было выявлено очагов демиелинизации в ЦНС (Рисунок 10Г). Кроме того, ЦНС Lta∆T мышей 

характеризовалась уменьшением инфильтрации TH17 на пике ЕАЕ (Рисунок 13А). В то же время в 

ЦНС LtaΔ/Δ и Lta∆T мышей было повышено абсолютное количество регуляторных Т-клеток 

(Рисунок 13Б), что может объяснять более слабые симптомы развития ЕАЕ у мышей с полным 

удалением Lta по сравнению с мышами с ILC3-специфичным удалением, а также слабую 

восприимчивость к индукции ЕАЕ у мышей с удалением Lta в Т-клетках.  

Уменьшение инфильтрации TH17 в ЦНС может быть связано с нарушением миграции 

патогенетических Т-клеток, ассоциированным с уменьшением экспрессии CCR6 [168]. Стратегия 

анализа экспрессии CCR6 на Т-клетках представлена в Приложении на Рисунке 21Г. Было 

выявлено, что экспрессия CCR6 на TH17-клетках не изменялась ни в ЦНС, ни в дренирующих 

лимфатических узлах Lta∆T мышей (Рисунок 13В), что свидетельствует о нормальной миграции 

TH17 в ЦНС. 

Поскольку известно, что экспрессия мембраносвязанного лимфотоксина на антиген-

специфичных Т-клетках необходима для их прайминга дендритными клетками [224], было 

выдвинуто предположение, что снижение тяжести ЕАЕ у Lta∆T мышей связано с изменениями в 

антиген-специфичном прайминге Т-клеток на периферии. Для изучения прайминга CD4+ Т-клеток 

в лимфатических узлах и селезенке Ltaflox/flox и Lta∆T мышей иммунизировали MOG35-55-пептидом в 

полном адъюванте Фрейнда с последующими двухкратным введением коклюшного токсина и 

исследовали иммунный ответ в лимфоидных органах через 9 дней после иммунизации 

(Приложение, Рисунок 21В). Было выявлено, что у Lta∆T мышей происходит снижение процентного 

содержания активированных CD44+CD40L+ MOG35-55-специфичных CD4+ Т-клеток (Рисунок 14А). 

Более того, у таких мышей было снижено как процентное содержание (Рисунок 14А), так и общее 

количество MOG35-55-специфичных CD4+ Т-клеток, продуцирующих IL-17A (Рисунок 14Б) и GM-

CSF (Рисунок 14В), в селезенке и лимфатических узлах на начальном этапе развития ЕАЕ. 

Полученные результаты свидетельствуют о нарушении прайминга Т-клеток во вторичных 

лимфоидных органах на фоне генетической инактивации Lta. 
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Рисунок 13. В ЦНС Lta∆T мышей на пике ЕАЕ снижена инфильтрация TH17, но 
повышена инфильтрация Treg. (А) Количество IL-17A+ CD4+ Т-клеток, 
рестимулированных MOG35-55 и (Б) Количество регуляторных Т-клеток в ЦНС мышей 
дикого типа (Ltaflox/flox), с полным удалением Lta (Lta∆/∆), удалением Lta в ILC3 и Т-
клетках (Lta∆ILC3,T) и удалением Lta только в Т-клетках (Lta∆T) в ЦНС на 16 день после 
иммунизации. Каждый символ соответствует значению для индивидуальной мыши. (В) 
Репрезентативные гистограммы интенсивности флуоресценции CCR6 на TH17-клетках, 
выделенных из ЦНС и лимфатических узлов (ЛУ) Ltaflox/flox и Lta∆T мышей. Результаты 
представлены как среднее значение ± SEM и подтверждены в 3 независимых 
экспериментах. *P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001, one-way ANOVA.  
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Для анализа того, влияет ли удаление молекулярных форм лимфотоксина α из Т-клеток в 

норме на поляризацию TH-клеток, во-первых, оценивали уровень активации Т-клеток, выделенных 

из селезенки и лимфатических узлов, при поликлональной стимуляции с помощью 

ФМА/иономицина, во-вторых, проводили эксперименты по поляризации Т-клеток in vitro. 

Различий в процентном содержании CD44+ Т-клеток и экспрессии CD44 на Т-клетках обнаружено 

не было, что свидетельствует о нормальной способности Т-клеток активироваться в отсутствие Lta 

Рисунок 14. Молекулярные формы лимфотоксина α на Т-клетках необходимы для 
прайминга антиген-специфичных Т-клеток во вторичных лимфоидных органах. 
(А) Репрезентативные поточечные диаграммы активированных Т-клеток, 
рестимулированных MOG35-55 и выделенных как VD-TCRβ+CD4+CD44hiCD40Lhi 
(верхняя панель), и IL-17A+ и GM-CSF+ CD4+ Т-клеток, рестимулированных MOG35-55 
(нижняя панель), в лимфатических узлах мышей дикого типа (Ltaflox/flox) и мышей с 
удалением Lta только в Т-клетках (Lta∆T) на 9 день после иммунизации MOG35-55 в 
полном адъюванте Фрейнда. (Б) Количество TH17-клеток, рестимулированных MOG35-

55, в селезенке и лимфатических узлах (ЛУ) на 9 день после иммунизации. (В) 
Количество TGM-CSF-клеток, рестимулированных MOG35-55, в селезенке и 
лимфатических узлах (ЛУ) на 9 день после иммунизации. Результаты представлены как 
среднее значение ± SEM и подтверждены в 3 независимых экспериментах. Каждый 
символ на (Б) и (В) соответствует значению для индивидуальной мыши. *P < 0.05, t-
критерий Стьюдента. 
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(Рисунок 15А). Кроме того, не было выявлено различий в дифференцировке как в TH1, так и в TH17 

субпопуляций при добавлении соответствующих цитокинов in vitro (Рисунок 15Б).  

