Влияние холинотропных веществ на  функцию фагоцитарно-моноцитарной системы и содержание провоспалительных цитокинов в крови при сепсисе 

П.Ф. Забродский 
Холинергическая стимуляция существенно снижает летальность белых мышей от сепсиса, вызванного внутрибрюшинным или внутрилегочным введением соответственно E. coli [1, 2,3,4] и Proteus vulgaris [5]. В 1995 году была доказана целесообразность использования холиномиметиков, в том числе, ацетилхолина (АХ) и ингибиторов холинэстеразы,  для экстренной активации неспецифической антимикробной резистентности организма при различных инфекционных процессах  [2]. В последующем в  многочисленных исследованиях [7,10,11,12]  была подтверждена, выявленная нами роль активации холинергической системы  в снижении летальности  животных при сепсисе, вызванном различными инфекционными процессами. 

Увеличение выживаемости животных после холинергической стимуляции, в частности, АХ  [1,2,3], в настоящее время называют в   литературе      «холинергическим противовоспалительным механизмом»  («cholinergic anti-inflammatory pathway») [9,11,13]. Полученные в результате экспериментальных работ данные позволяют полагать, что возбуждение    α7-никотинового холинорецептора (α7nAChR) АХ, в частности, продуцирующим нервными окончаниями n.vagus [7,9,11,12],  приводит к подавлению продукции провоспалительных цитокинов фагоцитарно-моноцитарной системой (ФМС), вызывающей снижение летальности животных при различных инфекционных процессах, приводящих к сепсису [8,9,14,15].  

Существуют основания для предположения, что блокада м-холинорецепторов элементов ФМС (моноцитов, макрофагов, нейтрофилов) при действии АХ может привести к увеличению выживаемости животных в ранней фазе сепсиса по сравнению с эффектом только АХ вследствие снижения продукции клетками ФМС [6,10,11]  провоспалительных цитокинов - фактора некроза опухоли-α  (ФНОα), ИЛ-1β и ИЛ-6 [9,10,11,9,14,15]. 

Целью  исследования являлась оценка влияния АХ и комбинированного действия АХ и атропина на функцию ФМС по летальности мышей от сепсиса, вызванного экспериментальным перитонитом, и содержанию в плазме крови провоспалительных цитокинов ФНОα, ИЛ-1β и ИЛ-6.

Опыты проводили на неинбредных белых мышах обоего пола массой 18-22 г. АХ  хлорид вводили подкожно (общепринятый способ применения АХ [5]) однократно в дозе 20 мг/кг, вызывающей выраженную холинергическую стимуляцию [2] и увеличение выживаемости мышей при экспериментальной инфекции [2]. Через 2 ч (моделирование сепсиса) после введения АХ в дозе 20 мг/кг все клинические проявления холинергической стимуляции у мышей практически исчезают. Доза АХ, составляющая  20 мг/кг, позволяет обеспечить реализацию его эффекта при блокаде м-холинорецепторов атропином сульфатом (АС). При исследовании комбинированного действия АХ и м-холиноблокатора АС для обеспечения преимущественной активации α7nAChR АС применяли подкожно в дозе 10 мг/кг одновременно с АХ.  Через 2 ч у мышей вызывали сепсис внутриперитонеальным введением  2,5·109 суточной культуры микробных тел E. coli [1,14].  Регистрацию летальности мышей  проводили с применением и без применения холинергических средств (АХ, АХ в комбинации с АС) через 10 и 25 ч после моделирования септического процесса. Концентрацию цитокинов ФНОα, ИЛ-1β и ИЛ-6 исследовали в плазме крови выживших мышей через 10 и 25 ч в контроле и после внутриперитонеального введения E.coli (с применением и без применения холинергических средств) методом ферментного иммуносорбентного анализа (ELISA), используя наборы (ELISA Kits) фирмы BioSource Int. Кровь для исследований забирали из хвостовой вены. Полученные данные обрабатывали статистически с использованием t-критерия достоверности Стьюдента. 
При исследовании летальности белых мышей после моделирования сепсиса с применением и без применения холинергических средств  установлено (табл. 1), что АХ,  АХ в комбинации с АС  через 10 ч  после внутриперитонеального введения E. coli приводили к снижению (p<0,05) исследованного показателя  по сравнению с контролем (сепсис) соответственно на 36,7 и 46,6%,  а через 25 ч – на 46,7  и  63,4% (p<0,05). 

Таблица 1
 Влияние ацетилхолина и ацетилхолина в комбинации с атропином на летальность мышей после моделирования сепсиса  (М+m, n = 30)

	Серии опытов
	Срок исследования летальности после введения E. coli, ч

	
	10
	25

	Контроль (сепсис)
	 63,3±8,8
	 86,7±6,1

	АХ + сепсис
	   26,6±8,1*
	   40,0±8,9* 

	АХ + атропин + сепсис
	   16,7±6,8*
	    23,3±7,7*


Примечание: * -p<0,05 по сравнению с контролем.

Полученные  результаты свидетельствуют о снижении летальности мышей при моделировании  сепсиса после применения АХ. Введение АХ в комбинации с АС  уменьшают летальность от сепсиса в большей степени, чем при использовании только АХ. Вероятно, это обусловлено преимущественной активацией ацетилхолином  α7nAChR  ММС в условиях блокады м-холинорецепторов [7].

