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ИНГИБИРОВАНИЕ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ  
ПРЕПАРАТОМ «АЛЬВОСТАЗ» В МОДЕЛИ IN VITRO

Аннотация. Цель исследования ‒ изучить молекулярный механизм действия лекарственного препарата (ЛП) 
«Альвостаз». 

В работе использовали следующую схему оценки молекулярного механизма действия ЛП «Альвостаз»: для за- 
пуска воспаления и цитокинового синтеза клетки стимулировали триггером воспаления ТНФ-α (первая серия 
экспериментов), а для оценки биологической активности ЛП «Альвостаз» клетки обрабатывали смесью ТНФ-α  
с ЛП «Альвостаз» в разной концентрации (вторая серия экспериментов). Опосредованный эффект ТНФ-α на клетки 
оценивали по уровню секреции цитокинов ИЛ-6 и МСР-1, принимающих участие в патогенезе альвеолярного вос-
паления и поддержании гомеостаза костной ткани.

При стимуляции воспаления с помощью ТНФ фибробласты резко увеличивали продукцию МСР-1 и ИЛ-6. 
В первой серии экспериментов были подобраны оптимальные концентрации триггера воспаления TNF-α и ЛП «Аль-
востаз», при которых фибробласты человека сохраняли жизнеспособность и отвечали на стимуляцию воспале-
ния синтезом цитокинов ИЛ-6 и МСР-1. Увеличение концентраций МСР-1 в культуральной среде коррелировало 
с уменьшением концентрации ЛП «Альвостаз», что указывает на ингибирующий эффект ЛП «Альвостаз» на МСР-1. 
При тех же условиях продукция ИЛ-6 фибробластами носит прямо противоположный характер по сравнению с МСР-1. 
Сам по себе ЛП «Альвостаз» не вызывает синтез и секрецию цитокина ИЛ-6 нестимулированными фибробласта-
ми во внеклеточную среду без добавления ТНФ. ТНФ-стимулированные фибробласты демонстрировали уменьше-
ние продукции ИЛ-6 пропорционально уменьшению дозы ЛП «Альвостаз» в культуральной среде, что указывает  
на корреляцию между синтезом ИЛ-6 и наличием ЛП «Альвостаз» в культуральной среде клеток.
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INHIBITION OF ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES BY THE DRUG “ALVOSTAZ”  
IN THE IN VITRO SYSTEM

Abstract. The aim of the work is to study the molecular mechanism of action of the drug “Alvostaz”.
The following scheme was used to evaluate the molecular mechanism of action of “Alvostaz”: to trigger inflammation 

and cytokine synthesis, cells were stimulated by the inflammatory trigger TNF-alpha (1 series of experiments), and to assess 
the biological activity of “Alvostaz”, cells were treated with a mixture of TNF-α and “Alvostaz” in different concentrations 
(2 series of experiments). The mediated effect of TNF-α on cells was assessed by the level of secretion of cytokines IL-6 
and MCP-1, involved in the pathogenesis of alveolar inflammation and the maintenance of bone homeostasis. When 
inflammation was stimulated by TNF, fibroblasts dramatically increased the production of MCP-1 and IL-6. In the first 
series of experiments, optimal concentrations of the inflammatory trigger TNF-α and “Alvostaz” were selected, at which 
human fibroblasts remained viable and responded to inflammation stimulation by synthesizing cytokines IL-6 and MCP-1.  
An increase in MCP-1 concentrations in the culture medium correlated with a decrease in the concentration of “Alvostaz”, 
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which indicates the MCP-1 inhibitory effect of “Alvostaz”. Under the same conditions, the production of IL-6 by fibroblasts 
is exactly the opposite in nature compared to MCP-1. By itself, “Alvostaz” does not cause synthesis and secretion of cytokine 
IL-6 into the extracellular medium by unstimulated fibroblasts without the addition of TNF. TNF-stimulated fibroblasts 
demonstrated a decrease in IL-6 production in proportion to a decrease in the dose of “Alvostaz” in the culture medium, 
which indicates a correlation between IL-6 synthesis and the presence of “Alvostaz” in the cell culture medium.
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Введение. К тканям периодонта относятся окружающие зуб ткани, обеспечивающие зубодес- 
невое соединение. Развитие хронического периодонтита обусловлено появлением специфических 
субгингивальных бактерий, проникающих из глубоких отделов десневой борозды (экзотокси-
нов и эндотоксинов, продуцируемых периодонтопатогенными микроорганизмами), что приво-
дит к длительному воспалению и разрушению тканей периодонта с последующим образованием 
периодонтальных карманов [1, 2]. 

