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Эндотоксиновая толерантность (ЭТ) представляет собой изменение иммунного ответа при многократной
стимуляции организма, ткани или клетки липополисахаридом (ЛПС). Характеристиками ЭТ служат сниже"
ние индукции провоспалительных медиаторов (TNFα, IL6 и др.) и усиление индукции противовоспали"
тельных маркеров (IL10, TGFβ). ЭТ в целом является защитным механизмом, однако может приводить к де"
фициту врожденного иммунного ответа и иметь отрицательные для организма последствия. Актуальной за"
дачей является выявление механизмов регуляции уровня воспалительного ответа при эндотоксиновой то"
лерантности. В работе исследовано изменение экспрессии циклооксигеназы 2 (COX2) в модели эндотокси"
новой толерантности на астроцитах и проанализирована возможность регуляции экспрессии этого фермен"
та с помощью агонистов ядерных рецепторов группы PPAR. Результаты показывают, что 1) в астроцитах
развивается эндотоксиновая толерантность, что приводит к понижению при вторичной стимуляции
экспрессии мРНК TNFα и COX2; 2) толерантность проявляется на уровне высвобождения TNFα и синтеза
белка COX2; 3) агонисты разных подтипов PPAR – GW7647, L"165041, росиглитазон – могут регулировать
экспрессию COX2 в условиях развития эндотоксиновой толерантности. При этом росиглитазон (агонист
PPARγ) индуцирует экспрессию COX2, а GW7647 (агонист PPARα) и L"165041 (агонист PPARβ) – снижают.
Результаты проведенного исследования указывают на то, что в условиях эндотоксиновой толерантности в
астроцитах сохраняется возможность повышения и понижения экспрессии COX2, и агонисты PPAR могут
быть эффективны в регуляции этой мишени в условиях многократной стимуляции эндотоксином в тканях
мозга.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: циклооксигеназа 2, ядерные рецепторы, агонисты PPAR, росиглитазон, эндотокси"
новая толерантность, врожденный иммунитет, астроциты.

Эндотоксиновая толерантность (ЭТ) предс"
тавляет собой изменение ответа врожденного
иммунитета на острую провоспалительную сти"
муляцию при предварительной экспозиции ор"
ганизма, ткани или клетки к эндотоксину [1, 2].

Это изменение характеризуется снижением ин"
дукции провоспалительных медиаторов (TNFα,
IL6, IL1β и др.) и усилением экспрессии проти"
вовоспалительных маркеров (IL10, TGFβ) в от"
вет на повторную стимуляцию липополисахари"
дом (ЛПС) [1, 3]. ЭТ может иметь как благопри"
ятные, так и негативные последствия для орга"
низма. Уже первые исследования показали, что
предварительная стимуляция животных эндо"
токсином повышает выживаемость при после"
дующем воздействии на них летальными кон"
центрациями ЛПС [1]. Было также установлено,
что предварительная обработка нервной ткани
ЛПС снижает негативные эффекты последую"
щего инсульта: уменьшает степень повреждения
и сокращает время восстановления функцио"
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нальных параметров [4, 5]. С другой стороны,
известно, что на поздних этапах сепсиса
действуют механизмы, аналогичные ЭТ, кото"
рые считают важными факторами, обусловлива"
ющими летальные исходы при сепсисе [6]. В
связи с этим актуальной задачей представляется
выявление механизмов контроля воспалитель"
ных ответов клеток при эндотоксиновой толе"
рантности.

Астроциты являются вспомогательными
клетками центральной нервной системы и
участвуют в процессах метаболизма, проведения
сигналов в нервной ткани, а также наделены
иммунокомпетентными свойствами [7, 8]. Аст"
роглия экспрессирует сенсоры врожденного им"
мунитета (рецепторы групп TLR, NLR, PAR и
др.), которые индуцируют производство медиа"
торов иммунного ответа (IL6, TNFα, IL10 и др.)
в ответ на воздействие провоспалительных сти"
мулов (ЛПС, тромбина и других веществ) [9–12]
и участвуют в осуществлении иммунных функ"
ций в тканях ЦНС в условиях воспалительных
реакций, в т.ч. в процессах, сопровождающих
инсульты [13]. Следует отметить, что ранее на
астроцитах было исследовано изменение реак"
тивности клеток на ЛПС при многократной сти"
муляции [14, 15]. Показано, что ЭТ в астрогли"
альных культурах характеризуется неполным
подавлением индукции экспрессии IL6, а также
дифференциальным изменением экспрессии
ряда важных медиаторов воспаления (TNFR,
TGFβ и др.). Однако вопрос регуляции воспали"
тельного ответа при ЭТ в астроцитах остался не"
исследованным.

