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(57) Изобретение относится к области медицины и фармации, а именно к способу лабораторного
определения возможности повышения чувствительности мононуклеарных клеток крови пациентов
с хронической обструктивной болезнью легких к глюкокортикоидам, включающему добавление
к одной пробе мононуклеарных клеток крови глюкокортикоида будесонида в концентрации 10
нМ, а к другой пробе мононуклеарных клеток крови комбинации будесонида в концентрации
10 нМ с трициклическим антидепрессантом нортриптилином в концентрации 10 мкМ,
с последующим определением концентрации провоспалительных цитокинов в клеточных
супернатантах, оценкой продукции цитокинов и экспрессии маркеров стероидорезистентности в
Т-хелперах и цитотоксических Т-лимфоцитах, анализом процента мигрирующих лимфоцитов и
сравнением между собой показателей, полученных в двух пробах.
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Изобретение относится к области медицины и фармации, а именно к способу лабораторного опре-

деления возможности повышения чувствительности мононуклеарных клеток крови пациентов с хрони-

ческой обструктивной болезнью легких (ХОБЛ) к глюкокортикоидам, заключающемуся в инкубации 

мононуклеарных клеток периферической крови с глюкокортикоидом будесонидом совместно с лекарст-

венным средством нортриптилин. 

Настоящее изобретение предусматривает повышение чувствительности мононуклеарных клеток 

крови пациентов с ХОБЛ к глюкокортикоидам, что достигается путем сочетанного использования глю-

кокортикоида будесонида в концентрации 10 нМ с трициклическим антидепрессантом нортриптилином в 

концентрации 10 мкМ. Добавление к культуре клеток крови одновременно двух лекарственных средств 

позволяет снизить продукцию провоспалительных цитокинов в мононуклеарных клетках перифериче-

ской крови и миграцию лимфоцитов крови к хемокинам CCL5 и CXCL10, изменить экспрессию молекул, 

вовлеченных в развитие стероидорезистентности (глюкокортикоидного рецептора β, фактора, ингиби-

рующего миграцию макрофагов (ФИММ), гистон деацетилазы 2, фосфорилированной р38 митоген-

активируемой протеинкиназы), в лимфоцитах крови пациентов с ХОБЛ. 

Известно лекарственное средство теофиллин, неселективный ингибитор фосфодиэстераз, метилк-

сантин, обладающее бронходилатирующим (при концентрации препарата в крови 10-20 мг/л) и противо-

воспалительным (при плазменной концентрации от 1 до 5 мг/л) действием [1]. Описан способ повыше-

ния чувствительности клеток крови пациентов с ХОБЛ к глюкокортикоидам при их совместной инкуба-

ции с теофиллином в низких концентрациях [2-4]. 

Указанный способ является аналогом по отношению к заявляемому. 

Общим признаком для заявляемого способа и аналога является способность обоих лекарственных 

средств (теофиллина и нортриптилина) изменять чувствительность клеток к кортикостероидам за счет 

повышения экспрессии фермента гистон деацетилазы 2. 

Однако данный способ обладает следующими недостатками. 

Лекарственное вещество теофиллин проявляет противовоспалительные свойства и способность мо-

дулировать чувствительность клеток к кортикостероидам только при низкой концентрации. Кроме того, 

теофиллин имеет узкий терапевтический диапазон, при его применении часто развиваются побочные 

эффекты, в том числе тогда, когда его уровень в плазме крови пациента с ХОБЛ находится в пределах 

терапевтического диапазона. Побочные эффекты, связанные с применением пациентами с ХОБЛ тео-

филлина, включают головную боль, тошноту, рвоту, диарею, беспокойство, нервозность, бессонницу и 

желудочно-кишечные расстройства. Менее распространены, но более опасны для здоровья повышенный 

риск развития сердечных аритмий и судорог [5]. 

Известен способ преодоления резистентности к кортикостероидам, заключающийся в использова-

нии макролида/фторкетолида солитромицина [6]. 

