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Первичной реакцией врожденной иммунной системы на инвазию патогенов или травму тканей яв-
ляется синтез тканевых цитокинов интерлейкинов (ИЛ) 25, 33 и тимического стромального лимфо-
поэтина (ТСЛП) эпителиальными или мышечными клетками в ответ на фрагменты патогенов, на-
зываемые PAMP (pathogen associated molecular patterns), или эндогенные факторы клеточного стресса,
называемые DAMP (danger associated molecular patterns). В работе проведено сравнение способности
бактериального пептида N-формил-метионил-лейцил-фенилаланина (fMLP) и эндогенного медиа-
тора зуда аминокислоты β-аланина стимулировать экспрессию генов и синтез тканевых цитокинов.
Методом количественной ПЦР показали, что ex vivo в культурах эксплантов трахеи мышей fMLP сти-
мулировал экспрессию генов ТСЛП и ИЛ-25, а β-аланин также экспрессию ИЛ-33. Уровень цитоки-
нов ТСЛП и ИЛ-33 in vivo оценивали методом ИФА в гомогенатах легких мышей после интратрахе-
ального введения факторов. β-аланин и fMLP вызывали выброс из внутриклеточного депо ИЛ-33 и
ТСЛП. Впервые показано, что β-аланин и fMLP являются активаторами синтеза тканевых цитокинов.
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Переключение В-клеток на синтез иммуно-
глобулинов Е-класса (IgE) к белкам, попадаю-
щим из пищи и окружающей среды, происходит
под действием интерлейкинов (ИЛ) 4 и 13, акти-
вирующих транскрипционный фактор STAT6 [1].
Источником ИЛ-4 и 13 могут быть как Т-хелперы
2 типа (Тх2), принадлежащие адаптивному им-
мунному ответу [2], так и лимфоидные тканевые
клетки 2 типа (ЛТК2), относящиеся к врожденно-
му более древнему иммунитету [3, 4]. Показано,
что ЛТК2 активируются факторами, продуцируе-
мыми клетками барьерного эпителия, к которым
относят ИЛ-25, 33 и тимический стромальный
лимфопоэтин (ТСЛП) [3, 4]. ИЛ-25, 33 и ТСЛП
продуцируются многими типами иммунных кле-
ток. Эти цитокины получили название тканевых
из-за того, что клетки различных тканей, не отно-
сящиеся к иммунной системе (эпителиальные,
эндотелиальные, мышечные, жировые клетки),
также способны их синтезировать. Значительное
количество исследований посвящено анализу ро-
ли ИЛ-25, 33 и ТСЛП в аллергическом иммунном
ответе [5], а также возможности блокирования
этих факторов с терапевтической целью [6]. Так,
в модели аллергического ответа на мышах введе-
ние блокирующего антитела к ИЛ-25 уменьшало

число Тх2 в легких, продукцию ИЛ-4, 5 и 13, по-
давляло воспаление и фиброз ткани бронхов,
снижало продукцию тотального и специфическо-
го IgE [7–9]. Похожий эффект оказывало введе-
ние блокирующего антитела к ИЛ-33 в модели ре-
спираторной аллергии на овальбумин у мышей,
что приводило к снижению гиперреактивности
бронхов, уменьшению числа эозинофилов в лава-
жах и легочной ткани, подавлению продукции
специфического IgE [8–10]. Введение блокатора
ТСЛП за 30 мин до инъекции овальбумина мы-
шам подавляло синтез ИЛ-4, 5 и 13, снижало чис-
ло макрофагов и эозинофилов в лаважах, умень-
шало продукцию специфического IgE [9–11].
Аналогичные данные были получены и в клинике
[10–12].

