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ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на свое название, физиологи-
ческие функции фактора некроза опухолей 
(TNF) не связаны с иммунным контролем за 
опухолями [1, 2]. TNF является цитокином, 
регулирующим множество аспектов разви-
тия и поддержания функционального статуса 
иммунной системы. Исследования на мышах 
продемонстрировали важную роль TNF в за-
щите организма от внутриклеточных патоге-

нов, а также в развитии и поддержании струк-
туры вторичных лимфоидных органов [2, 3]. 
С другой стороны, повышенная продукция 
TNF может лежать в основе патогенеза ост-
рого или хронического воспаления, в т.ч. ас-
социированного с целым рядом заболеваний, 
таких как ревматоидный артрит, болезнь Бех-
терева, болезнь Крона, псориаз [4, 5], а также 
некоторые неоплазии [1]. Считается, что TNF 
может иметь отношение и к развитию рассе-
янного склероза (РС), хотя опубликованные 
данные на этот счет противоречивы. Извест-
но, что для лечения некоторых аутоиммун-
ных заболеваний, в первую очередь, артрита, 
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Фактор некроза опухолей (TNF) – провоспалительный и иммунорегуляторный цито-
кин, играющий важную роль в защите организма от внутриклеточных паразитов, а также 
в структурной организации лимфоидных органов. Сверхпродукция TNF может приводить 
к аутоиммунным заболеваниям, таким, как ревматоидный артрит, болезнь Крона и болезнь 
Бехтерева, причем при терапии всех этих заболеваний эффективны блокаторы TNF. С дру-
гой стороны, хотя повышенная концентрация TNF в больных рассеянным склерозом была 
установлена, клинические испытания блокаторов TNF при этом заболевании закончились 
неудачей. Нами исследованы специфические функции TNF, продуцируемого миелоидны-
ми клетками и лимфоцитами, в патогенезе экспериментального аутоиммунного энцефа-
ломиелита (ЭАЭ) – мышиной модели рассеянного склероза. Используя панель мышей с 
тканеспецифической инактивацией гена TNF, установлено, что TNF из миелоидных кле-
ток ответственен за начальную фазу заболевания, а продуцируемый Т-клетками участвует 
в повреждении ЦНС. Частичная или полная блокировка TNF приводит к существенным 
иммунорегуляторным эффектам на развитие аутореактивных Тh1 и Тh17 клеток. Послед-
нее обстоятельство и может быть причиной неэффективности терапии РС, основанной на 
системной блокировке TNF.
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успешно применяются фармакологические 
блокаторы TNF [4, 5], однако клинические ис-
пытания, по крайней мере, одного блокатора, 
Летанерсепта, при РС провалились [6].

С другой стороны, системная нейтрализа-
ция такого важного иммунорегуляторного 
цитокина как TNF может приводить к серь-
езным побочным эффектам: реактивации ту-
беркулеза, развитию других аутоиммунных 
заболеваний, повышению вероятности раз-
вития лимфом [7]. Кроме того, в недавних 
работах описаны нежелательные эффекты 
терапии на микроархитектуру лимфоидных 
органов и гуморальный иммунный ответ на 
вакцины [8, 9].

В предыдущих работах нашей лаборатории 
была экспериментально обоснована идея о 
том, что конкретные функции TNF могут быть 
опосредованы цитокином, произведенным 
только каким-то определенным типом или ти-
пами клеток [10, 11]. Работы, выполненные на 
панели мышей с генетической инактивацией 
TNF в том или ином клеточном компартменте, 
показали, что некоторые (не все) биологиче-
ские функции TNF действительно обусловле-
ны типом клеток-продуцентов. Так TNF, про-
дуцируемый макрофагами, важен для защиты 
от листериоза. TNF, производимый В-лимфо-
цитами, важен для поддержания гомеостаза 
лимфоидных органов, в частности, для созре-
вания кластеров фолликулярных дендритных 
клеток (ФДС), для синтеза гомеостатических 
хемокинов, ответственных за пространствен-
ную сегрегацию Т- и В-клеточных зон первич-
ных фолликулов, и для качества иммунного 
ответа. С другой стороны, TNF, производи-
мый макрофагами и нейтрофилами, играет 
центральную роль в патогенезе септического 
шока, индуцированного липополисахаридом 
(LPS) [10]. Признанной мышиной моделью РС 
является экспериментальный аутоиммунный 
энцефаломиелит (ЭАЭ), вызываемый имму-
низацией пептидом из миелинового олигоден-
дроцитного гликопротеина (MOG). Именно 
эта экспериментальная методика индукции 
заболевания была применена к панели мы-
шей с тканеспецифической инактивацией 
гена TNF. Отметим, что в литературе имеют-
ся противоречащие друг другу публикации о 
роли TNF в ЭАЭ [12–14].