Циклооксигеназа 2 (СOX2) отвечает за син"
тез простагландинов и индуцируется в ответ на
воспалительные стимуляции в тканях мозга [16,
17]. Фермент играет двойную роль в регуляции
иммунного ответа [17, 18]. На начальных этапах
COX2 обусловливает развитие провоспалитель"
ных реакций, и ингибирование COX2 лежит в
основе действия аспирина, ибупрофена и других
нестероидных противовоспалительных препара"
тов. Однако на более поздних этапах воспали"
тельного ответа COX2 меняет свою роль и участ"
вует в производстве противовоспалительных ме"
диаторов [17, 18]. Инактивация фермента при
этом может приводить к нарушениям процессов
разрешения воспаления [19, 20]. Таким образом,
представляется перспективным исследование
механизмов и последствий усиления и подавле"
ния активности COX2 в условиях разных моде"
лей нарушения воспаления, в т.ч. в рамках моде"
ли эндотоксиновой толерантности. Для ряда
клеток ранее было показано подавление индук"
ции экспрессии COX2 в условиях эндотоксино"
вой толерантности [21, 22]. Данные об участии

COX2 в эндотоксиновой толерантности в астро"
цитах в настоящее время отсутствуют.

Среди регуляторов иммунного ответа в ЦНС
пристальное внимание уделяется ядерным ре"
цепторам группы PPAR: PPARα, PPARβ и
PPARγ. Эти факторы транскрипции участвуют в
контроле экспрессии многих медиаторов воспа"
ления, в т.ч. COX2. Для всех изоформ PPAR из"
вестны агонисты, обладающие противовоспали"
тельной активностью. Ряд агонистов, таких как
росиглитазон и вещества группы фибратов, уже
используется в клинической практике в качест"
ве гиполипидемических препаратов и для лече"
ния диабета II типа. Многие агонисты проходят
испытания в качестве претендентов для лечения
нейродегенеративных состояний, таких как бо"
лезнь Альцгеймера, Паркинсона и др. [23–26].
Ранее наша группа показала участие рецепторов
PPAR в развитии воспаления в астроцитах и воз"
можность регуляции агонистами ядерных ре"
цепторов PPAR ферментов класса фосфолипаза
А2, поставляющих арахидоновую кислоту –
ключевой субстрат COX2 [27], а также модули"
рующих экспрессию COX2 [9, 11]. Стоит под"
черкнуть, что для астроцитов возможно не толь"
ко подавление, но и индуцирование экспрессии
COX2 под воздействием агонистов PPAR. Так,
стимуляция PPARγ приводит к усилению
экспрессии COX2 в PPARβ"зависимой форме, а
добавление к клеткам агонистов PPARα и
PPARβ снижает ЛПС"индуцированное воспале"
ние в клетках [9]. Однако указанные эффекты
были получены при острой стимуляции клеток
ЛПС, и остается невыясненным, сохраняется ли
возможность регуляции экспрессии COX2 в аст"
роцитах в условиях ЭТ.

В данной работе мы исследовали развитие
эндотоксиновой толерантности в условиях про"
должительной стимуляции астроцитов ЛПС,
проследили изменение экспрессии COX2 в ус"
ловиях ЭТ и проанализировали возможность
регуляции экспрессии COX2 на уровне мРНК
с использованием GW7647 (агониста PPARα),
L"165041 (агониста PPARβ) и росиглитазона
(агониста PPARγ). Наши данные впервые демон"
стрируют, что индукция экспрессии COX2 при
стимуляции астроцитов ЛПС в условиях эндо"
токсиновой толерантности является понижен"
ной и может регулироваться с помощью агонис"
тов PPARα, PPARβ и PPARγ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалы и реактивы. Культуральная среда
DMEM, эмбриональная телячья сыворотка,
стрептомицин, пенициллин, трипсин с ЭДТА
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(«ПанЭко», Россия); липополисахарид («Sigma
Aldrich», США); GW7647, L"165041, росиглита"
зон:Caymann, mAb против циклооксигеназы 2
(Е1412), β"тубулина (L0512), HRP"конъюгиро"
ванные антитела (L1510) («Santa Cruz», США);
субстрат SuperSignal™ West Pico («Pierce», США);
набор для анализа высвобождения TNFα (Rat
TNF alpha ELISA Kit), набор First Strand cDNA
Synthesis Kit, набор Maxima SYBR Green/Fluo"
rescein qPCR Master Mix (2×) («Thermo Scientific»,
США); набор PowerLyzer RNA Isolation, набор
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) («Roche», США).

