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Цель исследования: выявить изменения метаболизма триптофана и цитокинов в ткани синовиальной 
оболочки сустава при ревматоидном артрите.

Материалы и методы исследования. Опыты были проведено на 40 крысах линии WISTAR. В начале 
исследования каждому животному экспериментальных групп была выполнена внутрибрюшинная 
инъекция раствора коллагена 2 типа (Chondrex, Inc., США) в неполном адъюванте Фрейнда. 
В тканях синовиальной оболочки коленного сустава определяли содержание триптофана, 
кинуренина, 3-гидроксикинуринина, L-5-гидротриптофана методом ВЭЖХ с флуориметрической и 
спектрофотометрической детекцией, и концентрацию цитокинов: IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18, TNFa. 
Их определяли с помощью наборов для мультиплексного анализа Rat Inflammation Panel V02 (Biolegend, 
США) на проточном цитофлуориметре Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США). Статистический 
анализ проводили с помощью программы Jamovi версия 2.3. 

Результаты. Было установлено, что концентрация цитокинов: IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18 и TNFa была 
высокой в острый период развития ревматоидного артрита. При экспериментальном ревматоидном 
артрите повышается содержание метаболитов триптофана по кинурениновому пути и снижается 
концентрация метаболитов по серотониновому пути. Установлены прямые корреляционные связи 
IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18 и TNFa с содержанием метаболитов триптофана по кинурениновому и 
серотониновому пути.

Выводы. При ревмотоидном артрите изменяется метаболизм триптофана и содержание IL1b, IL6, 
IL10, IL17, IL18, TNFa.
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The aim of the research. To identify changes in tryptophan and cytokine metabolism in synovial joint tissue 
in rheumatoid arthritis. 

Research materials and methods. The experiments were performed on 40 WISTAR rats. At the beginning 
of the study, each animal of the experimental groups received an intraperitoneal injection of collagen type 
2 solution (Chondrex, Inc., USA) in Freund's incomplete adjuvant. The content of tryptophan, kynurenine, 
3-hydroxykinurinine, L-5-hydrotryptophan by HPLC with fluorimetric and spectrophotometric detection, and 
the concentration of cytokines: IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18, TNFa were determined in the tissues of the synovial 
membrane of the knee joint. They were determined using Rat Inflammation Panel V02 multiplex assay kits 
(Biolegend, USA) on a Cytomics FC500 flow cytofluorimeter (Beckman Coulter, USA). Statistical analysis was 
performed using the Jamovi program version 2.3.

Results. The concentration of cytokines: IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18, TNFa was found to be high during the 
acute development of rheumatoid arthritis. With experimental rheumatoid arthritis, the content of tryptophan 

ЭНИ Забайкальский медицинский вестник, № 3/2024

77



metabolites along the kynurenine pathway increases and the concentration of metabolites along the serotonin 
pathway decreases. Direct positive correlations of IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18, TNFa with the content of 
tryptophan metabolites along the kynurenine pathway have been established.

Conclusions. Tryptophan metabolism and IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18, and TNFa content are altered in 
rheumotoid arthritis.

Keywords: rheumatoid arthritis, tryptophan metabolites, cytokines

Ревматоидный артрит (РА) – системное аутоиммунное заболевание, включает в себя воспаление как 
синовиальной оболочки, так и соединительной ткани суставов. Причина заболевания неизвестна, хотя 
важную роль могут играть определенные факторы, такие как генетика, эпигенетика, наличие антител к 
цитруллинированному белку (ACPA) и ревматоидного фактора (РФ), микробиом и иммунная система. 
Хотя лечение противоревматическими препаратами контролирует воспаление и уменьшает разрушение 
костей, общие показатели ремиссии РА по-прежнему остаются на низком уровне. Поэтому выяснение 
патогенеза РА крайне необходимо [1].

Воспаление, возникающее у пациентов с РА, обусловлено клеточно-опосредованным иммунным 
ответом. Это заболевание характеризуется наличием провоспалительной среды за счет таких цитокинов, 
как фактор некроза опухоли TNF-α и интерлейкин IL-6, а также снижением количества регуляторных 
Т-клеток (Tregs) [2]. Цитокины, влияющие на Т- и В-лимфоциты, играют ключевую роль, усиливая 
иммунный ответ на собственные ткани [3]. Дисбаланс между клетками Th17 и Treg, преждевременное 
старение Т-лимфоцитов и чрезмерная выработка антител плазмоцитами не только усугубляют 
воспаление, но и ускоряют разрушение костей [4]. 