Известно, что тканевые цитокины высвобожда-
ются эпителиальными клетками под действием по-
вреждающих факторов как экзогенного (PAMP,
pathogen associated molecular patterns), так и эндо-
генного (DAMP, danger associated molecular patterns)
происхождения [5, 11]. За исключением спор гри-
бов, остальные аллергены не содержат PAMP. Со-
ответственно, источником первичного ответа на
аллергены могут служить эндогенные DAMP. К
эндогенным DAMP, высвобождаемым обычно
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при некротическом повреждении клеток, относят
АТФ, мочевую кислоту, белки теплового шока
HSP70 и HSP90 [6, 7]. Выброс указанных DAMP
может осуществляться под действием протеаз [7],
например гриба Alternaria [7] или клещей домаш-
ней пыли Dermatophagoides [13]. Протеазы стиму-
лируют выброс DAMP, активируя G-белковые
активируемые протеазой рецепторы (PAR, prote-
ase-activated receptor), в основном PAR-2 [12]. Ак-
тивация PAR даже в отсутствие некроза клеток
приводит к выбросу ими АТФ, которая, в свою
очередь, стимулирует по аутокринному механиз-
му через активацию ионотропного P2X-рецепто-
ра выброс теми же клетками преформированного
ИЛ-33 [7], и, возможно, его синтез de novo, а так-
же к выбросу еще одного DAMP – мочевой кис-
лоты, активирующей de novo синтез ТСЛП [12].
Одновременно сигнальные пути, запускаемые
при активации PAR-2 протеазами, напрямую сти-
мулируют продукцию ИЛ-25 и ТСЛП de novo [12].

Феномен активации продукции тканевых цито-
кинов за счет высвобождения DAMP, в частности
АТФ, может быть использован для разработки но-
вых методов терапии и профилактики с использо-
ванием низкомолекулярных фармакологических
ингибиторов пуринергических рецепторов. В од-
ной из последних работ показана способность бло-
катора пуринергических рецепторов сурамина,
вводимого за неделю до аллергена (овальбумина)
мышам C57BL/6 интраназально, частично умень-
шать интенсивность воспаления ткани легких [14].
Действительно, в запуске продукции тканевых
цитокинов могут участвовать и другие аларми-
ны, отличные от АТФ по строению и не воспри-
нимаемые пуринергическими рецепторами. В
связи с этим актуальным становится поиск но-
вых DAMP.

Спектр DAMP может быть значительно шире –
например N-формилпептиды митохондиального
происхождения [15], сходные по строению с пеп-
тидом бактериального происхождения N-фор-
мил-метионил-лейцил-фенилаланином (fMLP)
[16], известным как хемоаттрактант нейтрофилов
[15], или эндогенная аминокислота β-аланин, яв-
ляющаяся медиатором зуда [17] и содержащаяся в
виде дипептидов карнозина и ансерина в мышеч-
ной ткани, часто повреждаемой при инвазии мак-
ропаразитами [5], и другие. Поскольку зуд явля-
ется одним из основных симптомов аллергии,
было выдвинуто предположение, что β-аланин
может быть одним из основных DAMP, вызываю-
щих запуск аллергического ответа I типа.

Выявление новых DAMP – стимуляторов син-
теза тканевых цитокинов – поможет дальнейшей
разработке низкомолекулярных ингибиторов их
рецепторов для противоаллергической терапии.

Цель работы − анализ влияния потенциального
DAMP β-аланина, а также бактериального пептида

fMLP на продукцию тканевых цитокинов в услови-
ях ex vivo и in vivo.

МЕТОДИКА

Стимуляция барьерного эпителия ex vivo. В работе
использовали коллагеназу I, трипсин, β-аланин,
fMLP (все реактивы “Sigma”, США). Все экспери-
менты на животных проведены в соответствии с
утвержденным протоколом Комиссии по работе с
животными ИБХ РАН.

У интактных мышей линии CD1 (питомник
“Андреевка” Научного центра биомедицинских
технологий Федерального медико-биологическо-
го агентства, Россия) выделяли трахею (пул от
4 мышей), фрагменты уха (кожа и хрящ), а также
легкие. Ткань разрезали на фрагменты (примерно
10 мг/пробу) и помещали в лунки 48-луночного
планшета (“Costar”, США) в 400 мкл физраствора
(ФР) без или с различными стимуляторами в кон-
центрации по 1 мМ. Экспланты инкубировали при
37°С 4 ч на шейкере (50 об./мин). После инкубации
экспланты гомогенизировали в реагенте TRizol
(“Invitrogen”, Россия) для дальнейшего анализа
экспрессии гена ИЛ-33 и контрольного гена глице-
ральдегид 3-фосфат дегидрогеназы (GAPDH).