Получение первичных культур астроцитов и
стимуляции. Первичные культуры астроцитов
были получены от новорожденных крысят ли"
нии Wistar в соответствии с ранее опубликован"
ной методикой [11]. Животным проводили де"
капитацию в асептических условиях, из голов"
ного конца извлекали мозг. Мозг промывали в
ледяном буферном растворе Puck’s (137,0 мМ
NaCl, 5,4 мМ KCl, 0,2 мМ KH2PO4, 0,17 мМ
Na2HPO4, 5,0 мМ глюкоза, 58,4 мМ сахароза,
pH 7,4) и перетирали сквозь сита с размерами
ячеи 250 и 136 мкм, после чего фрагменты ткани
помещали в культуральные флаконы. К матери"
алу добавляли cреду DMEM (1 г/л глюкозы, 10%
эмбриональной телячьей сыворотки (FBS), ан"
тибиотики: стрептомицин 50 ед/мл, пеницил"
лин 50 мкг/мл) и инкубировали при 37°, 5%"ном
СО2, влажности 10%. Спустя 5 сут после выделе"
ния культуры отряхивали для удаления микро"
глии и меняли среду на свежую среду того же
состава. Далее клетки культивировали еще в те"
чение 6 сут со сменой среды каждые 2 сут. Пос"
ле получения монослоя культуры промывали
теплым (37°) фосфатно"солевым буфером (137
мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 2 мМ
KH2PO4, pH 7,4) и инкубировали с раствором
трипсина с ЭДТА. Трипсинизацию останавлива"
ли добавлением среды с сывороткой, клетки от"
мывали от раствора фермента. Клетки рассажи"
вали на шестилуночные культуральные планше"
ты в количестве 750 тыс. клеток на лунку и ос"
тавляли для прикрепления на 24 ч. После этого
клеткам меняли среду на свежие порции
DMEM. Для создания модели эндотоксиновой
толерантности к клеткам добавляли ЛПС в кон"
центрации 10 нг/мл. Далее клетки инкубирова"
ли в течение 46 ч. После этого среду во всех лун"
ках заменяли на DMEM с 1%"ным содержанием
FBS. Через 2 ч после смены среды клетки стиму"
лировали согласно протоколам экспериментов
(рис. 1).

Иммунноблоттинг. После окончания периода
стимуляции из планшетов удаляли среду, клетки
промывали ледяным фосфатно"солевым буфе"
ром и в течение 10 мин лизировали в буфере

RIPA (20 мМ Tris"HCl, pH 7,5, 150 мМ NaCl, 1 мМ
Na2EDTA, 1%"ный Nonidet P"40, 1%"ный
C24H39NaO4), лизаты клеток центрифугировали
(10 000 об/мин, 10 мин). Далее определяли кон"
центрацию общего белка в пробах в соответ"
ствии с классическим протоколом Брэдфорд и
добавляли к лизатам буфер Лэммли для Ds"Na"
электрофореза. Процедуры Ds"Na"электрофо"
реза по Лэммли и переноса белка на нитроцел"
люлозную мембрану (0,2 мкм) проводили в со"
ответствии с общепринятым протоколом. Каче"
ство переноса белка определяли посредством
окрашивания мембраны раствором Ponceau S
(«Helicon», Россия). Мембраны блокировали в
буфере TBS (40 мМ NaCl, 3 мМ KCl, 25 мМ Tris,
pH 7,4) с 5% обезжиренного молока и 0,05%"ным
Tween. Далее мембраны помещали в раствор
TBST c первичными антителами против COX2 в
разведении 1 : 500 и инкубировали в течение 8 ч
в холоде на шейкере. После отмывки и мечения
мембран вторичными антителами их проявляли
с использованием хемилюминесцентного субстра"
та («Thermo Scientific», США). После анализа
экспрессии COX2 мембраны обрабатывали бу"
фером Restore Buffer («Thermo Scientific», США)
и использовали для анализа экспрессии β"тубу"
лина. Фотосъемку мембран проводили с приме"
нением камер BioRad (Gel Doc™ XR+ System,
«BioRad», США). Количественный анализ экс"
прессии проводили в приложении QuantityOne
(BioRad 4.6.9).