Концентрация провоспалительных цитокинов в плазме крови мышей  при сепсисе существенно увеличивается (табл. 2) по сравнению с контролем  (интактные животные). Так,  содержание ФНОα, ИЛ1β и ИЛ-6  через 10 ч при сепсисе по сравнению с контролем  повышалась соответственно  в 5,2; 14,5 и 22,4  раза (p<0,05). 

Содержание ФНОα, ИЛ1β и ИЛ-6 в  крови мышей после применения АХ с последующим моделированием сепсиса через 10 ч уменьшалось по сравнению с показателями при сепсисе без применения АХ соответственно в 2,0; 2,3 и 2,4 раза (p<0,05). При этом  концентрации провоспалительных цитокинов достоверно (p<0,05) превышали контрольные показатели. 

Таблица 2
 Влияние ацетилхолина и ацетилхолина в комбинации с атропином на концентрацию провоспалительных цитокинов в плазме крови мышей при сепсисе, пг/мл (М+m) 

	Серии опытов
	ФНОα
	ИЛ1β
	ИЛ-6

	
	10
	25
	10
	25
	10
	25

	Контроль 
	39±6

(7)
	42±4 (7)
	29±3

(7)
	24±3

(7)
	35±4

(7)
	30±4

(7)

	Сепсис 
	203±21a
(7)
	74±9aс
 (4)
	421±42 aс
 (7)
	127±16 aс
 (4)
	784±79 aс
(7)
	347±41 aс
(4)

	АХ+сепсис
	101±10 ab 

(7)
	 51±5 bс
 (7)
	183±18 ab 
(7)
	 59±6 abс
(7)
	326±33 ab
(7)
	175±18 abс
(7)

	АХ+атропин                     

        +

     сепсис
	72±7 abd
(7)
	36±4 bсd
(7)
	126±12abd          

      (7)
	  40±5abсd
(7)
	208±22 abd
(7)
	123±12abсd
(7)


Примечание: 10 и 25 – срок после моделирования сепсиса, ч;  в скобках – число животных в опыте; a -p<0,05 по сравнению с контролем; b -p<0,05 по сравнению с показателем при сепсисе; с -p<0,05 по сравнению с показателем через 10 ч; d -p<0,05 по сравнению с показателем при введении АХ перед моделированием сепсиса.    
Комбинированное применение АХ с АС до моделирования сепсиса приводило через 10 ч после внутрибрюшинного введения E.coli мышам  к снижению концентрации в плазме крови ФНОα, ИЛ1β и ИЛ-6 по сравнению показателями при сепсисе без применения холинергических препаратов соответственно в 2,8; 3,3 и 3,8 раза (p<0,05), а по сравнению с параметрами при сепсисе с использованием АХ – в 1,4; 1,5 и 1,6 раза (p<0,05). При этом  содержание цитокинов достоверно (p<0,05) превышало контрольные уровни. 

Аналогичные, но менее выраженные изменения концентрации в крови провоспалительных цитокинов, зарегистрированы при сепсисе без применения холинергических препаратов, а также при внутрибрюшинном введении  E. coli через 25 ч после их использования. Содержание в крови цитокинов ФНОα, ИЛ1β и ИЛ-6 через 25 ч после моделирования сепсиса  во всех сериях опытов существенно снижалось (p<0,05) по сравнению с концентрацией, зарегистрированной через 10 ч после введении  E. coli. Содержание провоспалительных цитокинов в крови через 25 ч оставалось выше контрольных значений  (p<0,05), за исключением уровня ФНОα, который отличался от контрольного значения незначимо (p>0,05), при воздействии АХ и АХ в комбинации с АС с последующим моделированием сепсиса. 
Установленные изменения содержания провоспалительных цитокинов в крови у мышей свидетельствуют о том,  что АХ, а также АХ в комбинации с АС,  воздействуя на α7nAChR моноцитов, макрофагов и нейтрофилов [8, 9] (возможно, и естественных клеток-киллеров [2]), реализует «холинергический противовоспалительный механизм» [1,2,3,4,5,15], снижая в крови и органах ФМС, включая селезенку, печень и желудочно-кишечный тракт, содержание провоспалительных цитокинов ФНОα, ИЛ1β и ИЛ-6, вызывающих различные патологические реакции, приводящие к летальному исходу при сепсисе (и других инфекционных патологических состояниях) [11,12].  Усиление эффекта АХ при введении его в комбинации с АС свидетельствует о том, что  действие АХ на клетки ФМС усиливается в связи с преимущественным возбуждением их α7-никотиновых ацетилхолиновых рецепторов (α7nAChR) в условиях блокады м-холинорецепторов моноцитов, макрофагов и нейтрофилов.

 Следует отметить, что проведенные исследования в ранней фазе сепсиса характеризуют влияние холинергических препаратов  при моделировании сепсиса не на иммунные реакции, а на антиинфекционную неспецифическую резистентность организма [1,2,3,4]. Продукция ИЛ-6 Th2-лимфоцитами (и клетками Th0-типа) в ответ на введение E. coli  начинается в период формирования иммунного ответа только через 5-7 сут после попадания в организм данного антигена [6]. 

ВЫВОДЫ

 1. Ацетилхолин хлорид (20 мг/кг) при его введении за 2 ч до моделирования сепсиса вызывает существенное снижение летальности мышей от экспериментального инфекционного процесса вследствие снижения в крови концентрации провоспалительных цитокинов ФНОα, ИЛ-1β и ИЛ-6 . 

2. Применение ацетилхолина хлорида (20 мг/кг) в комбинации с атропином сульфатом (10 мг/кг) вызывает усиление выявленных противовоспалительных эффектов ацетилхолина при сепсисе. 
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