Выделение мРНК и определение экспрессии ге-
нов ИЛ-25, ИЛ-33 и ТСЛП в эксплантах тканей
методом количественной ПЦР. Тотальную мат-
ричную РНК выделяли из гомогенатов тканей с
использованием набора RNeasy Mini Kit (“Qia-
gen”, США) и очищали от примеси ДНК обработ-
кой ДНКазой I (“Fermentas”, США). Концентра-
цию мРНК определяли наприборе NanoDrop 2000
(“Thermo Scientific”, США), качество чистоту
мРНК оценивали электрофоретическим методом
в 1%-ном агарозном геле. Синтез кДНК проводи-
ли с использованием набора First Strand cDNA
Synthesis (“Thermo Scientific”, США) и oligo(dT)
18 праймеров. Полученную кДНК использовали в
качестве матрицы для стандартного ПЦР и ПЦР в
реальном времени (кПЦР) со специфическими
праймерами (табл. 1). Для кПЦР использовали
смесь qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Россия).
Анализ проводили на приборе DTprime real-time
PCR machine (“DNA-Technology”, Россия). Реак-
ционная смесь включала по 1 мкл кДНК, прайме-
ры в концентрации 0.1 мкМ и смесь qPCRmix-HS
SYBR (“Евроген”, Россия). Праймеры с темпера-
турой отжига 60°С подбирали в программе Nucle-
otide Blast. Праймеры синтезированы компанией
“Евроген” (Россия). Реакцию проводили в режи-
ме HotStart (95°С, 300 c), затем циклами по 30 с –
95°С; 45 с – 60°С; 30 с – 72°С. Обработку резуль-
татов кПЦР осуществляли в программе Real-
Time_PCR (“DNA-Technology”, Россия). Анализ
экспрессии каждого гена проводили в трех повто-
рах, контрольные образцы – в 6 повторах.
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Данные кПЦР были нормированы по экспрес-
сии мРНК гена GAPDH и приведены как относи-
тельная экспрессия генов, рассчитанная в форма-
те 2–ddCT [18]. Использование данного метода об-
счета данных кПЦР позволяет оценить, во сколько
раз изменилось количество копий гена при акти-
вации аларминами по сравнению с контролем,
нормированное относительно экспрессии гена
GAPDH.

Стимуляция барьерного эпителия in vivo. Интра-
трахеальное введение стимуляторов мышам ли-
нии CD1 (n = 3–4) осуществлялось как описано
ранее [19] в объеме 50 мкл ФР. Использовали 1, 50
и 250 нмоль коллагеназы I, fMLP и β-аланина на
мышь [20]. В качестве контроля использовали
ФР. У мышей под ингаляционным наркозом от-
бирали образцы крови из орбитального синуса
глаза. Мышей убивали методом цервикальной
дислокации через 1 и 6 ч. Поскольку ИЛ-33 со-
держится в эпителии в преформированном виде,
анализ высвобождения цитокинов определяли в
динамике через 1 и 6 ч. Легкие мышей гомогени-
зировали в буфере, содержащем 150 мМ NaCl,
1 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 0.5% тритон Х-100, что
приводило к высвобождению внутриклеточных
цитокинов [21]. Гомогенаты центрифугировали
10 мин при 13500 g, супернатанты до анализа хра-
нили при –20°С.

Иммуноферментный анализ. Для определения
содержания тканевых цитокинов использовали
иммуноферментный сэндвич-анализ (ИФА) и
антитела компании BioLegend (Англия). В 96-лу-
ночные планшеты (MaxiSorb, “Costar”, США) на
ночь наносили антитела к ИЛ-33 (клон Poly5165,
“BioLegend”, Англия) или ТСЛП (клон 28F12) в
концентрации 1 мкг/мл в 50 мкл ФБ. Между ста-
диями планшет промывали 5 раз 0.05%-ным
твин-20 в ФБ. Неспецифическое связывание бло-
кировали с помощью 1%-ного раствора бычьего
альбумина (БСА) в ФБ, в него же добавляли об-
разцы в разведении ½, а также различные разведе-
ния стандартов рекомбинантных мышиных ИЛ-33

и ТСЛП. После промывки добавляли меченые
биотином антитела к ИЛ-33 (клон Poly5165) и
ТСЛП (клон 65B12) в разведении 1/1000 и инку-
бировали 3 ч с последующим внесением конъюга-
та стрептавидин-пероксидаза хрена в разведении
1/1000 и инкубацией в течение 1 ч. После отмыв-
ки вносили субстрат 3,3',5,5'-тетраметилбензидин.
Реакцию останавливали 10%-ной H2SO4 и анали-
зировали на ридере (“ThermoScientific”, США)
при длине волны 450 нм. Концентрацию рассчи-
тывали по калибровочной кривой.