Выделение РНК, обратная транскрипция и
ПЦР в режиме реального времени. Выделение то"
тальной мРНК производили с помощью набора
PowerLyzer RNA Isolation. Концентрацию РНК
определяли спектрофотометрически. Для полу"
чения первой цепи кДНК использовали набор
для обратной транскрипции First Strand cDNA
Synthesis Kit («Thermo Scientific», США). Реакция
проводилась в соответствии с рекомендациями
производителя, использовались oligo(dT) прай"
меры. Относительный уровень мРНК COX2 оп"
ределяли методом ПЦР в реальном времени с
помощью амплификатора DTlite 4 («ДНК"Техно"
логия», Россия) и набора Maxima SYBR Green/
/Fluorescein qPCR Master Mix («Thermo Scientific»,
США). В одну реакционную смесь объемом 25 мкл
брали 70 нг кДНК. В качестве конститутивного
гена для нормализации данных использовали
ген β"актина. Для наработки фрагментов генов
использовали следующие праймеры:

COX2: FW 5'"TGTACAAGCAGTGGCAAAGG"3';
RV 5'"TAGCATCTGGACGAGGCTTT"3'; 

TNFα: FW 5'" ACGTCGTAGCAAACCACCAA"3';
RV 5'"AAATGGCAAATCGGCTGAC"3';
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β"актин: FW  5'"TCATCACTATCGGCAATGAGCGGT"3';
RV  5'"ACAGCACTGTGTTGGCATAGAGGT"3'.

Анализ высвобождения лактатдегидрогеназы
(ЛДГ). Среду отбирали из лунок и сохраняли для
последующего анализа высвобождения ЛДГ.
Уровень высвобождения ЛДГ определяли с по"
мощью коммерческого набора Cytotoxicity
Detection Kit (LDH) («Roche», США) в соответ"
ствии с инструкциями производителя.

Анализ высвобождения TNFαα. Среду отбира"
ли из лунок и сохраняли для последующего ана"
лиза высвобождения цитокинов. Уровень выс"
вобождения TNFα определяли с помощью ком"
мерческого набора TNF alpha ELISA Kit, Rat
(«Thermo Scientific», США) в соответствии с
инструкциями производителя.

Статистическая обработка. Все эксперимен"
ты проводили в трехкратной повторности, зна"
чения представлены как среднее ± стандартное
отклонение. Данные анализировали с помощью
метода ANOVA. Критический уровень значи"
мости при проверке статистических гипотез в
данном исследовании принимался равным 0,05
(* по отношению к контролю, p < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Условия эндотоксиновой толерантности неB
токсичны для культур астроцитов. Общая схема
стимуляций клеток в экспериментах приведена
на рис. 1.

Для выявления цитотоксического эффекта
кратковременной и длительной стимуляции
астроцитов эндотоксином мы провели анализ
высвобождения ЛДГ в экспериментальных и
контрольных условиях. Во всех исследованных
условиях высвобождение ЛДГ составляло
8–10% от общего количества ЛДГ в клетках
(рис. 2). Значения, полученные при исследова"
нии модели ЭТ и модели острой стимуляции, не
отличались от значений, выявленных в конт"
рольных культурах (0/0). В целом данные указы"
вают на то, что острая стимуляция культур ЛПС,
а также условия эндотоксиновой толерантности
не являются токсичными для клеток.

Повторная стимуляция клеток липополисахаB
ридом приводит к эндотоксиновой толерантности.
Классической характеристикой эндотоксино"
вой толерантности считается снижение индук"
ции экспрессии TNFα в ответ на повторный

Рис. 1. Схема стимуляций для получения клеточных моделей. Клетки рассаживали в культуральные планшеты и оставля"
ли на 24 ч (37°, 5%"ный СО2, влажность 10%). После этого клеткам меняли культуральную среду на свежую того же соста"
ва (DMEM, 10%"ная FBS) с добавлением 10 нг/мл ЛПС (модель 10/100 и модели GW7647/L"165041/Ros.) или без добав"
ления ЛПС (модель 0/100 и модель 0/0). Через 46 ч среду заменяли на свежую (DMEM, 1%"ная FBS). Спустя 2 ч клетки
стимулировали ЛПС (100 нг/мл) или агонистами PPAR и ЛПС, агонисты (на схеме обозначены Аг.) добавляли за 15 мин
до ЛПС
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провоспалительный стимул [1–3]. Для того что"
бы оценить, вызывают ли используемые в на"
шей работе условия эндотоксиновую толерант"
ность, мы проверили изменение экспрессии
TNFα в ответ на острую стимуляцию астроци"
тов ЛПС (100 нг/мл) в условиях, когда клетки
были предварительно обработаны ЛПС в мень"
ших концентрациях (10 нг/мл, модель 10/100). В
качестве положительного контроля мы исполь"
зовали уровень экспрессии TNFα в культурах