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

Линии мышей

Используемые линии мышей были описа-
ны ранее [10, 15]. Специфическая делеция 

гена TNF осуществлялась с помощью системы 
loxP-Cre рекомбинации, причем у T-TNF KO 
мышей ген рекомбиназы Cre находился под 
контролем промотора-энхансера CD4 (но при 
этом из-за стадии двойных положительных 
Т-клеток, удаление гена TNF происходило и в 
CD4, и в CD8 клетках), у В-TNF KO мышей – 
под контролем промотора CD19, и у М-TNF 
KO мышей – под контролем промотора ли-
зоцимового гена Mlys. Все линии были на ге-
нетической основе C57BL/6. Для получения 
линии М+T-TNF KO, были скрещены между 
собой T-TNF KO и М-TNF KO, а затем особи, 
содержащие оба трансгена, были отобраны 
генотипированием. В большинстве экспери-
ментов в качестве контролей использовались 
мыши из тех же пометов, но с генотипом мы-
шей дикого типа. 

Индукция экспериментального 
аутоиммунного энцефалита (ЭАЭ) 

и оценка течения заболевания

Мышей иммунизовали подкожно 50 мкг 
пептида из белка MOG (аминокислоты 35–
55) в полном адъюванте Фрейнда. Коклюш-
ный токсин (220 нг/мышь) вводился внут-
ривенно на 0 и 2 день. Тяжесть заболевания 
(в условных единицах от 0 до 6) оценивалась 
по следующим показателям: 0 – нет призна-
ков болезни, 1 – вялый хвост, 2 – наруше-
ние рефлекса переворачивания со спины на 
живот, 3 – частичный паралич задних конеч-
ностей, 4 – полный паралич задних конечно-
стей, 5 – полный паралич задних конечностей 
и частичный паралич передних конечностей, 
6 – животные при смерти.

Анализ клеток из периферических 
лимфоидных органов

Свежевыделенные клетки селезенки 
суспендировались в концентрации 8 × 106 
клеток на мл и рестимулировались пепти-
дом MOG35–55, в конечной концентрации 
40 мкг/мл в течение ночи. Для внутриклеточ-
ного окрашивания цитокинов на последние 
4 часа инкубации добавлялся брефельдин А 
(Sigma, В6542) до концентрации (5 мкг/мл). 

Проточная цитофлуориметрия

Перед окрашиванием Fc рецепторы на клет-
ках блокировали антителом 2.4G2 (10 мкг/мл). 
Анализ иммунофенотипа клеток осуществ-
лялся антителами к соответствующим по-
верхностным антигенам: CD4-biotin, CD4-Cy5 



Функции TNF из различных клеточных источников в модели рассеянного склероза 241

3    РОССИЙСКИЙ  ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ  ЖУРНАЛ, 2012, том 6(15), № 3

(GK1.5), а также цитокинов: IFNγ-FITC 
(AN18.17.24), IL-17 (PE, TC11-18H10). Вторич-
ные реагенты были от BD Biosciences. Измере-
ния проводились на приборе FACSCalibur (BD 
Biosciences).

Статистический анализ

Результаты оценивали по критерию Стью-
дента (р < 0,05 считали статистически зна-
чимым). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Различия в развитии ЭАЭ у мышей 
с частичной генетической блокировкой 

продукции TNF

В первой серии экспериментов заболева-
ние индуцировали у трех линий мышей, с де-
лецией генов TNF, соответственно, в миело-
идных клетках (M-TNF KO), Т-лимфоцитах 
(T-TNF KO) и В-лимфоцитах (B-TNF KO), и 
сравнивали кинетику развития и тяжесть за-
болевания с таковыми для мышей дикого типа 
(рис. 1). Мыши, не способные производить 
TNF миелоидными клетками, демонстрирова-
ли задержку в развитии клинических симпто-
мов паралича (рис. 1А), что свидетельствовало 
о том, что TNF, производимый миелоидными 
клетками участвует в индукции заболевания. 
Удаление TNF в Т-лимфоцитах не влияло на 
время индукции паралича, но существенно 
снижало тяжесть заболевания (рис. 1Б), де-
монстрируя тем самым важную роль TNF, 
производимого Т-клетками, в патогенезе за-
болевания.

Протекание ЭАЭ у B-TNF KO мышей про-
ходило так же, как у контрольных мышей 
(рис. 1В), что свидетельствует о том, что TNF 
из В-клеток не важен для развития данной 
модели заболевания, хотя он важен для под-
держания структуры лимфоидных органов 
[11, 16], также может быть патогенным при 
других болезнях. 