В совокупности эти данные свидетельствуют о том, что инактивация Lta в Т-клетках 

предотвращает развитие антиген-специфичных, а именно MOG35-55-специфичных Т-клеток, в 

модели ЕАЕ. 
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Рисунок 15. Т-клетки, выделенные из лимфоидных органов Lta∆T мышей в наивном 
состоянии, показывают нормальную поликлональную активацию и 
дифференцировку in vitro. (А) Процентное содержание CD44+ клеток (верхняя панель) и 
средняя интенсивность флуоресценции CD44 (нижняя панель) среди CD4+ Т-клеток, 
активированных ФМА/иономицином, выделенных из селезенки и лимфатических узлов 
дикого типа (Ltaflox/flox) и мышей с удалением Lta только в Т-клетках (Lta∆T). Каждый 
символ соответствует значению для индивидуальной мыши. (Б) Репрезентативные 
поточечные диаграммы IFNγ+ и IL-17A+ Т-клеток, дифференцированных из обогащенных 
CD4+ Т-клеток in vitro в течение 5 дней в присутствии α-CD3, α-CD28 и указанных 
цитокинов в TH0, TH1, TH17 субпопуляции и рестимулированных ФМА/иономицином. 
Результаты представлены как среднее значение ± SEM и подтверждены как минимум в 2 
независимых экспериментах. ns – недостоверные отличия, t-критерий Стьюдента. 
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Известно, что взаимодействие memLT с LTβR необходимо для оптимального прайминга 

CD4+ Т-клеток [224]. В связи с этим было выдвинуто предположение, что лимфотоксин (скорее 

всего, memLT) на Т-клетках регулирует продукцию цитокинов, необходимых для последующей 

дифференцировки Т-клеток, на этапе прайминга во вторичных лимфоидных органах. Для этого 

выделяли спленоциты из Ltaflox/flox и Lta∆T мышей на 9-й день после индукции ЕАЕ, культивировали 

их в присутствии MOG35-55-пептида в течение 72 часов, затем проводили измерение концентраций 

цитокинов и хемокинов в супернатантах с помощью мультиплексного анализа.  

В подтверждение к уменьшению абсолютного количества антиген-специфичных IL-17A- и 

GM-CSF-продуцирующих Т-клеток при культивировании спленоцитов, выделенных из мышей с 

удалением Lta в Т-клетках, происходило снижение концентраций IL-17A и GM-CSF (Рисунок 16А). 

Далее был оценен уровень экспрессии генов, кодирующих IL-6 и IL-23, необходимых для 

поляризации в TH17 в лизатах культивированных спленоцитов. Оказалось, что в отсутствие Lta 

происходило снижение уровня экспрессии гена, кодирующего IL-6 (Рисунок 16Б), что 

свидетельствует о том, что лимфотоксины, продуцируемые Т-клетками, не только контролируют 

продукцию эффекторных цитокинов Т-клетками, но и могут играть важную роль непосредственно 

на этапе дифференцировки. Кроме того, у Lta∆T мышей снижался уровень CCL20 (Рисунок 16В), 

который, как было показано, необходим не только для миграции Т-клеток, но и участвует в 

прайминге Т-клеток на периферии [225, 226].  

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о нарушении прайминга Т-клеток 

во вторичных лимфоидных органах на фоне генетической инактивации Lta и дают основание 

предположить, что это опосредовано дефицитом мембранного LT комплекса.  
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Рисунок 16. В селезенке Lta∆T мышей на начальной фазе ЕАЕ снижена продукция 
эффекторных цитокинов. Мультиплексный анализ концентраций (пг/мл) (А) IL-17A и 
GM-CSF, (В) CCL20 в супернатантах спленоцитов, выделенных из Ltaflox/flox и Lta∆T 

мышей на 9-й день после иммунизации MOG35-55 в полном адъюванте Фрейнда и 
культивированных в течение 72 часов в присутствии MOG35-55-пептида. (Б) 
Относительный уровень экспрессии мРНК Il6 и Il23 в лизатах культивированных 
спленоцитов. Результаты представлены как среднее значение ± SEM и подтверждены в 
2 независимых экспериментах. Каждый символ соответствует значению для 
индивидуальной мыши. *P < 0.05, **P < 0.01, ns – недостоверные отличия, t-критерий 
Стьюдента. 
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3.7. Молекулярные формы лимфотоксина α, экспрессирующиеся на В-клетках, выполняют 

патогенетическую роль в модели rhMOG1-125-индуцированного ЕАЕ, но не в модели MOG35-

55-зависимого ЕАЕ  

Известно, что В-клетки пациентов с РС характеризуются повышенной продукцией LTα [192, 

227, 228]. В связи с этим была изучена динамика ЕАЕ у мышей с тканеспецифичным удалением Lta 

в В-клетках (Lta∆B). Для этого скрещивали Ltaflox/flox мышей с мышами, несущими специфичный для 