клеток, стимулированных ЛПС без предвари"
тельной адаптации к меньшим концентрациям
эндотоксина (модель 0/100). Наши результаты
показали значительное снижение уровня
экспрессии TNFα при повторной обработке
культур ЛПС. Однако уровень экспрессии
TNFα при эндотоксиновой толерантности при"
мерно в 25 раз превышал базовый уровень
экспрессии цитокина в нестимулированных
клетках (модель 0/0) (рис. 3). Этот эффект был
также выявлен на уровне высвобождения TNFα
в культуральную среду: в условиях модели острой
стимуляции (0/100) концентрация TNFα соста"
вила ∼750 пг/мл (754 ± 13); в то же время соответ"
ствующие показатели составили 280 ± 12 пг/мл в
условиях без стимуляции клеток (0/0) и 333 ± 9
для клеток, стимулированных ЛПС в условиях
ЭТ (10/100). Данные результаты указывают на
развитие ЭТ.

Эндотоксиновая толерантность частично блоB
кирует индукцию циклооксигеназы 2. Далее мы
проанализировали изменение экспрессии COX2
в условиях нашей модели. Показано, что острая
стимуляция астроцитов ЛПС (100 нг/мл, без
предварительной адаптации к ЛПС) индуцирует
∼30"кратное увеличение экспрессии мРНК
COX2 по сравнению с контролем (нестимулиро"
ванными клетками). Обработка клеток ЛПС в
концентрациях 10 нг/мл снижала индуцирован"
ный большими концентрациями ЛПС (100 нг/мл)
уровень экспрессии мРНК COX2 примерно в
6 раз. Подавление индукции COX2 в ответ на

Рис. 2. Высвобождение ЛДГ в культурах астроцитов в усло"
виях модели острого воспаления и эндотоксиновой толе"
рантности. Культуры астроцитов были обработаны в соот"
ветствии со схемами стимуляций, приведенными на рис. 1.
Культуральную среду от экспериментальных и контроль"
ных образцов собирали для анализа высвобождения ЛДГ.
За 100% принят уровень ЛДГ в лизатах клеток
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Рис. 3. Изменение экспрессии мРНК (а) и уровня высвобождения в культуральную среду из клеток (б) фактора некроза
опухолей альфа (TNFα) в астроцитах при стимуляции ЛПС в условиях модели острого воспаления (0/100) и эндотокси"
новой толерантности (10/100). Культуры астроцитов обработаны в соответствии со схемами стимуляций, приведенными
на рис. 1. а – Из лизатов клеток выделена РНК, методами обратной транскрипции и ПЦР в режиме реального времени
определены уровни экспрессии TNFα, значения нормированы на показатели экспрессии актина; б – культуральную сре"
ду от экспериментальных и контрольных образцов собирали для анализа высвобождения TNFα. В качестве контроля ис"
пользованы уровни экспрессии TNFα в культурах астроцитов, стимулированных ЛПС в условиях модели ЭТ (10/100)
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стимуляцию ЛПС при ЭТ было выявлено и на
уровне белка (рис. 4). Полученные данные ука"
зывают на то, что эндотоксиновая толерант"
ность частично, но не полностью блокирует ин"
дукцию экспрессии COX2 в астроцитах.

Агонисты PPAR регулируют экспрессию мРНК
COX2 в условиях эндотоксиновой толерантности.
Ранее было показано, что индукция COX2 при
стимуляции астроцитов ЛПС селективно моду"
лируется агонистами ядерных рецепторов
PPAR. При этом активация PPARγ с помощью
росиглитазона индуцирует экспрессию COX2, в
то время как агонисты PPARβ и PPARα снижают
экспрессию циклооксигеназы [9–11, 28]. Воз"
ник вопрос, возможна ли регуляция экспрессии
COX2 под воздействием агонистов PPAR в аст"
роцитах в модели эндотоксиновой толерантнос"
ти. Для ответа на этот вопрос астроциты обрабо"
тали эндотоксином, проинкубировали клетки с
GW7647 (агонистом PPARα, 1 мкМ), L"165041 (аго"
нистом PPARβ, 1 мкМ) и росиглитазоном (аго"
нистом PPARγ, 20 мкМ) и простимулировали их