Эти результаты показали, что патогенный 
TNF в ЭАЭ происходит, по крайней мере, 
из двух клеточных источников – миелоид-
ных клеток (макрофагов и нейтрофилов) 
и Т-лимфоцитов. 

Вклад TNF, продуцируемого миелоидными 
и Т-клетками, в патогенез заболевания

В следующей серии экспериментов мы по-
ставили задачу оценить суммарный вклад 
миелоидных клеток и Т-клеток, как проду-
центов патогенного TNF, в развитие ЭАЭ. Для 

этого была получена еще одна линия мышей, 
М,T-TNF KO, в которой делеция гена TNF 
проходила с высокой эффективностью и в 
миелоидных клетках, и в Т-лимфоцитах. Это 
возможно, поскольку трансгенные конструк-
ты, контролирующие экспрессию Сrе реком-
биназы у М-TNF KO и T-TNF KO, разные и 
находятся в разных участках генома. 

Рис. 1. Особенности индукции и протекания ЭАЭ у мы-
шей с тканеспецифической делецией гена TNF. 
ЭАЭ индуцировали в М-TNF КО (А), Т-TNF КО (Б) и 
В-TNF КО (В) мышах и мышах дикого типа. Анализ тя-
жести заболевания оценивали каждый день соглас-
но критериям, описанным в разделе «Материалы и 
методы».
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Развитие заболевания у М,T-TNF KO 
мышей сравнивали с таковым у мышей с 
полной инактивацией TNF (во всех клет-
ках) –TNF KO (рис. 2). Оказалось, что у 
М,T-TNF KO практически воспроизводит-
ся картина развития заболевания в TNF KO 
мышах – оно отличается от мышей дикого 
типа как запаздыванием развития симпто-
мов и снижением тяжести заболевания на 
пике, так и переходом в хроническую форму 
(рис. 2 А, Б). 

Таким образом, мы установили, что TNF, 
продуцируемый суммарно миелоидными 
клетками и Т-лимфоцитами, и составляет ос-
новной «патогенный» TNF для ЭАЭ. При этом, 
эти два типа клеток могут действовать в раз-
ных гистологических компартментах и с раз-
ной кинетикой относительно хода развития 
заболевания. Эти данные хорошо коррелиру-
ют с результатом из рис. 1, указывающим на 
то, что TNF из В-клеток не вносит заметного 
вклада в ЭАЭ.

Системные эффекты блокировки TNF 
и продукция Th1 и Тh17 клеток 

в периферических лимфоидных органах

Терапия аутоиммунных заболеваний бло-
каторами TNF имеет ряд побочных эффектов, 
которые объясняются тем, что физиологиче-
ская активность TNF проявляется в разных 
органах и тканях и необязательно связана 
собственно с заболеванием. Например, лим-
фоидные органы пациентов, проходящих те-
рапию, связанную с хронической блокиров-
кой TNF, имеют те же признаки разрушенной 
микроархитектуры, как и лимфоидные орга-
ны TNF KO мышей, или мышей дикого типа, 
в который вводился фармакологический бло-
катор TNF [8]. 

Допуская, что эффекты полной или ча-
стичной генетической блокировки TNF при 
ЭАЭ, могут проявиться и вне ЦНС, мы про-
анализировали развитие иммунного ответа 
в лимфоидных органов из больных мышей. 
Исходя из того, что Т-хелперные лимфоци-
ты важны для развития ЭАЭ, мы измерили 
как делеция TNF в отдельных видах клеток 
влияет на их содержание в селезенке. Нами 
было обнаружено, что частота и абсолютное 
количество обоих субтипов Т-клеток значи-
тельно повышена в Т-TNF KO и М-TNF KO 
мышах на пике заболевания (день 20-й после 
иммунизации) (рис. 3А, Б). В то же время на 
35-й день после индукции заболевания, по-
вышенное содержание наблюдалось только 
в Т-TNF KO и TNF КО мышах (рис. 3В). По-
добная закономерность была обнаружена 
ранее при лечении экспериментального арт-
рита фармакологической блокировкой TNF 
в мышах [17].

Таким образом, при ЭАЭ блокировка TNF 
приводит как к локальным эффектам в ЦНС, 
так и к системным эффектам, на уровне пери-
ферических лимфоидных органов. 