В-клеток Cre-делитер CD19Cre [215]. Делецию подтверждали путем анализа экспрессии Lta в 

отсортированных CD19+ В-клетках (Приложение, Рисунок 21Е), стимулированных анти-CD40, с 

помощью количественной ПЦР в реальном времени (Рисунок 17А). Дополнительно оценивали 

разделение Т- и В-зон в лимфатических узлах Lta∆B мышей и обнаружили, что, как и у Ltb∆B мышей 

[32], в ЛУ Lta∆B мышей сохранялись сегрегированные Т- и В-зоны (Рисунок 17Б).   
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Рисунок 17. Характеристика Lta∆B мышей. (А) Относительный уровень экспрессии Lta 
в отсортированных CD19+ В-клетках, выделенных из селезенок мышей дикого типа 
(Ltaflox/flox), с полным удалением Lta (LtaΔ/Δ) и с удалением Lta только в CD19+ В-клетках 
(LtaΔB) и активированных с помощью anti-CD40 в течение 7 часов. В качестве 
референсного гена использовали β-актин. (Б) Репрезентативные фотографии 
иммунофлуоресцентного окрашивания CD3 (зеленый) и B220 (красный) в 
лимфатических узлах. Масштаб – 50 мкм. Результаты представлены как среднее значение 
± SEM и подтверждены в 2 независимых экспериментах. *P < 0.05, ns – недостоверные 
отличия, t-критерий Стьюдента. 
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При индукции у таких мышей MOG35-55-зависимого EAE было выявлено, что при удалении 

Lta в В-клетках не происходит изменений в динамике развития клинических симптомов ЕАЕ 

(Рисунок 18А). В соответствии с динамикой симптомов ЕАЕ не было обнаружено значимых 

отличий в процентном содержании патогенетических TH-клеток, продуцирующих цитокины, в 

ЦНС (Рисунок 18Б). В сыворотке крови Ltaflox/flox и Lta∆B мышей не было различий в продукции IL-6 

на пике заболевания (Рисунок 18В). Учитывая тот факт, что в модели MOG35-55-индуцированного 

EAE В-клетки обладают антигенпрезентирующей функцией [153], была проанализирована 

экспрессия MHCII на В-клетках в ЦНС, лимфатических узлах и селезенке на пике EAE 

(Приложение, Рисунок 21Ж). Анализ экспрессии MHCII на В-клетках не выявил существенных 

различий между Ltaflox/flox и Lta∆B мышами (Рисунок 18Г). 

Поскольку у Lta∆B мышей в лимфатических узлах сохранялась сегрегация Т- и В-зон 

(Рисунок 17Б), что, согласно имеющимся в литературе данным, не влияет на созревание 

аффинности и переключение изотипов антител при подкожной иммунизации [208], на следующем 

этапе исследования мышей иммунизировали полноразмерным рекомбинантным человеческим 

белком MOG (rhMOG1-125). Этот белок индуцирует образование патогенетических анти-MOG 

аутоантител, способствующих индукции демиелинизации в ЦНС [229].  

Оказалось, что в модели rhMOG1-125-индуцированного ЕАЕ Lta∆B мыши были менее 

восприимчивы к индукции заболевания, чем контрольные мыши дикого типа (Рисунок 19А, Б). Это 

могло быть связано с нарушением синтеза аутоантител, однако анализ содержания rhMOG1-125-

специфичных IgG в сыворотке крови Ltaflox/flox и Lta∆B мышей в динамике после иммунизации не 

выявил различий в выработке rhMOG1-125-специфичных аутоантител (Рисунок 19В). Анализ 

сыворотки крови мышей с удалением Lta в В-клетках выявил уменьшение концентрации IL-6 

(Рисунок 19Г), для которого показана патогенетическая роль в модели ЕАЕ [230]. Поскольку 

известно, что Т-клетки необходимы для индукции заболевания при иммунизации rhMOG1-125 [231], 

была изучена продукция цитокинов CD4+ ТH-клетками на пике ЕАЕ. В результате этого анализа 

снижение провоспалительного ответа на системном уровне было подтверждено уменьшение 

процентного содержания IFNγ-продуцирующих Т-клеток в лимфатических узлах (Рисунок 19Д).  

Таким образом, полученные нами результаты свидетельствуют о том, что В-клетки являются 

критически важным источником молекулярных форм лимфотоксина α только в модели rhMOG1-125-

зависимого ЕАЕ. 
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Рисунок 18. Молекулярные формы лимфотоксина α из В-клеток не играют 
выраженной роли в патогенезе MOG35-55-индуцированного ЕАЕ. (А) Развитие 
клинических симптомов ЕАЕ у мышей дикого типа (Ltaflox/flox) (n=12) и мышей с 
удалением Lta в В-клетках (Lta∆B) (n=12), иммунизированных MOG35-55-пептидом в 
полном адъюванте Фрейнда. (Б) Процентное содержание MOG35-55-специфичных ТH1, 
TH17, TGM-CSF в ЦНС на пике ЕАЕ. (В) Концентрация IL-6 в сыворотке крови на пике 
заболевания. Каждый символ на (Б) и (В) соответствует значению для индивидуальной 
мыши. (Г) Репрезентативные поточечные гистограммы флуоресценции MHCII на 
B220+CD19+ В-клетках, выделенных из ЦНС, лимфатических узлов (ЛУ) и селезенки 
Ltaflox/flox и Lta∆B мышей на пике ЕАЕ. Результаты представлены как среднее значение ± 
SEM и подтверждены в 3 независимых экспериментах.  *P < 0.05, t-критерий 
Стьюдента. 
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Рисунок 19. Молекулярные формы лимфотоксина α из В-клеток выполняют 
патогенетическую роль в модели rhMOG1-125-индуцированного ЕАЕ. (А) Развитие клинических 
симптомов ЕАЕ у мышей дикого типа (Ltaflox/flox) (n=12) и мышей с удалением Lta в В-клетках 
(Lta∆B) (n=13), иммунизированных белком rhMOG1-125 в полном адъюванте Фрейнда. (Б) 
Максимальная оценка клинических симптомов ЕАЕ. (В) Значения оптической плотности rhMOG1-