ЛПС (100 нг/мл, 4 ч). Анализ методом ПЦР в ре"
альном времени позволил выявить рост экспрес"
сии мРНК COX2 в клетках, простимулирован"
ных ЛПС в присутствии росиглитазона, и сни"
жение экспрессии COX2 в клетках, простимули"
рованных ЛПС в присутствии GW7647 (агонис"
та PPARα) и, в меньшей степени, в присутствии
L"165041 (агониста PPARβ) в условиях эндоток"
синовой толерантности (рис. 5). Полученные
данные указывают на то, что в условиях эндо"
токсиновой толерантности в астроцитах воз"
можна регуляция экспрессии СOX2 посред"
ством модуляции активности ядерных рецепто"
ров группы PPAR.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Активация врожденного иммунитета оказы"
вает неселективное цитотоксическое воздей"
ствие на собственные ткани организма и крайне
опасна для структур ЦНС, обладающих ограни"

Рис. 4. Изменение экспрессии мРНК (а) и белка (б, в) COX2 в культурах астроцитов при стимуляции клеток ЛПС в усло"
виях моделей острого воспаления и эндотоксиновой толерантности. Культуры астроцитов обработаны в соответствии со
схемами стимуляций, приведенными на рис. 1. а – Из лизатов клеток выделена РНК, методами обратной транскрипции
и ПЦР в режиме реального времени определены уровни экспрессии COX2, значения нормированы на показатели
экспрессии актина; б, в – из лизатов клеток выделен белок, уровни экспрессии белка COX2 и β"тубулина определены пос"
редством стандартных методов иммунноблоттинга. В качестве контроля использованы уровни экспрессии COX2 в куль"
турах астроцитов, стимулированных ЛПС в условиях модели ЭТ (10/100)
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ченным регенеративным потенциалом [29, 30].
Эндотоксиновую толерантность относят к за"
щитным механизмам, препятствующим избы"
точной активации иммунитета как в перифери"
ческих тканях, так и в ЦНС [4, 31–33]. Обработ"
ка клеток и тканей эндотоксином в концентра"
циях от 1 до 1000 нг/мл в течение нескольких ча"
сов приводит к подавлению процессов индук"
ции провоспалительных маркеров в ответ на
последующий провоспалительный стимул, что,
в свою очередь, препятствует повреждению тка"
ней [3, 34]. Хотя о развитии ЭТ в тканях мозга
известно достаточно давно, вклад разных кле"
точных типов в этот феномен изучен ограничен"
но [4, 5]. Ранее было показано, что в моделях эн"
дотоксиновой толерантности наблюдается сни"
жение индукции экспрессии IL6 в астроглиаль"
ных культурах [14, 15]. Однако авторы использо"
вали модель с экспозицией клеток с ЛПС в кон"
центрации 100 нг/мл в течение 24 ч, а далее сти"
мулировали клетки эндотоксином в меньшей
концентрации (10 нг/мл) в течение 1 или 24 ч
[14, 15]. Снижение экспрессии IL6 в данной
клеточной модели могло быть связано с недос"
таточностью концентрации стимула при второй
стимуляции вследствие понижения чувстви"
тельности клеток к действию стимула. Обычно
используют такие модели ЭТ, в которых дли"

тельная экспозиция с умеренной концентраци"
ей стимула сопровождается более высокой кон"
центрацией при второй стимуляции клеточного
ответа [1–3]. Поэтому в рамках нашей модели
ЭТ астроглиальных культур мы применили схе"
му, при которой меньшая концентрация ЛПС
(10 нг/мл) была использована в качестве адапта"
ционной обработки (48 ч), а большую концент"
рацию ЛПС (100 нг/мл) применяли для острой
стимуляции клеток (4 ч). Анализ экспрессии
TNFα, классического маркера толерантности, и
COX2 в рамках нашей модели ЭТ (10/100) выя"
вил подавление индукции экспрессии при пов"
торной стимуляции клеток по сравнению с от"
ветом, наблюдаемым при стимуляции конт"
рольных клеток (0/100). Однако, как и в случае
IL6 [14, 15], повторная стимуляция повышала
уровень экспрессии маркеров по сравнению с
нестимулированными наивными клетками
(0/0). Данные эффекты были выявлены как на
уровне экспрессии мРНК, так и на уровне син"
теза готовых белковых продуктов TNFα и COX2.
Это указывает на то, что на астроцитах наблюда"
ется явление ЭТ.