Статистический анализ. Среднее и стандартное
отклонения рассчитывались с помощью про-
граммного обеспечения Excel. Достоверность раз-
личий рассчитывали по непараметрическому кри-
терию Манна−Уитни. Результат считался стати-
стически значимым, при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Стимуляция экспрессии генов тканевых цитоки-
нов в эксплантах барьерных тканей. Поскольку
классическими DAMP являются протеазы, то в
работе использовали коллагеназу и трипсин в ка-
честве положительных контролей, наряду с по-
тенциальными аларминами fMLP и β-аланином.
Методом кПЦР оценивали экспрессию генов
ИЛ-25, ИЛ-33, ТСЛП под действием аларминов в
клетках трахеи, кожи и легких. Ранее было уста-
новлено методом кПЦР, что ИЛ-33 конститутив-
но экспрессируется во многих эпителиальных
тканях, в том числе и в клетках трахеи, кожи и
легких [22]. В настоящей работе показано, что во
всех анализируемых тканях экспрессируются ге-
ны тканевых цитокинов ТСЛП, ИЛ-25 и ИЛ-33
(рис. 1а). Уровень экспрессии генов падал в ряду
ТСЛП > ИЛ-25 > ИЛ-33.

Добавление протеаз и коллагеназы I в культуры
эксплантов трахеи и легких приводило к усиле-
нию экспрессии всех трех генов цитокинов
(рис. 1б–1г). Эффект коллагеназы на экспрес-
сию ИЛ-25 в трахее не был достоверным. В то же

Таблица 1. Последовательности праймеров

Ген Последовательности праймеров Длина продукта t, °С отжига

GAPDH прямой GGTGCTGAGTATGTCGTGGA 610 59.5

GAPDH обратный TGGAAGAGTGGGAGTTGCTG 59.6

TSLP прямой CTGCCTGAATCAAACCTCACAA 498 59.1

TSLP обратный TGACTGCCCGAACTGTCATT 59.6

ИЛ-25 прямой CCCAGCAAAGAGCAAGAACC 632 59.4

ИЛ-25 обратный ATCCTCTAGCAGCACAAGCG 60.2

ИЛ-33 прямой GTCTCCTGCCTCCCTGAGTA 737 60.0

ИЛ-33 обратный GTGGTGCCTGCTCTTCTGAA 60.3



20

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 55  № 1  2019

ЧУДАКОВ и др.

время коллагеназа стимулировала экспрессию
ИЛ-33 и ТСЛП в эксплантах трахеи. Действие
fMLP и β-аланина было выражено, в основном,
на клетках трахеи, в которых β-аланин стимули-
ровал экспрессию всех трех изученных генов, а
fMLP – ТСЛП и ИЛ-25 (рис. 1б–1г). В эксплан-
тах кожи β-аланин стимулировал экспрессию ге-
на ИЛ-33. Эффект fMLP и β-аланина в эксплан-
тах легких отсутствовал.

Стимуляция продукции тканевых цитокинов в
условиях in vivo. Для тканевых цитокинов важно
было подтвердить синтез белков, поскольку индук-
ция экспрессии гена и накопление продукта внут-
ри клетки не обязательно означает активацию его
секреции. Так, экспрессия гена ИЛ-33 на опреде-
ленном уровне идет в барьерном эпителии консти-
тутивно, однако высвобождение его возможно
только после стимуляции PAMP, DAMP или в ре-
зультате некротической гибели клеток. Кроме того,
определенный уровень синтеза тканевых цитоки-
нов может также осуществляться конститутивно
как базовый уровень активации эпителия.