125-специфичных IgG в сыворотке крови мышей, иммунизированных rhMOG1-125 в полном 
адъюванте Фрейнда, на 0, 9, 16 и 24 дни после иммунизации. (Г) Концентрация IL-6 в сыворотке 
крови на пике заболевания. (Д) Репрезентативные поточечные диаграммы IFNγ+ и IL-17A+ Т-
клеток, выделенных из лимфатических узлов Ltaflox/flox и Lta∆B мышей, рестимулированных 
ФМА/иономицином. Результаты представлены как среднее значение ± SEM и подтверждены в 2 
независимых экспериментах. *P < 0.05, ****P < 0.0001, t-критерий Стьюдента. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 
Лимфотоксин, член суперсемейства TNF, был открыт более 50 лет назад в лабораториях G. 

Granger и B. Waksman. Изначально лимфотоксин был описан как растворимый цитотоксический 

фактор, продуцируемый лимфоцитами в ответ на стимуляцию митогенами или специфическим 

антигеном in vitro [1, 2]. Позже было установлено, что лимфотоксин и TNF схожи как по структуре, 

так и в биологической активности, включая способность вызывать некроз опухолевых клеток in 

vitro [3]. Из-за этого «классический» лимфотоксин временно получил название TNFβ [5].  

Следующая важная веха в истории изучения лимфотоксина пришлась на 1993-1994 гг., когда 

был описан LTβ, образующий мембранный гетеротримерный комплекс с LTα [4], а также 

уникальный рецептор для этой мембраносвязанной формы – LTβR [15]. Эти открытия привели к 

обнаружению уникальных функций лимфотоксина, не перекрывающихся с TNF, а также к 

переименованию TNFβ в LTα. Параллельно были созданы первые мыши с генетическим удалением 

Lta, у которых был обнаружен абсолютно уникальный фенотип – отсутствие лимфатических узлов 

и Пейеровых бляшек [27]. После этих открытий последовал целый ряд работ, показывающих, что 

лимфотоксин β критически важен для развития и поддержания функций вторичных лимфоидных 

органов [30, 31, 34, 50, 51].  

Позднее, по мере расцвета Cre-loxP технологии и в связи с получением альтернативно 

сконструированных нокаутных мышей, в мышах с «классическим» (конвенциональным) удалением 

Lta был обнаружен артефакт, связанный как с геномной организацией TNF/LT геномного локуса, 

так и с техническими аспектами дизайна таргетирующей генетической конструкции. Оказалось, 

что у мышей с конвенциональным удалением Lta нарушена продукция TNF миелоидными 

клетками, что связано с наличием в дальней предпромоторной области гена Tnf кассеты, 

ответственной за устойчивость к неомицину [28]. Этот артефакт поставил под сомнение некоторые 

фенотипические свойства, описанные на мышах с конвенциональным удалением Lta, хотя главные 

выводы о роли LTα в развитие лимфоидных органов и гомеостаз иммунной системы под сомнение 

не ставились. 

Стоит отметить, что интерпретация фенотипов, полученных на мышах с удалением Tnf или 

Lta, представляет сложности из-за: 1) структурного сходства [22], 2) близкого расположения генов 

[6], 3) перекрывающихся взаимодействий с рецепторами [232]. В связи с такими особенностями 

системы TNF/LT неудивителен тот факт, что некоторые известные из литературы наблюдения до 

сих пор остаются противоречивыми.  
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4.1. Роль молекулярных форм лимфотоксина α в патогенезе ЕАЕ 

Первой важной проблемой, исследованию которой и посвящена основная часть работы, 

является роль лимфотоксинов в различных экспериментальных моделях аутоиммунных 

заболеваний. Известно, что эктопическая экспрессия LTα у мышей связана с индукцией 

воспаления, ассоциированного с формированием третичных лимфоидных органов [99]. В 

подтверждение этому, в большинстве исследований в качестве основной патогенетической 

функции лимфотоксинов при воспалительных заболеваниях являлось участие LTα и LTβ в 

формировании третичных лимфоидных органов [213, 214]. На основе таких результатов 

классиками в области изучения лимфотоксина были созданы терапевтические препараты, 

блокирующие лимфотоксины, однако клинические испытания патеклизумаба (анти-LTα) и 

баминерцепта (LTβR-Ig) в терапии ревматоидного артрита [123, 124] и синдрома Шегрена [125] не 

показали клинической эффективности. Эти результаты могут указывать как на сложную роль 

лимфотоксинов в патогенезе аутоиммунных заболеваний, так и на необходимость создания более 

специфичных фармакологических блокаторов.  

