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В предварительных опытах на мышах С57BL/6 наблюдалось уменьшение размеров опу-
холи карциномы Льюиса, количества метастаз и активности матричных металлопротеиназ 
(MMP2/9) после освещения проекции тимуса мышей фемтосекундным перестраиваемым 
лазером в ближней ультрафиолетовой и синей области спектра. Для выяснения механизма 
воздействия лазера на иммунную систему нами изучался уровень цитокинов в крови, коже 
и тимусе облученных мышей с акцентом на цитокины и хемокины, определяющие рост, 
пролиферацию и дифференцировку клеток крови, участвующих в воспалительных, защит-
ных иммунных процессах. 

В эксперименте исследовались группы мышей С57BL/6 по три особи в каждой. За два 
дня до эксперимента волосы на грудной клетке животных удаляли, используя специаль-
ный крем фирмы Veet. В день эксперимента мышей анестезировали внутрибрюшинными 
инъекциями кетамина и ксилазина и облучали лазером. Через 6 или 24 ч мыши умерщвля-
лись. Облученный участок кожи в области грудной клетки, вилочковая железа и кровь 
отбирались для анализа. Образцы кожи и тиму са растирали с помощью гомогенизатора в 
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тимуса на уровень цитокинов в тканях мышей
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Исследовано действие фемтосекундного перестраиваемого лазера низкой интенсивности на 
уровень цитокинов в крови, коже и тимусе облученных мышей с акцентом на цитокины и хе-
мокины, определяющие рост, пролиферацию и дифференцировку клеток крови. Показано, что 
при высокой плотности мощности излучения (20 мВт/см2) содержание IL-3, IL-5, эотаксина, 
G-CSF, GM-CSF и KC значительно увеличивается в  вилочковой железе. Сделано предположе-
ние, что это связано с реорганизацией процессов созревания клеток в железе после лазерного 
облучения. 
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1,5 мл простой среды EMEM (Eagle's minimal essential medium). Осветленный супернатант 
образцов разливали на аликвоты и хранили при —80 °С.

Концентрацию различных цитокинов или хемокинов в осветленных супернатантах из-
меряли с помощью BioPlex-анализа (BioPlex Pro Mouse Cytokine 23-plex assay). Анализ 
проводили в соответствии с инструкциями производителя, интен сивность флуоресценции 
определяли с помощью системы Bio-Plex-200 (“Bio-Rad”, США). Данные анализировали с 
помощью программного обеспечения Bio-Plex.

В работе использовали фемтосекундный импульсный, перестраиваемый по частоте ла-
зер ( “Coherent”, США). Тип лазера — Chameleon Ultra II, Second Harmonic Generator. Па-
раметры лазерного излучения в эксперименте: длина волны излуче ния — 384 нм; ширина 
полосы излучения — 2 нм; плотность мощности на единицу площади — 10 и 20 мВт/см2; 
длительность импульса — 140 фс; частота следования импульсов — 80 МГц; диаметр ла-
зерного пятна на поверхности тела животного — 1 см; время облучения — 10 мин (од-
нократно).

Статистическую обработку данных проводили по Стьюденту. Значения Р < 0,05 счи-
тали достоверными.

Исследовались цитокины и хемокины, которые контролируют созревание, пролифера-
цию, дифференцировку и активацию клеток иммунной системы. Некоторые из них участ-
вуют в воспалительных реакциях, но это не является их основной функцией. Ожидалось 
изменение количества этих факторов в тимусе и крови при воздействии лазера.

Интерлейкин-3 (IL-3) секретируется базофилами и активированными Т-клет ками для 
поддержания роста и дифференцировки Т-клеток из костного мозга. Он стимулирует диф-
ференцировку мультипотентных кроветворных стволовых клеток в миелоидные клетки-
предшественники или, с участием IL-7, в лимфоидные клет ки-предшественники. Кроме 
того, IL-3 стимулирует пролиферацию всех клеток миелоидного происхождения (грануло-
циты, моноциты, дендритные клетки) в сочетании с другими цитокинами, такими как эри-
тропоэтин, гранулоцитарно-макро фа гальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF), 
IL-6. Функция IL-3 сходна с GM-CSF [1].

После лазерного облучения высокой плотностью мощности излучения (20 мВт/см2) 
не наблюдалось никаких изменений в количестве этого цитокина в коже и крови, но в тиму-
се через 24 ч отмечалось его 6-кратное повышение (рис. 1).