Воспаление опосредуется преимущественно клетками так называемого моноцитарного звена –  
нейтрофилами, моноцитами/макрофагами и Т- и В-лимфоцитами, которые перемещаются в об-
ласть воспаления путем хемотаксиса, привлекаемые специальными молекулами (хемокинами). 
В результате привлечения клеток моноцитарного звена в очаг воспаления эти клетки начинают 
вырабатывать медиаторы воспаления, которые способствуют деградации тканей и резорбции ко-
сти [3‒5]. Одним из известных триггеров воспаления является фактор некроза опухоли (ТНФ-α), 
который инициирует локальное высвобождение цитокинов, стимулирует адгезию, миграцию 
и активацию лейкоцитов в месте инвазии. Интерлейкины ‒ наиболее многочисленное семейство 
цитокинов, участвующих в межклеточной коммуникации. Известно, что совместно с инфиль-
трирующими клетками воспаления (моноциты/макрофаги) десневые фибробласты способны 
продуцировать цитокины, хемокины и матриксные металлопротеиназы, которые принимают 
участие как в поддержании гомеостаза костной ткани, так и в патогенезе воспаления [6‒8]. Фи-
бробласты периодонтальной связки, как ключевые клетки соединительной ткани, играют важ-
ную роль в паракринной сигнализации воспаления, обеспечивая регуляцию различных клеточ-
ных функций и процессов, таких как воспаление, регенерация и ремоделирование тканей [9, 10]. 
Паракринная сигнализация ‒ это форма клеточной коммуникации, при которой фибробласты 
выделяют сигнальные молекулы (цитокины, факторы роста и другие медиаторы) и действуют  
на соседние клетки в пределах локальной области. Все это способствует привлечению иммун-
ных клеток (моноцитов, макрофагов) к месту воспаления, увеличению проницаемости сосудов, 
что позволяет лейкоцитам и плазме проникать в ткани и стимулировать регенеративные процес-
сы, способствуя восстановлению поврежденных тканей. 

В клинической практике для профилактики и лечения альвеолита применяется специальное 
средство – «Альвостаз-губка». Предполагается, что это средство можно вводить в периодонталь-
ный карман при лечении хронического генерализованного периодонтита средней степени тяжести.

Цель работы ‒ изучить молекулярный механизм действия лекарственного препарата «Аль-
востаз».

Материалы и методы исследования. Приготовление вытяжки препарата «Альвостаз» осу-
ществлялось согласно ГОСТ Р ИСО 10993.12-99. Так, в культуральную жидкость М199 («Био-
лот», Россия) помещали губку «Альвостаз» и оставляли на 24 ч при перемешивании на магнит-
ной мешалке. После 24-часовой инкубации в питательной среде 199 вытяжку фильтровали через 
фильтр 0,22 мк («Биолот») для стерилизации. Проведено серийное разведение ЛП в концентра-
циях ×2, ×4, ×8, ×16, ×32 и ×64.

Посев клеток на 96-луночный планшет. Клетки в экспоненциальной фазе роста снима-
ли с культурального флакона стандартным способом с использованием трипсина. Суспензию 
клеток отмывали и подсчитывали их концентрацию с помощью камеры Горяева. Необходимая  
посевная доза – 15 тыс. клеток на лунку. Клетки высевали в лунки 96-луночного планшета,  
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обработанные желатином. Объем среды в лунках доводили до 200 мкл. Клетки культивировали 
в CO2-инкубаторе при 37 ℃ и 5 % СО2 до конфлюенции 80‒90 %.

МТТ-тест. Метаболическую активность клеток исследовали путем проведения МТТ-теста 
по стандартному протоколу. МТТ-тест позволяет колориметрически определить жизнеспособ-
ность клеток по интенсивности реакции восстановления тетразолиевого красителя НАДФ-H-за- 
висимыми оксидоредуктазными ферментами. После 24 ч культивирования клеток в присутствии 
вытяжки «Альвостаз» в лунки добавляли тетразолиевый краситель и инкубировали в течение 
4 ч при 37 °С, что приводило к образованию не растворимых в воде фиолетовых кристаллов. 
Далее среду удаляли, вносили по 200 мкл ДМСО (Sigma, Россия) для растворения кристал-
лов, а полученный окрашенный раствор переносили в 96-луночный планшет по 100 мкл/лунку.  
Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре при длине волны 540 мм. Отрицатель-
ным контролем служили лунки без клеток, наполненные полной питательной средой.

Титрование триггера воспаления TNF-α. Проводили серийное 10-кратное разведение TNF-α. 
В лунки, содержащие культуру клеток фибробластов человека, добавляли 200 мкл раствора 
TNF-α в конечных концентрациях 200; 20; 2; 0,2; 0,02; 0,002 и 0,0002 нг/мл. 