В качестве экспериментальной модели аутоиммунного заболевания, в контексте которой 

можно изучать функции лимфотоксина, была выбрана модель MOG35-55-индуцированного ЕАЕ. Во-

первых, ввиду клинических наблюдений о роли LTα в патогенезе рассеянного склероза и ЕАЕ, во-

вторых, поскольку ранее было показано, что при подкожной иммунизации вне зависимости от 

наличия лимфатических узлов будет происходить эффективный Т-клеточнозависимый ответ, 

характерный для MOG35-55-индуцированного ЕАЕ, что критически важно учитывать при 

проведении экспериментов на Lta-дефицитных мышах [208]. На первом этапе работы была изучена 

динамика развития клинических симптомов на мышах с полным удалением Lta без neo-кассеты. 

Оказалось, что LtaΔ/Δ мыши не только восприимчивы к MOG35-55-индуцированному ЕАЕ (Рисунок 

8А), но и развивают симптомы, схожие по динамике с заболеванием у мышей дикого типа. Этот 

результат прямо противоречит имеющимся в литературе данным об абсолютной резистентности 

мышей с конвенциональным удалением Lta к ЕАЕ [198], но согласуется с результатами группы 

Sedgwick о нормальном развитии ЕАЕ у RAG-дефицитных мышей, после адоптивного переноса 

костного мозга из Lta-дефицитных мышей с нормальной продукцией TNF [200]. Примечательно, 

что, в совокупности с имеющимися литературными данными, результат настоящей работы 

подтверждает гипотезу о том, что в первоначальных экспериментах на мышах с конвенциональным 

удалением Lta [198] были сделаны неверные выводы об абсолютно патогенетической роли LTα.  

Фенотип, полученный на LtaΔ/Δ мышах, был подтвержден и в экспериментах с 

фармакологической блокировкой LTα у мышей дикого типа на фоне развития ЕАЕ (Рисунок 8Б). В 
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соответствии с клинической картиной заболевания у LtaΔ/Δ мышей наблюдалось уменьшение 

демиелинизации спинного мозга по сравнению с контрольными мышами дикого типа (Рисунок 

10Г), а также увеличение абсолютного количества регуляторных Т-клеток в ЦНС (Рисунок 13Б). 

При этом восприимчивость, а не абсолютная резистентность мышей с полным удалением Lta 

может объясняться инфильтрацией в ЦНС таких мышей Ly6ChiMHCII+CD11c+ моноцитов (Рисунок 

10А) и IL-17A-продуцирующих Т-клеток (Рисунок 13А).  

Ранее для TNF была установлен вклад отдельных типов клеток иммунной системы в 

патогенез экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита [203] и экспериментального 

артрита [233]. Было выдвинуто предположение, что, как и TNF, лимфотоксины из определенного 

типа клеток могут выполнять защитную роль в ЕАЕ, тогда как лимфотоксины, продуцируемые 

другой популяцией клеток, выполняют патогенетическую роль. Критический анализ этой гипотезы 

начался с изучения динамики развития ЕАЕ у мышей с удалением Lta в ILC3 и Т-клетках, 

поскольку для ILC3 [174] и Т-клеток [113] был детектирован высокий уровень экспрессии Lta в 

модели ЕАЕ. Было установлено, что удаление Lta в ILC3 приводит к значительному ухудшению 

клинических симптомов, тогда как удаление Lta в Т-клетках, наоборот, улучшало динамику 

развития ЕАЕ (Рисунок 9). Эти результаты подтвердили гипотезу о разностороннем (в т.ч. 

противоположно направленном) вкладе молекулярных форм лимфотоксина α в патогенез ЕАЕ в 

зависимости от клеточного источника.  

Кроме этого, в ЦНС Lta∆ILC3,T мышей наблюдалась повышенная инфильтрация моноцитов, 

дифференцирующихся в эффекторные дендритные клетки (Рисунок 10А), выполняющих 

патогенетическую роль в модели ЕАЕ [183], что повторяет фенотип LtaΔ/Δ мышей. Однако только у 

Lta∆ILC3,T мышей накопление Ly6ChiMHCII+CD11c+ клеток коррелировало с увеличением 

абсолютного количества IFNγ- и GM-CSF-продуцирующих Т-клеток на пике ЕАЕ (Рисунок 10Б, В). 

Дальнейший анализ выявил, что у Lta∆ILC3,T мышей происходила более выраженная 

демиелинизация спинного мозга (Рисунок 10Г), что согласуется с усилением клинических 

симптомов ЕАЕ. 