С целью подтвердить наблюдаемую in vitro сти-
муляцию экспрессии генов цитокинов мышам CD1
интратрахеально вводили коллагеназу I, fMLP или
β-аланин и анализировали синтез тканевых цито-
кинов in vivo. Оценивали продукцию ИЛ-33 и
ТСЛП в крови, бронхо-легочном лаваже и легких
мышей. В качестве контроля использовали ин-
тактных мышей и мышей, которым вводили толь-
ко ФБ. Достоверных различий между интактными
мышами и группой, которой вводили ФБ, не было.
На рис. 1 приведены результаты только для послед-
ней группы. Поскольку известно, что ИЛ-33 содер-
жался в эпителии в преформированном виде,
определяли его высвобождение под действием
стимуляторов через 1 и 6 ч. Содержание ткане-
вых цитокинов ИЛ-33 и ТСЛП определяли мето-
дом ИФА.

Было показано, что под действием коллагена-
зы I ТСЛП появлялся в легких и лаваже уже через
1 ч, а к 6 ч его уровень увеличивался в 2 раза и од-
новременно в крови появлялся ТСЛП (рис. 2а, 2б).

Рис. 1. Экспрессия генов тканевых цитокинов: а – конститутивная экспрессия генов GAPDH и цитокинов в трахее (1),
коже (2) и легких (3); б–г –ОЭ генов ТСЛП (б), ИЛ-25 (в) и ИЛ-33 (г) в трахее (I), коже (II) и легких (III) через 4 ч после
добавления коллагеназы (1), β-аланина (2) или fMLP (3). Звездочками отмечены достоверные отличия по критерию
Манна−Уитни.
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После стимуляции fMLP и β-аланином ТСЛП
появлялся только к 6 ч (достоверно по сравнению
с 1 ч, р < 0.05), что показывает более медленное дей-
ствие DAMP в сравнении с протеазой (рис. 2б). Под
действием β-аланина ТСЛП появлялся также и в
крови через 6 ч.

Уровень ИЛ-33 под действием коллагеназы I
был максимальным через 1 ч и на 30% уменьшал-
ся к 6 ч (рис. 2в). Введение fMLP и β-аланина сти-
мулировало выброс ИЛ-33 на 1 ч на уровне 50 и
70% по сравнению с коллагеназой I. β-аланин, но
не fMLP, усиливал в 2 раза выброс ИЛ-33 к 6 ч
(рис. 2г, достоверно при р < 0.05, по сравнению с
1 ч). Достоверных различий по уровню ИЛ-33 в
образцах с коллагеназой I и fMLP не было. В ла-
важе и крови ИЛ-33 практически отсутствовал.

Согласно литературным данным протеазы
действуют через активацию G-белкового рецеп-
тора PAR-2 при частичном протеолизе его вне-
клеточного домена [13]. Активируемые сигналь-

ные пути, в том числе MAP-киназные, стимули-
руют выброс клетками барьерного эпителия АТФ
нецитолитическим путем [23]. АТФ действует на
ионотропные P2X-рецепторы, открывая ионные
каналы, через которые кальций поступает в клет-
ки. Именно поступающий в клетки кальций сти-
мулирует выброс тканевых цитокинов, в частно-
сти ИЛ-33, а также вызывает экспрессию их генов
de novo [12, 19, 23]. Основные работы по влиянию
PAMP/DAMP на синтез тканевых цитокинов вы-
полнены для протеаз аллергенов [12, 13]. Эффект
коллагеназы I и трипсина на экспрессию гена
ИЛ-33 был показан, вероятно впервые, но явля-
ется вполне ожидаемым. Впервые показан анало-
гичный эффект пептида fMLP и не участвующей
в синтезе белка аминокислоты β-аланина на экс-
прессию генов ИЛ-25, ИЛ-33 и ТСЛП. Интерес к
DAMP вызван необходимостью анализа роли
тканевых цитокинов в индукции аллергического
ответа [24–26]. Введение мышам протеаз, имею-

Рис. 2. Уровень тканевых цитокинов в легких и крови мышей CD1 после интратрахеального введения DAMP. Уровень
ИЛ-33 (а, б) и ТСЛП (в, г) в бронхолегочном лаваже (I), гомогенате легких (II) и крови (III) на 1 (а, в) и 6 (б, г) ч после
введения фосфатного буфера (ФБ, 1), коллагеназы 1 нМ (2), β-аланина 250 нМ (3) или fMLP 50 нМ (4). Приведены
средние значения и стандартная ошибка и в пересчете на мг ткани или мл крови. Звездочками отмечены достоверные
отличия по критерию Манна−Уитни от группы, которой вводили только ФБ.
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ЧУДАКОВ и др.