Ревматоидная синовиальная оболочка содержит большое количество CD4+ Т-клеток, что указывает 
на патогенную роль Т-лимфоцитов при этом заболевании. В-клетки также участвуют в патогенезе 
заболевания путем повышенного синтеза аутоантител к коллагену, излишнего стимулирования 
Т-клеточного звена иммунной системы посредством экспрессии костимулирующих молекул, 
повышенной выработкой в большей степени провоспалительных цитокинов [5].

Производные триптофана проявляют иммуномодулирующие свойства, которые могут как усугублять, 
так и облегчать воспаление при РА [6]. Так, при воспалительном артрите и связанных с ним заболеваниях 
кинуренин защищает от развития заболевания, а ингибирование или удаление индоламин-2,3-
диоксигеназы увеличивает его тяжесть. Данные по участию метаболитов триптофана в развитии РА 
являются довольно противоречивыми [7].

Цель исследования. 
Целью настоящего исследования явилось выявление изменений метаболизма триптофана и цитокинов 

в ткани синовиальной оболочки сустава при ревматоидном артрите.
Материалы и методы исследования.
Исследование было проведено на 40 крысах линии WISTAR, средний возраст особей – 18–20 

недель, вес – 200–300 г. В ходе эксперимента они были разделены на 4 группы (по 10 животных), три 
из которых экспериментальные, четвертая – контроль. В начале исследования каждому животному 
экспериментальных групп была выполнена внутрибрюшинная инъекция раствора коллагена 2 типа 
(Chondrex, Inc., США) в неполном адъюванте Фрейнда [8].

Эксперимент проводился в соответствии с национальными рекомендациями для ухода и использования 
лабораторных животных и ухода за ними, одобренными Комитетом по этике животных. Эксперимент 
проводили на минимальном количестве животных в соответствии с требованиями «Международных 
рекомендаций по проведению биомедицинских исследований с использованием животных», принятыми 
Международным Советом Медицинских Научных Обществ (CIJVS) в 1985 г. По окончании эксперимента 
животных забивали передозировкой фторотанового наркоза. Протокол локального этического комитета 
№124 от 10.11. 2022 г.

Выведение животных из эксперимента осуществляли на 7, 14, 21 дни, далее осуществляли забор 
материала (суставы с околосуставными тканями) на морфологическое и иммуногистохимическое 
исследование. Оценку содержания метаболитов триптофана у животных, выведенных из эксперимента, 
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выполняли путем забора синовиальной сумки коленных суставов, после чего полученный материал 
взвешивали и пропорционально весу добавляли фосфатный буферный раствор. Затем осуществляли 
гомогенизацию при помощи гомогенизатора QIAGEN TISSUELYSER LT. В тканях определяли  
содержание триптофана (TRP), кинуренина (KYN), 3- гидроксикинуринина (3НKYN), L-5-
гидротриптофана (5HTrp) методом ВЭЖХ с флуориметрической и спектрофотометрической  
детекцией. 

Концентрацию интерлейкинов IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18, фактора некроза опухоли – TNFa определяли 
в гомогенате тканей синовиальной сумки коленных суставов, используя наборы для мультиплексного 
анализа Rat Inflammation Panel V02 (Biolegend, США) с помощью проточного цитофлуориметра  
Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США).

Статистический анализ проводили с помощью программы Jamovi версия 2.3. Перед началом анализа 
вариационные ряды тестировались на нормальность, при помощи критерия Шапиро–Уилка. Учитывая 
распределение признаков, отличное от нормального, полученные данные представлены в виде медианы, 
межквартильным интервалом (25-го; 75-го перцентилей). Сравнение количественных признаков 
выполняли с применением критерия Краскела–Уоллиса (H). При наличии статистически значимых 
различий с учетом поправки Бонферрони проводилось по парное сравнение с помощью критерия 
Двасса–Стила–Кричлоу–Флигнера. Корреляционная зависимость определялась с использованием 
ранговой корреляции Спирмена. Во всех случаях различия считали статистически значимыми при  
р <0,05.

Результаты исследования и обсуждение.
На первом этапе мы решили оценить при экспериментальном РА изменения в работе клеток, 

участвующих в иммунных реакциях по уровню наиболее известных цитокинов (табл. 1).
Таблица 1. 