 Интересно, что анализ уровня экспрессии генов, кодирующих ключевые для формирования 

ТЛО молекулы – CXCL13, CCL19, CCL21, ICAM-1, VCAM-1 – не выявил различий с контрольной 

группой мышей дикого типа, а также мышами с удалением Lta в ILC3 и Т-клетках, либо только в Т-

клетках (Рисунок 16В). Ранее было показано, что Rorc-/- мыши не развивают EAE, что, 

предположительно, связано с отсутствием у них LTi [234]. В то же время у aly/aly мышей с 

точечной мутацией в киназе NIK, опосредующей эффекты от сигнала через LTβR, развивается ЕАЕ 

[208], что ставит вопрос об избыточности механизмов формирования ТЛО. Отсутствие изменений 
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в уровне экспрессии характерных для ТЛО молекул в ЦНС Lta∆ILC3,T мышей может быть связано и с 

выбором модели ЕАЕ, так как формирование ТЛО в модели ЕАЕ изучается в основном в 

экспериментах с адоптивным переносом энцефалитогенных Т-клеток. Однако против этой 

гипотезы выступают результаты, опубликованные в работе Pikor et al., которые демонстрируют 

наличие ремоделирования стромального компартмента ЦНС и в модели MOG35-55-индуцированного 

ЕАЕ [213]. Ухудшение клинических симптомов в ходе развития ЕАЕ Lta∆ILC3,T мышей не исключает 

возможности того, что ТЛО в нейровоспалении могут регулировать и подавлять аутореактивный 

иммунный ответ. Однако эта гипотеза требует дальнейшего изучения. 

С другой стороны, оказалось, что молекулярные формы лимфотоксина α, экспрессируемые 

Т-клетками, выполняют патогенетическую роль в модели ЕАЕ, о чем свидетельствуют менее 

выраженные симптомы ЕАЕ (Рисунок 9), снижение инфильтрации TH17 (Рисунок 13А) и 

повышение количества регуляторных Т-клеток в ЦНС Lta∆T мышей (Рисунок 13Б). Эти результаты 

не только согласуются с ранее опубликованными данными об участии сигнальной оси LTβR в 

индукции TH17-зависимого ответа в оболочках головного мозга, в частности, через LTαβ на Т-

клетках [213], но и подразумевают роль мембраносвязанного комплекса LTβ. Более того, 

полученные в ходе работы результаты согласуются с известными из литературы данными об 

уменьшении симптомов ЕАЕ при деплеции LTα-экспрессирующих TH-клеток у MBP-TCR-

трансгенных мышей [113].  

Нарушение прайминга антиген-специфичных ТH-клеток во вторичных лимфоидных 

органах, скорее всего, является основным механизмом, способствующим снижению тяжести 

заболевания у Lta∆T мышей (Рисунок 14). Эти результаты напрямую подтверждают ранее 

полученные данные о том, что экспрессия мембраносвязанного гетеротримера лимфотоксина αβ на 

антиген-специфичных Т-клетках необходима для их эффективного прайминга [224]. Более того, в 

настоящей работе было показано, что лимфотоксины, продуцируемые Т-клетками, регулируют 

продукцию ключевых эффекторных цитокинов TH-клеток – IL-17A и GM-CSF, а также влияют на 

продукцию CCL20 на этапе прайминга во вторичных лимфоидных органах (Рисунок 16). 

Предположительно, как LTβ, так и TNF участвуют в прайминге антиген-специфичных ТH-клеток на 

периферии (данные не представлены), что говорит о вырожденности этой функции. В 

совокупности, полученные в настоящей работе результаты свидетельствуют о том, что 

избирательное таргетирование LTα на Т-клетках может быть рассмотрено как потенциальная 

мишень в терапии аутоиммунных заболеваний. Ранее подобная концепция нейтрализации 

биологического действия цитокинов только из основного «патогенетического» источника была 
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разработана для TNF, что привело к созданию биспецифичных антител, блокирующих TNF только 

из миелоидных клеток [235].  

Несмотря на то, что у пациентов с РС В-клетки характеризуются повышенным уровнем LTα 

[192, 227, 228], было показано, что В-клетки не являются критически важным источником LTα в 

модели MOG35-55-индуцированного ЕАЕ. Однако в модели rhMOG1-125-индуцированного ЕАЕ, 

опосредованной образованием аутоантител, Lta∆B мыши были менее восприимчивы к индукции 

ЕАЕ по сравнению с мышами дикого типа, что позволяет предположить важную роль 

молекулярных форм лимфотоксина α, продуцируемых В-клетками, именно в этом специфичном 

контексте. При этом патогенетическая роль В-клеточного лимфотоксина α опосредована их 

влиянием на продукцию цитокинов Т-клетками в лимфатических узлах (Рисунок 19). Необходимы 

дальнейшие исследования, чтобы определить, может ли аутокринный LTα являться фактором 

выживания для субпопуляций В-клеток в этой модели ЕАЕ [94, 95].  

Настоящая работа, однако, обладает как минимум двумя ограничениями: 1) отсутствие 

лимфатических узлов и возникновение следуемых за этим возможных компенсаторных эффектов в 

иммунной системе Lta∆ILC3,T и LtaΔ/Δ мышей, а также 2) отсутствие разделения вклада 

мембраносвязанной и растворимой форм лимфотоксина. Компенсаторные эффекты иммунной 

системы были учтены путем анализа содержания TH-клеток в норме у мышей, не формирующих 

лимфатические узлы, а также путем прямого сравнения динамики ЕАЕ у Lta∆ILC3,T и LtaΔ/Δ мышей. 