щих относительно большую молекулярную мас-
су, будет вызывать иммунный ответ на сами про-
теазы, что не позволит проанализировать ответ на
аллергены без протеазной активности.

Анализ влияния коллагеназы I, fMLP и β-ала-
нина на экспрессию генов тканевых цитокинов
показал, что наибольший эффект проявляла кол-
лагеназа в трахее и легких, что можно объяснить
взаимодействием одной молекулы фермента со
многими рецепторами PAR-2 в отличие от клас-
сических DAMP, одна молекула которых способ-
на взаимодействовать только с одним рецептором
на клетке. Некоторые различия эффектов колла-
геназы и трипсина могут объясняться вовлечени-
ем в активацию иных PAR, кроме PAR-2, по-
скольку коллагеназа I отличается по субстратной
специфичности от трипсина. Действие fMLP и
β-аланина было выражено в клетках трахеи и от-
сутствовало в клетках легких.

Достаточно неожиданным было отсутствие
влияния протеаз на кератиноциты, в то время как
β-аланин вызывал значительную экспрессию ге-
на ИЛ-33. Известно, что кератиноциты синтези-
руют все изучаемые тканевые цитокины [27, 28].
Литературные данные по эффекту протеаз, fMLP
и β-аланина на экспрессию генов или синтез тка-
невых цитокинов кератиноцитами отсутствуют.

Анализ данных по продукции тканевых цито-
кинов ТСЛП и ИЛ-33 под действием коллагена-
зы I показал, что выброс ИЛ-33 и ТСЛП наблю-
дался уже через 1 ч после введения и сохранялся
до 6 ч, что согласуется с литературными данными,
согласно которым при активации клетки барьер-
ного эпителия высвобождают преимущественно
преформированный ИЛ-33 [23]. Пик высвобож-
дения ТСЛП наблюдали позднее [23], что соот-
ветствовало полученным данными. Наличие
ТСЛП в лизате легких через 1 ч показало, что и
ТСЛП находился в преформированном виде, по-
скольку для синтеза de novo 1 ч недостаточно. На-
личие преформированного ТСЛП в клетках лег-
ких было показано впервые.

Действие низкомолекулярных стимуляторов
fMLP и β-аланина было более медленным по
сравнению с коллагеназой I и проявлялось только
к 6 ч, что может быть объяснено их диффузией че-
рез эпителий, с дальнейшим действием на другие
клетки, находящиеся под ним (гладкомышечные
клетки, фибробласты, макрофаги) [29–31].

Было показано, что ТСЛП, но не ИЛ-33 диф-
фундирует из тканей в кровь и межтканевую жид-
кость (появляется в лаваже). Отсутствие ИЛ-33 в
жидкостях организма через 6 ч может быть связа-
но с недостаточным временем для созревания
ИЛ-33, который синтезируется в виде предше-
ственника и превращается в зрелый белок под дей-
ствием каспазы 1. Белок-предшественник ИЛ-33
имеет двойную активность и действует как фак-

тор транскрипции и супрессор воспаления благо-
даря наличию сигнала ядерной локализации в
пропептиде [32].

Можно предположить, что коллагеназа I, fMLP
и β-аланин взаимодействуют с различными клет-
ками. Так коллагеназа I, имеющая молекулярную
массу ~115 кДа, контактирует, в первую очередь, с
эпителием бронхов, полярного по строению,
высвобождающего продукты секреции через
апикальную мембрану во внутрибронхиальное и
внутриальвеолярное пространство. Низкомоле-
кулярные β-аланин (89 Да) и fMLP (450 Да) спо-
собны проникать через слой эпителия, достигая
клеток гладкой мускулатуры бронхов, фибробла-
стов [29] и макрофагов [30, 31].