Тестирование действия ЛП «Альвостаз». Смесь 5 нг/мл TNF-α с серийно разведенным  
ЛП «Альвостаз» добавляли в лунки, содержащие культуру клеток фибробластов человека, с по-
следующей инкубацией клеток в СО2-инкубаторе. Через 20 ± 2 ч осуществляли сбор питательных 
сред из лунок 96-луночного планшета в эппендорфы. Культуральные среды хранили при ‒20 ℃ 
для последующего иммуноферментного анализа (ИФА).

ИФА-анализ. Анализ проводили в соответствии с инструкциями производителя наборов 
ИФА-ИЛ-6 и ИФА МСР-1 («Вектор-Бест», Россия). Чувствительность ИФА составляла: для ИЛ-6 –  
0,5 пг/мл, для ИЛ-8 – 2, для MCP-1 – 15 пг/мл.

Результаты и их обсуждение. Определение оптимальной дозы TNF-α для стимуляции син-
теза цитокинов ИЛ-6 и МСР-1. В первой серии экспериментов была выбрана оптимальная кон-
центрация ТНФ для стимуляции воспаления в клеточной культуре фибробластов. Провоспа-
лительный эффект ТНФ-α на культуру фибробластов человека оценивали по уровню секреции 
цитокинов ИЛ-6 и МСР-1, принимающих участие в патогенезе альвеолярного воспаления. Кон-
диционированная среда от клеток, не обработанных ТНФ-α (0), содержала следовые количества 
данных факторов (рис. 1, 2). После обработки клеток ТНФ-α в концентрации от 0,2 до 200 нг/мл 
содержание цитокинов в кондиционированной среде возрастало пропорционально ТНФ-дозам 
(рис. 1, 2). Как видно из рис. 1, 2, дозы TNF-α в пределах от 2 до 10 нг/мл были оптимальными 
для стимуляции продукции обоих цитокинов.

Рис. 1. Продукция ИЛ-6 в ответ на стимуляцию триггером воспаления ТНФ-α. Концентрация ИЛ-6 
в культуральной среде первичной культуры клеток фибробластов увеличивалась пропорционально 

увеличению концентрации TNF-α (0,2–200 нг/мл). Контрольные фибробласты (0 нг/мл ТНФ)  
продуцировали 2,08 ± 0,47 пг/мл ИЛ-6

Fig. 1. IL-6 production in response to stimulation by the TNF-α inflammatory trigger.  
The concentration of IL-6 in the culture medium of the primary fibroblast cell culture increased in proportion  

to the increase in TNF-α concentration (0.2–200 ng/ml). Control fibroblasts (0 ng/ml TNF) produced 2.08 ± 0.47 pg/ml IL-6
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Присутствие в культуральной среде TNF-α в концентрации 5 нг/мл приводит к накоплению 
в культуральной среде фибробластов МСР-1 и ИЛ-6 до ~7 500 и ~1 000 пг/мл соответственно. Та-
ким образом, TNFα-стимулированные фибробласты вырабатывают в клеточную среду в сотни 
раз больше МСР-1 и ИЛ-6 по сравнению с контрольными нестимулированными клетками. 

Определение цитотоксичности вытяжки «Альвостаз». Для определения цитотоксичности 
«Альвостаз» проведен МТТ-тест через 48 ч после обработки TNF-α-стимулированных фибро-
бластов вытяжкой «Альвостаз» в разведении ×1, ×2, ×4, ×8, ×16, ×32 и ×64. Контрольные клет-
ки (жизнеспособность 100 %) – это клетки, которые выращивали in vitro в среде, не содержа-
щей «Альвостаз». МТТ-тест показал, что только 10‒15 % фибробластов жизнеспособны в при-
сутствии концентрированных форм вытяжки «Альвостаз» в разведении ×1, ×2 и ×4. Как видно  
из рис. 3, начиная с разведения вытяжки ×8 клетки демонстрируют стабильную жизнеспособ-
ность в пределах 90 %. 

Таким образом, в рамках второго этапа исследований стимуляцию триггером воспаления 
TNF-α (5 нг/мл) проводили при серийных разведениях вытяжки ЛП «Альвостаз» от ×8 до ×64, 
при которых клетки демонстрируют стабильную жизнеспособность в пределах 90 %.