Ранее в условиях эндотоксиновой толерант"
ности был продемонстрирован цитотоксичес"
кий эффект ЛПС при стимуляции клеточной
линии макрофагов [35]. Поэтому мы проверили,
не являлись ли использованные условия токсич"
ными для клеток. Полученные результаты ука"
зывают на отсутствие цитотоксического воздей"
ствия кратковременной (0/100) и комбиниро"
ванной (10/100) обработки астроглиальных
культур эндотоксином. Следовательно, наблю"
даемые нами феномены отражают общую реор"
ганизацию воспалительного ответа, а не явля"
ются следствием повреждения клеток.

В настоящее время общей стратегией управ"
ления воспалительными состояниями является
подавление иммунного ответа. Однако в долго"
срочной перспективе такой подход может иметь
негативные последствия. В ряде работ, в т.ч. на
мозге, были продемонстрированы отрицатель"
ные последствия выключения провоспалитель"
ных медиаторов, таких как TNFα, IL6, фактор
транскрипции NF"κB [36–38]. Действительно,
вместо ожидаемого улучшения прогноза (за счет
снижения индуцированного цитокинами пов"
реждения тканей) выключение провоспалитель"
ных генов вело к более тяжелому протеканию
процесса, задержке фазы терминации иммунно"
го ответа, худшей регенерации сайтов поврежде"
ния и сдвигу общего паттерна воспаления к хро"
нической форме [36–38]. Сходные результаты
были получены и в исследованиях длительного
ингибирования COX2 в периферических тканях
организма [19, 20]. Нарушение протекания вос"

Рис. 5. Влияние GW7647 (агониста PPARα), L"165041 (аго"
ниста PPARβ) и росиглитазона (агониста PPARγ) на инду"
цированную ЛПС экспрессию COX2 в культурах астроци"
тов в условиях модели эндотоксиновой толерантности.
Культуры астроцитов были обработаны в соответствии со
схемами стимуляций, приведенными на рис. 1. Из лизатов
клеток выделена РНК, методами обратной транскрипции
и ПЦР в режиме реального времени определены уровни
экспрессии COX2, значения нормированы на показатели
экспрессии актина. В качестве контроля использованы
уровни экспрессии COX2 в культурах астроцитов, стиму"
лированных ЛПС в условиях модели ЭТ (10/100)
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палительного ответа вследствие инактивации
COX2 продемонстрировано и в тканях мозга [39,
40]. Паллиативный, а не излечивающий эффект
стратегий подавления воспалительного ответа в
тканях ЦНС демонстрирует взаимосвязь между
процессами развития и терминации иммунного
ответа и ставит вопросы о долгосрочных послед"
ствиях ЭТ и механизмах для регуляции воспале"
ния в ЦНС в условиях ЭТ.

Фермент COX2 может быть перспективной
мишенью в рамках решения указанных задач
вследствие 1) ключевой роли фермента в регуля"
ции развития и терминации воспаления [19, 20],
2) вовлеченности СOX2 в процессы воспаления
в нервной ткани [41–43] и 3) наличия большого
количества препаратов, в т.ч. одобренных для
применения в клинической практике и способ"
ных регулировать уровень активности фермента
[26]. Ранее нами и другими исследователями
была показана регуляция ЛПС"индуцирован"
ной экспрессии COX2 в астроглиальных клетках
посредством стимуляции ядерных рецепторов
группы PPAR разными агонистами [9–11, 28,
44–46]. Рецепторы PPAR участвуют в регуляции
экспрессии многих медиаторов воспаления и
являются мишенями для ряда лекарственных
противовоспалительных препаратов [23–25, 47].
Известны три изоформы PPAR: PPARα, PPARβ,
PPARγ, все они вовлечены в контроль воспале"
ния в астроцитах и могут дифференциально ре"
гулировать активность COX2 [9, 28, 44, 46, 48].
Так, было показано, что стимуляция клеток аго"
нистами PPARγ стимулировала COX2. При этом
были выявлены регуляторные взаимоотноше"
ния между самими ядерными рецепторами и их
согласованная регуляция [9, 11, 28]. В настоя"
щей работе мы показали, что в условиях эндо"
токсиновой толерантности астроциты сохраня"
ют способность индуцировать экспрессию
COX2 под воздействием росиглитазона (агонис"
та PPARγ) и обладают способностью подавлять
экспрессию фермента при стимуляции GW7647
(агониста PPARα), L"165041 (агониста PPARβ).
Обобщенная схема регуляции COX2 в астрогли"
альных культурах в условиях ЭТ под воздействи"
ем GW7647, L"165041 и росиглитазона представ"
лена на рис. 6. Добавление к культурам росигли"
тазона усиливала экспрессию COX2 в условиях
модели ЭТ. Сходные эффекты были ранее пока"
заны для астроцитов в условиях острой провос"
палительной стимуляции. Следует, однако, от"
метить, что стимуляция астроглиальных культур
агонистами PPARα и PPARβ в условиях ЭТ при"
водила к некоторому снижению уровня экспрес"