Первично β-аланин был охарактеризован как
метаболит карнозина и ансерина – мышечных ди-
пептидов, а уже затем как медиатор зуда, действую-
щий через рецептор MrgprD (Mas-related G-protein
coupled receptor type D ) [17]. Семейство Mrgpr-ре-
цепторов, названное так вследствие гомологии их
генов с протоонкогенным рецептором Mas1, вна-
чале идентифицировали на сенсорных нейронах,
ответственных за восприятие боли, и на тучных
клетках. В дальнейшем было показано, что они
экспрессируются значительно шире [33]. Так,
MrgprD экспрессируют клетки дорсальных кореш-
ковых ганглий, мозжечка, а также структуры вне
нервной системы – клетки мочевого пузыря, се-
менников, стенки артерий [33]. Показана на низ-
ком уровне экспрессия MrgprD в эпителии кожи,
легких, пищеварительного тракта. Роль MrgprD во
врожденном иммунном ответе пока не показана.
Таким образом, мишенью β-аланина, скорее всего,
являются мышечные, эндотелиальные или тучные
клетки, с чем связана его более поздняя по сравне-
нию с коллагеназой I активность.

Пептид fMLP является продуктом бактерий и
служит хемоаттрактантом для клеток врожденно-
го иммунитета [16]. Формильная группа метио-
нина используется бактериями для синтеза белка
и отсутствует в организме млекопитающих (за ис-
ключением некоторого количества в митохон-
дриях эукариотических клеток). Миелоидные
клетки распознают формильную группу с помо-
щью рецепторов FPR (formyl-peptide receptor) и
FPLR (formyl peptide-like receptor). Связывание
fMLP [34] или подобных ему N-формильных пеп-
тидов, происходящих из митохондрий эукарио-
тических клеток [15], с FPR вызывает активацию
клетки, сопровождающуюся перестройкой ци-
тоскелета, что приводит к ее миграции по гради-
енту пептида. Соответственно, мишенью fMLP
могут быть макрофаги и дендритные клетки [34].

Участие fMLP и β-аланина в индукции ткане-
вых цитокинов показано впервые. Приведенные
данные вносят существенный вклад в понимание
механизмов развития локального иммунитета.
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Впервые показано, что не только протеазы, но
и низкомолекулярные стимуляторы β-аланин и
fMLP усиливают экспрессию генов тканевых ци-
токинов. Действие β-аланина и fMLP на экспрес-
сию генов выражено слабее, чем коллагеназы I,
что может быть связано как с разной природой
стимулов, так и с действием на разные типы кле-
ток. Как коллагеназа I, так и низкомолекулярные
алармины β-аланин и fMLP вызывают высвобож-
дение тканевых цитокинов ИЛ-33 и ТСЛП из
внутриклеточных депо эпителиальных клеток,
при этом действие β-аланина и fMLP также менее
выражено и развивается медленнее, чем эффект
коллагеназы I. Таким образом, не только проте-
азы, но низкомолекулярные алармины β-аланин
и fMLP являются стимуляторами продукции тка-
невых цитокинов.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Программы фундаментальных исследований
Президиума РАН “Наноструктуры: физика, хи-
мия, биология, основы технологий”.
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Primary response of innate immune system to a pathogen invasion or tissue damage is the synthesis of tissue
cytokines interleukin (IL) 25, 33, or thymic stromal lymphopoietin (TSLP) in response to pathogen frag-
ments called PAMP (pathogen associated molecular patterns) or endogenous stress factors called DAMP
(danger associated molecular patterns). The aim of this work was a comparison of the ability of bacterial pep-
tide N-formyl-met-leu-phe (fMLP) and endogenous pruritus inducer amino acid β-alanine to stimulate the
expression of tissue cytokines. It was shown by quantitative PCR that fMLP ex vivo stimulated TSLP and
IL-25, while β-alanine also stimulated IL-33 gene expression in murine trachea explants. The level of TSLP
and IL-33 in vivo was estimated by ELISA in lung homogenates 1 and 6 h post intratracheal injection of stim-
ulants. Both β-alanine and fMLP induced the release of IL-33 and TSLP from the intracellular depot. Taken
collectively it was shown that β-alanine and fMLP are the activators of tissue cytokine synthesis.

Keywords: alarmins, tissue cytokines, β-alanine, fMLP, proteases, interleukin 33, thymic stromal lympho-
poietin
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