Рис. 2. Продукция МСР-1 в ответ на стимуляцию триггером воспаления ТНФ-α.  
Концентрация МСР-1 в культуральной среде первичной культуры клеток фибробластов  
увеличивалась пропорционально увеличению концентрации TNF-α (0,2–200 нг/мл).  
Контрольные фибробласты (0 нг/мл ТНФ) продуцировали 18,27 ± 1,66 пг/мл МСР-1

Fig. 2. MCP-1 in response to stimulation by the TNF-α inflammatory trigger.  
The concentration of MCP-1 in the culture medium of the primary fibroblast cell culture increased  

in proportion to the increase in TNF-α concentration (0.2–200 ng/ml).  
Control fibroblasts (0 ng/ml TNF) produced 18.27 ± 1.66 pg/ml MCP-1

Рис. 3. Жизнеспособность дермальных фибробластов человека в присутствии вытяжки  
ЛП «Альвостаз» (МТТ-тест)

Fig. 3. Viability of human dermal fibroblasts in the presence of an extract of “Alvostaz” (MTT test)
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Влияние ЛП «Альвостаз» на продукцию ИЛ-6 фибробластами человека. Нестимулирован-
ные фибробласты демонстрируют отсутствие продукции цитокина ИЛ-6. Уменьшение концен-
траций ЛП «Альвостаз» в культуральной среде коррелирует с уменьшением продукции ИЛ-6  
TNF-α-стимулированными фибробластами (рис. 4).

ИЛ-6 – цитокин плейотропного действия, участвующий не только в воспалительных реак-
циях на инфекцию, но и в регуляции обменных и регенеративных процессов [12]. Плейотропные 
биологические эффекты ИЛ-6 определяются уникальной сигнальной системой, включающей 
ИЛ-6-рецепторы (мембранный аналог IL-6R или цитоплазматический аналог sIL-6R) и сигналь-
ные молекулы gp130 (см. рис. 1). При классической передаче сигналов ИЛ-6 стимулирует клетки-
мишени через мембранно-связанный рецептор интерлейкина-6 (IL-6R), который экспрессирует-
ся только на некоторых клетках (макрофаги, нейтрофилы и др.). В кровяном русле и некоторых 
тканях присутствует растворимая (s) форма ‒ sIL-6R, которая в комбинации с ИЛ-6 активирует 
транс-сигнальную активацию посредством связывания с рецептором gp130, который присут-
ствует практически на всех клетках организма человека. Полагают, что транс-сигнализация 
в большей степени определяет патогенные эффекты ИЛ-6, чем классическая сигнализация [13].

Наши данные, к сожалению, не позволяют определить, какой из сигнальных каскадов ‒ клас-
сический или транс-сигнальный ‒ активируется в альвеолярном пространстве в присутствии 
ЛП «Альвостаз». Учитывая результаты клинических исследований, можно предположить, что на-
личие «Альвостаза» в альвеолярном пространстве приводит к активации ИЛ-6 классического 
каскада сигнальных реакций, которые опосредуют противоспалительное и регенеративное дей-
ствие препарата.

Влияние ЛП «Альвостаз» на продукцию МСР-1 фибробластами человека. Не стимулирован-
ные триггером воспаления фибробласты демонстрируют низкий конститутивный уровень про- 
дукции хемокина МСР-1. Однако в присутствии TNF-α продукция МСР-1 резко возрастает.  
Высокие дозы (×8) ЛП «Альвостаз» полностью ингибируют продукцию МСР-1 до уровня про-
дукции контрольными нестимулированными фибробластами. Уменьшение ЛП «Альвостаз» 
(×8, ×16, ×32, ×64) в культуральной среде приводит к дозозависимому увеличению синтеза  
МСР-1 (рис. 5).

Рис. 4. ИФА-анализ ИЛ-6 в культуральной среде нестимулированных фибробластов (без TNF-α) и фибробластов, 
стимулированных триггером воспаления TNF-α (+TNF-α). Концентрация ИЛ-6 в культуральной среде 
фибробластов меняется в зависимости от степени разбавления вытяжки (разведения ×8, ×16, ×32, ×64). 

С уменьшением дозы ЛП «Альвостаз» происходит уменьшение синтеза ИЛ-6, что указывает  
на корреляцию синтеза ИЛ-6 с наличием ЛП «Альвостаз»

Fig. 4. ELISA analysis of IL-6 in a culture medium of unstimulated fibroblasts (without TNF-α)  
and stimulated by the inflammatory trigger TNF-α (+TNF-α). The concentration of IL-6 in the fibroblast culture medium 

varies depending on the degree of dilution of the extract (8, ×16, ×32, ×64 dilutions). With a decrease in the dose  
of “Alvostaz”, IL-6 synthesis decreases, which indicates a correlation of IL-6 synthesis with the presence of “Alvostaz”