Также используемые в работе генетические системы не позволяют четко разграничить вклад LTα и 

LTβ в патогенез ЕАЕ. Важно уточнить, что у Ltb-дефицитных мышей развиваются шейные 

лимфатические узлы, а лимфатические сосуды оболочек мозга связаны с шейными 

лимфатическими узлами [236], которые могут служить местом для запуска иммунного ответа на 

ЦНС-специфичные антигены [237]. Этот факт добавляет еще одну переменную в разграничение 

функций LTα и LTβ, поскольку показано, что место прайминга TH-клеток определяет их 

эффекторные функции [238]. Разработка мышей с индуцибельной делецией LTα или LTβ, как в 

случае с LTβR [76], в перспективе поможет определить индивидуальный вклад различных форм 

лимфотоксина. Другим подходом к разделению вклада LTα и LTβ является использование 

специфичных блокаторов растворимой и мембраносвязанной форм лимфотоксина. Вклад 

растворимой формы лимфотоксина α был исследован ранее в экспериментах с введением мышам 

Этанерцепта, блокирующим как TNF, так и растворимый LTα, в сравнении с XPro1595, блокатором 

растворимой формы TNF. Оказалось, что введение Этанерцепта не защищает мышей от развития 

ЕАЕ [239], как и в представленных в настоящей работе результатах по генетической и 

фармакологической нейтрализации лимфотоксина α (Рисунок 8). Более того, блокировка 
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мембраносвязанной формы лимфотоксина с помощью слитого белка LTβR-Ig была эффективна 

только при моделировании заболевания с периодами обострений и ремиссий, но не в модели с 

иммунизацией MOG35-55-пептидом [209], что подчеркивает неоднозначную роль лимфотоксинов в 

патогенезе ЕАЕ. 

Таким образом, сопоставление результатов экспериментов с полной генетической и 

фармакологической инактивацией LTα выявили неоднозначную и противоположную по 

направленности роль молекулярных форм лимфотоксина α в патогенезе ЕАЕ, которая связана с 

различным вкладом ILC3 и Т-клеток в патогенез MOG35-55-индуцированного ЕАЕ. Дополнительно 

было показано, что молекулярные формы лимфотоксина α, продуцируемые В-клетками, вносят 

вклад в развитие аутоантитело-ассоциированного ЕАЕ, индуцированного иммунизацией 

полноразмерным белком rhMOG1-125. Полученные результаты могут, хотя бы отчасти, объяснять 

неожиданный провал клинических испытаний, направленных на блокировку сигнальных путей, 

опосредованных лимфотоксином, а также поставить вопрос о разработке новых терапевтических 

агентов, основанных на блокировке лимфотоксина (предположительно, memLT) из Т-клеток, а 

также молекулярных форм лимфотоксина α из В-клеток в случае аутоантитело-ассоциированных 

демиелинизирующих патологий.  

 

4.2. Роль лимфотоксина α в гомеостазе иммунной системы 

Еще одной важной проблемой является изучение функций лимфотоксинов в гомеостазе. В 

рамках настоящей работы была исследована роль лимфотоксина α в гомеостазе кишечника и в 

дифференцировке миелоидных клеток – процессов, для которых относительно недавно была 

установлена роль сигнальных путей, опосредованных лимфотоксином. В описанных в работе 

результатах была предпринята попытка сравнения биологической активности лимфотоксина α, 

TNF и TNFR1 в качестве альтернативного подхода по установлению TNF-подобной активности 

лимфотоксина α (то есть растворимой формы LTα3). Выявлено, что как при полном удалении 

лимфотоксина α, так и при полном удалении TNF и TNFR1 в собственной пластинке тонкого 

кишечника происходит увеличение процентного содержания RORγt+ ILC3, что показывает участие 

этих молекул не только в формировании зачатка Пейеровых бляшек (Рисунок 2), но и в 

поддержании гомеостаза тонкого кишечника во взрослом организме (Рисунок 4Б). Эти результаты 

позволяют предположить, что, во-первых, отсутствие ПБ, скорее всего, не связано с уменьшением 

количества ILC3, в том числе клеток-индукторов, во-вторых, вклад TNF и лимфотоксинов в 

формирование ПБ и поддержание гомеостаза тонкого кишечника является вырожденным. 

Интересно, что в экспериментах с культурами незрелых миелоидных клеток также была 
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продемонстрирована вырожденность сигнальных путей, опосредованных LTα, TNF и TNFR1. 

Уменьшение содержания моноцитарной популяции в культурах мышей с удалением Lta, Tnf или 

Tnfr1 (Рисунок 5Б) подтверждает известные из литературы данные о том, что TNF и лимфотоксин α 

необходимы для выживания общего моноцитарного предшественника [219]. Кроме этого, известно, 

что сигнальный путь, опосредованный TNFR1, играет ключевую роль в выживании моноцитов 

[89]. В то же время анализ абсолютного количества моноцитов в различных иммунных 

компартментах LtaΔ/Δ мышей выявил увеличение количества Ly6Chi моноцитов в крови (Рисунок 

11Б), но не в костном мозге или селезенке. Это может происходить в связи с общим накоплением 

иммунных клеток в крови у мышей с дефицитом по Lta. Однако нельзя исключать того факта, что 

наблюдаемые изменения происходят только в системе in vitro. Дальнейшие исследования по 

изучению влияния дефицита генов, кодирующих LTα, TNF и TNFR1, в репортерных мышах, у 

которых можно отследить судьбу моноцитов и их предшественников in vivo, могут помочь понять, 

необходимы ли эти молекулы для функционирования моноцитарной популяции миелоидных 

клеток.  