Концентрация цитокинов при экспериментальном ревматоидном артрите в гомогенате тканей 
синовиальной оболочки сустава

Показатель Интактная группа
Индуцированный ревматоидный артрит

7 сутки 14 сутки 21 сутки
1 2 3 4

IL10 пг/мл 37,2
(32, 2; 41,8)

500,3
(402,4; 555,7)*

135,5
(114,6; 156,7)

36,5
(31,8;42,7)**

TNFa пг/мл 11,4
(8,9; 14,1)

93,2
(85,7; 99,4)*

12,6
(8,9; 15,8)

13,1
(11,2; 16,2)**

IL18 пг/мл 93,5
(87,3; 99,6)

140
(134,3; 147,6)*

102
(96,7; 108,1)

52,8
(48,3; 57,1)**

IL1b пг/мл 23,9
(20,3; 26,7)

114,4
(109,8; 119,6)*

65,5
(61,3; 70,5)

23,8
(20,9; 27,1)**

IL6 пг/мл 185,6
(179,1; 192,7)

622,9
(610,4;636,8)*

250,8
(242,4; 259,6)

222,1
(213,2; 232,4)**

IL17A пг/мл 36,1
(31,7; 42,9)

52,8
(45,6; 60,2) *

46,6
(38,8; 52,4)

42,7
(35,9; 49,1) **

Примечание: * р < 0,05 между 1 и 2 группами.
 ** р < 0,05. между 2 и 4 группами

Было установлено, что содержание IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18 и TNFa резко возрастает к 7 суткам 
экспериментального РА (острый период). Наибольшее увеличение наблюдалось в остром периоде у 
противовоспалительного цитокина IL10 в 13,5 раз. К 21 суткам содержание молекул IL1b, IL6, IL10, 
IL17, IL18, TNFa снижается.

РА связан как с местными, так и с системными воспалительными процессами за счет аберрантной 
регуляции воспалительных путей и дисбаланса нескольких медиаторов воспаления. Несмотря на то, что 
некоторые цитокины обладают двоякой функцией во многих иммунных реакциях чаще TNF-α, IL-6, IL-
17, IL-18 и IL-1b усиливают воспаление и рекрутирование лейкоцитов, в то время как контррегуляторные 
цитокины IL-4 и IL-10 уменьшают воспаление. Нарушение регуляции и дисбаланс этих систем является 
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механизмом аутоиммунной дисфункции, наблюдаемой при РА. Активированные макрофаги в тканях 
суставов больных РА секретируют различные провоспалительные цитокины. Так, TNF-α активирует 
фибробласты, а IL-1B вызывает их пролиферацию. Эта цепочка реакций впоследствии активирует 
ядерный фактор транскрипции-kB (NF-kB), который является одним из основных воспалительных 
путей, наблюдаемых при РА. В этом пути рецептор-активатор лиганда ядерного фактора каппа-B 
(RANKL), который посредством повышенной активности остеокластов участвует в регенерации и 
ремоделировании кости, одновременно запускается и продуцирует высокие уровни IL-1b, TNF-α и IL-6 
[9]. Повышенная экспрессия NK-kB также приводит к увеличению уровня металлопротеиназ (ММП), 
особенно ММП-2 и ММП-9, которые являются ферментами, ответственными за разрушение хряща 
в синовиальной жидкости пациентов с РА. Кроме того, IL-18 обнаруживается в относительно более 
высоких концентрациях в синовиальных тканях пациентов с РА, что также посредством активации NF-
κB индуцирует выработку IFN-γ Т-клетками и естественными клетками-киллерами в синовиальных 
тканях. Экспрессия IL-17 и IL-6 в сыворотке коррелируют с клинической активностью заболевания РА. 
Таким образом, цитокиновые процессы, ответственные за прогрессирование заболевания и воспаление 
при РА, включают сложные механизмы обратной связи, главным образом, между интерлейкинами IL-1b, 
IL-6, IL-17, IL-18 и TNF-α [10]. IL-10 ингибирует как созревание, так и дифференцировку остеокластов. 
Высокий уровень IL-10 ингибирует активность провоспалительных цитокинов и также снижает 
экспрессию IL-6 и TNF-α [11]. 

С патогенезом РА связано большое количество разнообразных клеточных реакций, которые включают 
активацию воспалительных клеток, экспрессию различных цитокинов, локальных факторов роста и 
локальный ангиогенез. Предполагается, что стойкое воспаление при РА обусловлено взаимодействием 
Т-клеток, макрофагов и фибробластов. Нарушение аутотолерантности и активация антигенспецифичных 
Т-клеток антигенпрезентирующими клетками, особенно дендритными, является решающим этапом 
в развитии аутоиммунных заболеваний [12, 13]. Воспаленные суставы характеризуются тяжелым 
синовиитом и эрозией прилегающих хрящей и костей. Одной из причин повреждения тканей является 
обилие провоспалительных цитокинов, секретируемых нейтрофилами [5, 14]. Повышенные уровни 
провоспалительных цитокинов, таких как фактор некроза TNF-α и IL-6, в сыворотке и суставах 
вызывают чрезмерное разрушение костей [15]. 