IL-5 продуцируется как кроветворными, так и не кроветворными клетками, включая 
Т-клетки, гранулоциты, тучные клетки и Т-клетки-хелперы. После связывания с рецепто-
ром IL-5 оказывает плейотропное действие на различные клетки-мишени, в том числе на 
В-клетки (стимулирует их рост и увеличивает секрецию иммуноглобулина) и базофилы. 
IL-5 также является ключевым посредником в активации эозинофилов. Действие IL-5 на 
пролиферацию и дифференцировку опосредуется рецепторами, которые содержат специ-
фичные для IL-5 α- и общие β-субъединицы. Сигналы IL-5 трансдуцируются через сиг-
нальные пути JAK-STAT, Btk, Ras/Raf-ERK и обеспечивают выживание и функциониро-
вание В-клеток и эозинофилов. Сверхэкспрессия IL-5 in vivo значительно увеличивает ко-
личество эозинофилов и В-клеток [2].

При воздействии высокой плотности мощности излучения лазерного облучения имело 
место небольшое повышение экспрессии IL-5 в коже и в вилочковой железе (см. рис. 1).

IL-9 — цитокин, продуцируемый Т-клетками, и в частности, CD4+-клетками-хелпе ра-
ми, который действует как регулятор разнообразных гемопоэтических клеток. IL-9 был 
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Рис. 1. Уровень цитокинов в крови, коже и тимусе мышей через 6 и 24 ч после лазерного облучения. 
Р1 — плотность мощности излучения 10 мВт/см2, Р2 — 20 мВт/см2
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идентифицирован у мышей в качестве фактора роста Т-клеток и является членом общего 
семейства цитокинов с γ-цепь-рецепторами, включающего IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 и IL-21.
Этот цитокин стимулирует пролиферацию клеток и предотвращает апоптоз. Показано так-
же, что IL-9 ингибирует рост меланомы у мышей. IL-9 вызывает новый интерес ввиду его 
экспрессии множеством Т-хелперов, включая клетки Th2, Th9, Th17 и Treg. IL-9-ин ду-
цированная активация рецептора способствует перекрестному фосфорилированию JAK1 
и JAK3, приводящему к активации STAT-комплексов, в частности гомодимеров STAT1, 
STAT5 и гетеродимеров STAT1—STAT3 [3].

Никаких существенных изменений в количестве IL-9 во всех исследуемых тканях после 
лазерного облучения не наблюдалось (см. рис. 1).

Эотаксин (CCL11), также известный как эозинофил-хемотаксический фактор, пред-
ставляет собой небольшой белок, принадлежащий к семейству CC-хемокинов. CCL11 се-
лективно мобилизует эозинофилы, индуцируя их хемотаксис, и участвует в механизмах ал-
лер гических реакций. Эффекты CCL11 опосредованы его связы ванием с G-бело ксо дер жа-
щими рецепторами — CCR2, CCR3 и CCR5 [4].

Высокая плотность мощности излучения вызвала через 6 ч значительное увеличение 
ко личества эотаксина в коже и тимусе мышей (см. рис. 1).

Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (G-CSF) представляет собой гли-
копротеин, который стимулирует продукцию костным мозгом гранулоцитов, стволовых 
клеток и высвобождение их в кровоток. Этот гликопротеин также стимулирует выживание, 
пролиферацию, дифференцировку и функционирование предшественников и зрелых ней-
трофилов. G-CSF образуется в эндотелии, макрофагах и в ряде других иммунных клеток. 
Его рецептор присутствует на клетках-предшественниках в костном мозге и в ответ на сти-
муляцию фактором инициирует их пролиферацию и дифференцировку в зрелые грануло-
циты. G-CSF регулирует их с помощью путей передачи сигнала JAK/STAT, Ras/МАРК и 
PI3K/Akt. G-CSF также является мощным индуктором мобилизации гемопоэтических 
стволовых клеток из костного мозга в кровь [5].

Можно отметить увеличение количества цитокина в коже через 6 ч и в тимусе — через 24 
ч после лазерной экспозиции (см. рис. 1).

Гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF) — моно-
мерный гликопротеин, секретируемый макрофагами, Т-клетками, тучными клет ками, NK-
клетками, эндотелиоцитами и фибробластами. GM-CSF представляет собой фактор роста 
белых клеток крови, стимулирующий стволовые клетки к производству гранулоцитов (ней-
трофилы, эозинофилы и базофилы) и моноцитов. Мо ноциты мигрируют в ткани, где они 
созревают в макрофаги и дендритные клетки. Это часть иммунного/воспалительного каска-
да, с помощью которого активация небольшого количества макрофагов приводит к увеличе-
нию их численности — важный процесс в борьбе с инфекцией. GM-CSF трансдуцирует свой 
сигнал через STAT5. GM-CSF также играет роль в эмбриональном развитии, функциони-
руя в качестве эмбриокина, производимого репродуктивным трактом [6].