Общим признаком для заявляемого способа и аналога является способность обоих лекарственных 

средств (солитромицина и нортриптилина) восстанавливать чувствительность мононуклеарных клеток 

крови пациента с ХОБЛ к кортикостероидам, оцененную по продукции интерлейкина 8 (ИЛ-8). 

Однако данный способ обладает следующими недостатками. 

В ходе клинических испытаний солитромицина для лечения внебольничной бактериальной пнев-

монии обнаружено более частое бессимптомное повышение уровня аланиновой трансаминазы (АЛТ) и 

аспарагиновой трансаминазы (ACT) в 3 и в 5 раз выше верхнего предела нормы у пациентов, принимав-

ших солитромицин, по сравнению с теми, кто принимал моксифлоксацин. Почти треть пациентов, полу-

чавших солитромицин внутривенно, испытывали реакции в месте инфузии. Такие результаты не позво-

лили Управлению по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США (The 

United States Food and Drug Administration), одобрить использование солитромицина, заключив, что риск 

гепатотоксичности этого препарата в результате проведенных испытаний не был адекватно оценен [7]. 

Клиническое испытание 2-ой фазы, направленное на изучение противовоспалительных эффектов солит-

ромицина при ХОБЛ, было прекращено, не достигнув заявленных целей. У всех 6 пациентов, участво-

вавших в исследовании и принимавших солитромицин, развились побочные эффекты, в том числе у од-

ного из них серьезные побочные эффекты [8]. 

Известен способ повышения чувствительности клеток крови пациентов с ХОБЛ к глюкокортикои-

дам, включающий применение рофлумиласта, ингибитора фосфодиэстеразы 4 [9, 10]. 

Указанный способ является прототипом по отношению к заявляемому. 

Общим признаком для заявляемого способа и прототипа является способность обоих лекарствен-

ных средств (нортриптилина и рофлумиласта) потенцировать действие глюкокортикоидов, приводя к 

снижению продукции ИЛ-8 в клетках периферической крови, а также их способность подавлять экспрес-

сию фактора транскрипции NF-κВ, глюкокортикоидного рецептора β, ФИММ и повышать экспрессию 

фермента гистон деацетилазы 2 [11]. 

Однако данный способ обладает следующими недостатками. 

Недостатком прототипа является большое количество побочных эффектов, развивающихся при 

применении рофлумиласта у пациентов с ХОБЛ. Наиболее частыми побочными эффектами являются 
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диарея, тошнота, снижение аппетита, потеря веса, боль в животе, нарушение сна и головная боль. Ис-

пользование рофлумиласта также может приводить к развитию бессонницы и депрессии [5]. 

Задачей настоящего изобретения является повышение чувствительности мононуклеарных клеток 

периферической крови пациентов с ХОБЛ к глюкокортикоидам путем одновременного применения глю-

кокортикоидов и трициклического антидепрессанта нортриптилина. 

Поставленная задача достигается следующим образом. 

При инкубации клеток цельной крови или мононуклеарных клеток периферической крови пациента 

с ХОБЛ в присутствии глюкокортикоида будесонида (10 нМ) одновременно с трициклическим антиде-

прессантом нортриптилином (10 мкМ) наступает потенцирование противовоспалительных эффектов 

глюкокортикоидов: снижается секреция провоспалительных цитокинов в мононуклеарных клетках кро-

ви, подавляется миграция лимфоцитов к хемокинам CCL5 и CXCL10, изменяется экспрессия молекуляр-

ных маркеров стероидорезистентности. Заявителем были проведены исследования: 

1) по определению концентрации провоспалительных цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-8, ИЛ-13, ИЛ-

17А, ИЛ-33, тимического стромального лимфопоэтина (ТСЛП), ФИММ) в супернатантах, собранных 

после инкубации мононуклеарных клеток крови пациентов с ХОБЛ с лекарственными средствами буде-