Результаты этой части работы демонстрируют, что полное удаление Lta и Tnf ассоциировано 

с нарушениями некоторых функций иммунной системы в гомеостазе, тем самым подтверждая 

предложенную ранее концепцию о перспективности клеточно-специфичного подхода к блокировке 

TNF [235] и показанную в настоящей работе роль молекулярных форм LTα, зависимую от 

клеточных источников, в патогенезе ЕАЕ. Суммируя, TNF и лимфотоксин α на RORγt+ ILC3 

критически важны в процессе формирования иммунной системы для развития ПБ (Рисунок 2), 

более того, лимфотоксин α на RORγt+ ILC3 выполняют протективную роль в аутоиммунитете, то 

есть важно избегать блокировки LT на ILC3. При этом, для разработки новых терапевтических 

подходов стоит рассмотреть ингибирование молекулярных форм LTα на Т- и В-клетках не только 

ввиду их патогенетической функции в аутоиммунитете, но и ввиду отсутствия критических 

нарушений при удалении LT на этих клеточных популяциях в гомеостазе [29, 32] (Рисунок 17).  
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ГЛАВА 5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В ходе настоящей работы с помощью ранее полученных уникальных линий мышей были 

изучены некоторые аспекты иммунобиологии лимфотоксинов. Основная часть работы была 

посвящена исследованию роли молекулярных форм лимфотоксина α в мышиной модели 

рассеянного склероза, экспериментальном аутоиммунном энцефаломиелите. Во-первых, было 

показано, что Lta-дефицитные мыши с нормальной продукцией TNF миелоидными клетками 

восприимчивы к индукции MOG35-55-индуцированного ЕАЕ. Эти результаты были подтверждены в 

экспериментах с фармакологической блокировкой с помощью уникального реагента – 

моноклональных антител к LTα. Кроме того, в работе впервые установлена разная по 

направленности роль молекулярных форм лимфотоксина α, производимых ILC3, Т- и В-клетками, в 

патогенезе ЕАЕ. Так, было выявлено, что защитную роль выполняют молекулярные формы 

лимфотоксина α из ILC3, тогда как их экспрессия Т-клетками (предположительно, именно 

мембранного LT комплекса) усугубляет динамику развития ЕАЕ. Для В-клеток, продуцирующих 

молекулярные формы лимфотоксина α, показана ключевая роль в патогенезе аутоантитело-

зависимой модели ЕАЕ. Результаты работы вносят вклад в понимание молекулярных механизмов 

патологии нейровоспаления, а также демонстрируют различные функции лимфотоксина α, 

зависимые от 3 составляющих: 1) клеточного источника, 2) времени и 3) локализации. Такая 

неоднозначная роль молекулярных форм лимфотоксина α может объяснять отсутствие 

эффективности блокаторов лимфотоксинов в терапии аутоиммунных заболеваний, а также 

свидетельствует о необходимости разработки новых подходов к фармакологической нейтрализации 

лимфотоксинов из конкретных типов клеток.   

Полученные результаты о TNF-подобной функции лимфотоксина α в гомеостазе дополняют 

имеющиеся сведения о физиологической роли лимфотоксинов, а также могут быть использованы 

для прогнозирования возможных побочных эффектов при применении Этанерцепта в терапии 

аутоиммунных заболеваний. С точки зрения фундаментальной иммунобиологии лимфотоксинов 

результаты настоящей работы подтверждают, что в контексте роли лимфотоксинов в слизистых 

оболочках и экспериментальных условиях in vitro реализуется именно TNF-подобная функция 

лимфотоксина α. Кроме этого, в дополнение к данным о роли лимфотоксинов в аутоиммунитете, 

результаты по изучению эффектов полного удаления TNF/LT в гомеостазе иммунной системы 

подтверждают гипотезу о необходимости разработки клеточно-специфичных терапевтических 

подходов.  
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По результатам работы были сформулированы следующие выводы: 

 

1. LTα в норме участвует в поддержании гомеостаза лимфоцитов врожденного иммунитета 

типа 3 (ILC3) в собственной пластинке тонкого кишечника и в дифференцировке 

миелоидных клеток в моноциты in vitro.  

2. Генетическая или фармакологическая инактивация LTα не влияет на чувствительность 

мышей к MOG35-55-зависимому экспериментальному аутоиммунному энцефаломиелиту 

(ЕАЕ). 

3. У мышей с удалением Lta из ILC3 клеток наблюдается тяжелое течение ЕАЕ с интенсивной 

демиелинизацией, инфильтрацией моноцитов, дифференцирующихся в дендритные клетки, 

а также IFNγ- и GM-CSF-продуцирующих Т-клеток в ЦНС.  

4. На фоне генетической инактивации Lta в Т-клетках происходит нарушение продукции 

цитокинов антиген-специфичными Т-клетками во вторичных лимфоидных органах на 

раннем этапе развития экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита.  

5. Молекулярные формы лимфотоксина α, продуцируемые В-клетками, выполняют 

патогенетическую роль только в модели rhMOG1-125-индуцированного ЕАЕ.   
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ПРИЛОЖЕНИЕ 
 

Рисунок 20. Стратегия выделения популяций лимфоцитов врожденного иммунитета типа 3 
(ILC3) в собственной пластинке тонкого кишечника с помощью цитофлуориметрического 
анализа.   
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Рисунок 21. Стратегия последовательного выделения популяций иммунных клеток с 
помощью цитофлуориметрического анализа.  
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