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе продолжено нача-
тое нашей лабораторией систематическое 
исследование специфических, раздельных 
функций TNF, продуцируемого отдельны-
ми типами клеток. В этом исследовании мы 
интересовались ролью TNF из миелоидных 
клеток и из лимфоцитов, в патогенезе экс-
периментального аутоиммунного энцефало-
миелита (ЭАЭ) – мышиной модели рассеян-
ного склероза. Следует сразу подчеркнуть, 

Рис. 2. Сравнение болезни у мышей с комбинированной 
инактивацией TNF (М,Т-TNF КО) и мышей полностью 
дефицитных по TNF (TNF КО). 
ЭАЭ индуцировали в М,Т-TNF КО (А), TNF КО (Б) мы-
шах и мышах дикого типа. Анализ тяжести заболевания 
оценивали каждый день согласно критериям, описан-
ным в разделе «Материалы и методы».
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что наши генетические данные однозначно 
поддерживают идею о патогенной роли TNF 
в ЭАЭ. Далее, используя панель мышей с 
кондиционной  инактивацией гена TNF, мы 
установили, что TNF из миелоидных клеток 
ответственен за начальную фазу заболева-
ния. TNF, продуцируемый Т-клетками, уча-
ствует в повреждении ЦНС в эффекторной 
стадии развития заболевания. Хотя TNF из 
В-лимфоцитов важен для организации мик-
роструктуры лимфоидных органов и продук-
ции антител [11, 16], он не вносит заметного 
вклада в патогенез ЭАЭ. Тот факт, что один 
и тот же цитокин из различных клеточных 
источников, может действовать по-разному в 
развитии заболевания, может быть объясне-
но либо различной кинетикой его продукции, 
разной реакцией на разные стимулы, разным 
вкладом клеток из конкретных гистологиче-
ских отделов, а также различиями в молеку-
лярной форме TNF. Хотя специфичные для 

разных клеток-продуцентов пост-синтетиче-
ские модификации TNF не установлены, из-
вестно, что Т-лимфоциты производят больше 
мембранно-связанного TNF, чем макрофаги 
или В-клетки. Тем самым, часть биологиче-
ских эффектов TNF, продуцируемого Т-клет-
ками, предполагает специфические контак-
ты Т-клеток с клетками, экспрессирующими 
рецепторы TNF. 

Нами показано, что кроме воздействия на 
клетки ЦНС частичная или полная блокиров-
ка TNF приводит к существенным иммуно-
регуляторным эффектам во вторичных лим-
фоидных органах, т.к. полное удаление гена 
TNF, или удаление его в миелоидных клет-
ках и – особенно – в Т-клетках, приводит 
к значительному увеличению аутореактив-
ных Тh1 и Тh17 клеток. Одним из молеку-
лярных медиаторов этого процесса является 
IL-6 [18]. Эти обстоятельства и могут объяс-
нять неэффективность терапии РС, основан-

Рис. 3. Развитие хелперов Th1 и Th17 типа в лимфоидных органах мышей с полной или частичной инактивацией 
TNF. 
А. Типичные точечные диаграммы CD4+ Т-клеток селезенки, производящих IFNγ (Th1) и IL-17 (Th17) на 20-й день 
после иммунизации в Т-TNF КО, М- TNF КО, TNF КО мышах и в мышах дикого типа. Количество Th1 (CD4+IFNγ+) 
и Th17 (CD4+IL-17+) в селезенке на 20-й (Б) и 35-й день (В) после индукции заболевания в Т-TNF КО, М- TNF КО, 
TNF КО и в мышах дикого типа.
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ной на системной блокировке TNF. Наши 
результаты позволяют предположить, что 
фармакологическая блокировка TNF только 
на «главных» типах клеток, вносящих вклад в 
патогенез конкретного аутоиммунного забо-
левания, может иметь преимущества перед 
существующими схемами анти-цитокиновой 
терапии. 
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Tumor Necrosis Factor (TNF) is an important proinflammatory and immunomodulatory 
cytokine which plays critical role in host defense against intracellular bacterial infections 
and in the maintenance of lymphoid tissues microstructure. TNF overexpression may lead to 
autoimmune diseases, such as rheumatoid arthritis, Crohn’s disease, ankylosing spondilitis, 
and some others, and in such cases TNF blockers are effective therapeutics. On the other hand, 
although increased concentrations of TNF in multiple sclerosis (MS) were observed, clinical 
trials with TNF blockers have failed in this disease. We have analyzed the specific functions of 
TNF produced by myeloid cells and by lymphocytes in experimental autoimmune 
encephalomyelitis – a mouse model of MS. Using a panel of mice with tissue-specific inactivation 
of TNF gene, we found that TNF from myeloid cells is responsible for the initial phase of the 
disease, while TNF produced by T cells contributes to CNS damage. Partial or complete TNF 
inactivation has immunoregulatory effects on the development of autoreactive Th1 and Th17 
subsets. This may be the reason for inefficiency of the MS therapies based on systemic TNF 
blockade.