В следующей серии экспериментов мы изучили изменения в обмене аминокислоты триптофана при 
экспериментальном РА. Нами установлено, что при экспериментальном РА повышается содержание 
метаболитов триптофана по кинурениновому пути – KYN и 3НKYN, в то же время снижается 
концентрация метаболитов по серотониновому пути – 5HTrp (табл. 2).

Таблица 2. 
Концентрация метаболитов триптофана в гомогенатах синовиальной оболочки суставов при 

экспериментальном ревматоидном артрите

Метаболит Интактная группа
Индуцированный ревматоидный артрит

7 сутки 14 сутки 21 сутки
1 2 3 4

TRP, μmol/l 1,09
(1,01; 1,19)

1,02
(0,82; 1,04) 

1,1
(0,97; 1,14)

1,21
(1,14; 1,35)

KYN, μmol/l 0,034
(0,011; 0,044)

0,067
(0,0666; 0,076) *

0,074
 (0,0726; 0,079)

0,087
(0,0762; 0,0882) **

3НKYN, μmol/l 15,7
(15,5; 18,3)

15,9
(14,4; 17,0)

15,7
(12.3; 19.1)

18,9
(17.5; 20.3) **

5HTrp,μmol/l 11,8
(11,3; 12.5)

3,30
(2,80; 3,89) *

3,76
(3,60; 5,72)

4,42
(4,24; 6,88)**

Примечание: * р < 0,05 между 1 и 2 группами.
 ** р < 0,05. между 1 и 4 группами

Начальная стадия заболевания РА связана с изменениями иммунной системы с последующей 
выработкой аутоантител, нацеленных на различные молекулы, включая модифицированные собственные 
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эпитопы. На следующих стадиях заболевания как дендритные клетки, макрофаги и нейтрофилы, так и В- 
и Т-лимфоциты вносят вклад в усиление хронического воспалительного состояния. Фундаментальной 
аномалией при РА является неадекватный рост иммунных и стромальных клеток, что предъявляет 
высокие метаболические требования для выработки энергии и биосинтетических предшественников. 
Одним из наиболее важных путей получения энергии является метаболизм Trp до ацетилКоА и 
синтез из него НАД+ и НАДФ+. Накапливающиеся данные свидетельствуют о важной связи между 
РА и метаболизмом аминокислот, в частности Trp. Trp, редкая незаменимая аминокислота, является 
предшественником синтеза белка и образования многих молекул, участвующих в фундаментальных 
биологических процессах. Большая часть Trp метаболизируется по кинурениновому пути, а оставшаяся 
превращается в серотонин и мелатонин по серотониновому пути. В настоящее время установлено, что 
кинурениновый путь является важным регулятором функции иммунной системы [16].

Trp вступает в серотониновый путь, когда фермент триптофангидроксилаза превращает эту 
незаменимую аминокислоту в 5HTrp, который затем последовательно превращается в серотонин, 
мелатонин и другие метаболиты. Помимо активности в качестве нейромедиатора (серотонин) 
или гормона/хронобиотика (мелатонин), метаболиты Trp, вырабатываемые по серотониновому 
пути, обладают противовоспалительным и антиоксидантным действием посредством множества 
биохимических механизмов. Таким образом, снижение их концентрации приводит к усилению 
воспаления при РА. Возможно, угнетение серотонинового пути объяснят серьезные депрессивные 
расстройства, встречающиеся у пациентов с РА [17]. 

Нами выявлены значимые положительные связи IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18 и TNFa с KYN (r 
= 0.44-0,79, при этом p < 0,05) и отрицательные с 5HTrp (r = 0,41–0,68, при этом p < 0,05). Прямые  
положительные корреляции IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18 и содержание метаболитов триптофана по 
кинурениновому пути свидетельствует о важной роли обмена Trp в патологических процессах при РА. 
Это подтверждает и ряд исследований, проведенных в последние годы. В частности, ингибиторы TNF 
могут повышать уровень триптофана и уменьшать тяжесть течения РА [18].

Выводы:
1. При экспериментальном РА содержание цитокинов: IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18 и TNFa резко 

возрастает к 7 суткам экспериментального РА, а затем к 21 суткам происходит резкое снижение их 
концентрации. 

2. При экспериментальном РА повышается содержание метаболитов триптофана – KYN, 3НKYN и 
снижается концентрация 5HTrp. 

3. Имеются выраженные корреляционные связи между содержанием IL1b, IL6, IL10, IL17, IL18, TNFa 
с KYN и 5HTrp.

Однако следует отметить, что роль метаболитов Trp в иммунном ответе при РА все еще остается 
предметом изучения и требует дальнейших исследований для полного понимания его влияния на 
различные типы иммунокомпетентных клеток.
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