сии COX2, что не было выявлено в условиях ост"
рого воспалительного ответа в астроцитах [9, 11,
28]. Данные изменения в поведении клеток мо"
гут указывать на противовоспалительную актив"
ность рецепторов PPAR, активируемую в усло"
виях ЭТ, но не в клетках в условиях острой сти"
муляции, и вовлеченность дополнительных
факторов в регуляцию иммунного ответа в аст"
роцитах посредством PPARβ. Это объяснение
согласуется с наблюдениями об участии PPARβ
в процессах резолюции иммунного ответа в тка"
нях спинного мозга и ранее высказанным пред"
положением о двойной роли PPARβ в воспале"
нии в астроцитах [10, 11, 49]. Участие рецепто"
ров PPAR в роли противовоспалительных фак"
торов в условиях ЭТ требует дальнейших иссле"
дований.

В целом полученные результаты впервые де"
монстрируют возможность дифференциальной
регуляции экспрессии COX2 в астроглиальных
клетках в условиях эндотоксиновой толерант"
ности агонистами ядерных рецепторов PPAR,
что может быть перспективным в рамках изуче"
ния феномена ЭТ, а также иметь прикладное
значение для разработки терапевтических под"
ходов к применению агонистов PPAR – фибра"
тов и глитазонов.

Авторы выражают благодарность д.б.н. Гор"
бачевой Л.Р. (МГУ им. М.В. Ломоносова) за по"
мощь в получении клеточного материала для
проведения исследования.

Работа выполнена при частичной финансо"
вой поддержке РФФИ (грант 13"04"00833).

Рис. 6. Схема регуляции экспрессии COX2 агонистами
ядерных рецепторов PPAR: GW7647 (PPARα), L"165041
(PPARβ) и росиглитазоном (PPARγ). Обозначения: ↑ – сти"
мулирующее влияние, ⊥ – ингибирующее влияние
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Endotoxin tolerance (ET) is a state of an altered immune response induced by multiple stimulations of a cell, tissue,
or organism with lipopolysaccharide (LPS). The characteristics of ET include downregulation of induction of proin"
flammatory genes (TNFα, IL, and others) and enhancement of induction of antiinflammatory genes (IL10, TGFβ).
ET generally has protective functions; nevertheless, it can result in a state of innate immune deficiency and bring neg"
ative outcomes. A current issue is the search for mechanisms to control the level of inflammation in the course of
endotoxin tolerance. In this work, we investigated changes in cyclooxygenase 2 (COX2) expression in a model of
endotoxin tolerance in astrocytes and analyzed the possibility of regulating this process by applying nuclear receptor
PPAR agonists. Our results indicate that: 1) endotoxin tolerance can be induced in astrocytes and results in TNFα
and COX2 mRNA induction decrease upon secondary stimulation; 2) tolerance is revealed on the level of TNFα
release and COX2 protein expression; 3) PPAR agonists GW7647, L"165041, and rosiglitazone control COX2 mRNA
expression levels under conditions of endotoxin tolerance. In particular, rosiglitazone (a PPARγ agonist) induces
COX2 mRNA expression, while GW7647 (PPARα agonist) and L"165041 (PPARβ agonist) suppress the expression.
Our results demonstrate that COX2 retains its regulatory mechanisms during endotoxin tolerance in astrocytes, and
PPAR agonists might be effective in controlling this target under conditions of multiple proinflammatory stimulations
of brain tissues with endotoxin.

Key words: cyclooxygenase 2, nuclear receptors, PPAR agonists, rosiglitazone, endotoxin tolerance, innate immuni"
ty, astrocytes