Характер экспрессии GM-CSF после облучения лазером был сходным с G-CSF, но ам-
плитуда увеличения его количества была значительно больше (см. рис. 1).

KC (CXCL1), принадлежащий к семейству хемокинов СХС, известный еще как GRO1-он-
коген, нейтрофилактивирующий белок 3 (NAP-3) и стимулятор роста меланомы (MSGA-α). 
CXCL1 секретируется клетками меланомы человека, обладает митогенными свойствами и 
участвует в патогенезе меланомы. Он экспрессируется макрофагами, нейтрофилами и эпи-



100 ISSN 1025-6415. Dopov. Nac. acad. nauk Ukr. 2016. № 12

телиальными клетками и является хемоаттрактантом нейтрофилов. CXCL1 участвует в 
процессах ангиогенеза, воспаления, заживления ран и онкогенеза. Этот хемокин оказывает 
свои эффекты путем передачи сигналов через рецептор CXCR2 [7].

Содержание KC заметно повышалось в тимусе через 24 ч после облучения лазером при 
плотности мощности излучения 20 мВт/см2 (см. рис. 1).

Хемокин RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted) (CCL5) 
представляет собой небольшой белок (8 кДа), который у человека кодируется геном CCL5. 
Этот белок хемотактичен для Т-клеток, эозинофилов и базофилов, и играет активную роль 
в мобилизации лейкоцитов в места воспаления. С помощью определенных цитокинов (IL-2 
и IFN-γ), которые секретируются Т-клетками, CCL5 индуцирует пролиферацию и активацию 
определенных NK-клеток с образованием клеток CHAK (CC-сhemokine-activated killer). 
Впоследствии было установлено, что он экспрессируется при множестве заболеваний чело-
века. Экспрессия RANTES регулируется в Т-лимфоцитах KLF13 (Kruppel like factor 13). 
RANTES, вместе с соответствующими хемокинами MIP-1α и MIP-1β, был идентифициро-
ван как природный ВИЧ-подавляющий фактор, который секретируется активированными 
CD8+-Т-клетками и другими иммунными клетами. CCL5 взаимодействует с рецепторами 
CCR3, CCR5 и CCR1, а также активирует G-белоксвязанный рецептор GPR75 [8].

После воздействия лазерного излучения высокий уровень экспрессии RANTES наб-
людался в тимусе, но каких-либо изменений в содержании хемокина не выявлено.

Следует отметить, что при плотности мощности излучения 20 мВт/см2 содержание 
боль шинства исследованных цитокинов значительно увеличивалось в вилочковой железе. 
Возможно, это связано с реорганизацией биохимических процессов в тимусе после лазерно-
го облучения. Это подтверждается значительным увеличением количества IL-3, IL-5, эотак-
сина, G-CSF, GM-CSF и KC в тимусе — факторов, которые могут оказать влияние на диф-
ференциацию и пролиферацию клеток в железе.

Таким образом, лазерное облучение проекции тимуса при плотности мощности излу-
чения 20 мВт/см2 определенно вызывает значительные изменения статуса цитокинов в 
тимусе.
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ВПЛИВ ОПРОМІНЕННЯ ЛАЗЕРОМ ПРОЕКЦІЇ ТИМУСА 
НА РІВЕНЬ ЦИТОКІНІВ У ТКАНИНАХ МИШЕЙ

Досліджено дію фемтосекундного багатоканального лазера низької інтенсивності на рівень цитокінів у кро-
ві, шкірі і тимусі опромінених мишей з акцентом на цитокіни і хемокіни, що визначають ріст, проліферацію 
і диференціювання клітин крові. Показано, що висока щільність потужності випромінювання (20 мВт/см2) 
призводить до значного збільшення вмісту IL-3, IL-5, еотаксину, G-CSF, GM-CSF і KC у вилочковій залозі. 
Висловлено припущення, що це пов'язано з реорганізацією процесів визрівання клітин у залозі після лазерного 
опромінення.
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EFFECT OF LASER IRRADIATION OF THE THYMUS 
PROJECTION ON THE LEVEL OF CYTOKINES IN MICE TISSUES

The low-intensity femtosecond multichannel laser action upon the levels of cytokines in blood, skin, and thymus of 
irradiated mice with emphasis on cytokines and chemokines that determine the growth, proliferation, and diffe-
rentiation of blood cells is studied. At a high-intensity irradiation (20 mW/cm2), the content of IL-3, IL-5, Eotaxin, 
G-CSF, GM-CSF, and KC significantly increases in thymus. It is assumed that this is due to the cell matura tion 
reorganization in gland after the laser irradiation.

Keywords: low-intensity femtosecond multichannel laser, thymus, cytokines, chemokines.