сонидом (10 нМ), нортриптилином (10 мкМ) и стимулятором клеток фитогемагглютинином (ФГА); 

2) по определению процента лимфоцитарных субпопуляций периферической крови, продуцирую-

щих цитокины (ИЛ-4, ИЛ-8, фактор некроза опухоли α (ФНОα), интерферон γ), у пациентов с ХОБЛ по-

сле инкубации клеток с нортриптилином (10 мкМ), будесонидом (10 нМ) и их стимуляции форбол-

миристат-ацетатом (ФМА) и иономицином; 

3) по определению процента лимфоцитов, мигрировавших к хемокину CCL5 (10 нМ) или CXCL10 

(10 нМ), после инкубации клеток крови с нортриптилином (10 мкМ), будесонидом (10 нМ) или их ком-

бинацией; 

4) по определению экспрессии молекулярных маркеров стероидорезистентности (глюкокортикоид-

ного рецептора β, гистон деацетилазы 2, фосфорилированной р38 митоген-активируемой протеинкиназы, 

ацетилированного гистона Н4) и фосфорилированной формы р65 NF-κВ в субпопуляциях лимфоцитов 

крови после инкубации периферической крови пациентов с ХОБЛ с нортриптилином (10 мкМ), будесо-

нидом (10 нМ) и их стимуляции ФМА и иономицином. 

Оценку эффективности способа повышения чувствительности мононуклеарных клеток крови паци-

ентов с ХОБЛ к глюкокортикоидам осуществляют путем сравнения показателя (процента клеток, экс-

прессирующих провоспалительный цитокин или молекулярный маркер стероидорезистентности; средней 

интенсивности флуоресценции молекулярного маркера стероидорезистентности; процента клеток, миг-

рировавших к хемокину; концентрации провоспалительного цитокина в супернатанте), полученного по-

сле инкубации клеток с комбинацией будесонида (10 нМ) и нортриптилина (10 мкМ), с результатами 

измерения соответствующего показателя, полученного после инкубации клеток с одним будесонидом (10 

нМ). 

Подавление продукции провоспалительных цитокинов мононуклеарными клетками перифериче-

ской крови пациентов с ХОБЛ под влиянием глюкокортикоида будесонида в концентрации 10 нМ, нор-

триптилина в концентрации 10 мкМ и их комбинации представлено в табл. 1. 

Таблица 1 

 

 
Примечание: мононуклеарные клетки крови выделяли из периферической крови пациентов с хро-

нической обструктивной болезнью легких и инкубировали с будесонидом (Буд, 10 нМ), нортриптилином 

(Нт, 10 мкМ) или их комбинацией в течение 1 ч, после чего стимулировали фитогемагглютинином (ФГА, 

10 мкг/мл). По истечении 24 ч супернатанты собирали и в них определяли концентрацию интерлейкина 4 
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(ИЛ-4), ИЛ-5, ИЛ-8, ИЛ-13, ИЛ-17А, ИЛ-33, тимического стромального лимфопоэтина (ТСЛП), фактора, 

ингибирующего миграцию макрофагов (ФИММ), методом иммуноферментного анализа. Результаты 

представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего; n=6. Оценка данных проведена методом 

однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим определением теста Тьюки: *р < 

0,05 по сравнению с контролем (клетками крови, инкубация которых проходила в отсутствии ФГА и ле-

карственных средств); #р < 0,05 по сравнению с ФГА 10 мкг/мл; ♦Р < 0,05 по сравнению с ФГА 10 мкг/мл 

+ Буд 10 нМ; 
§
р < 0,05 по сравнению с ФГА 10 мкг/мл + Нт 10 мкМ. 

Снижение процентного содержания субпопуляций лимфоцитов крови, продуцирующих провоспа-

лительные цитокины, под влиянием глюкокортикоида будесонида в концентрации 10 нМ, нортриптили-

на в концентрации 10 мкМ и их комбинации представлено в табл. 2. 

Таблица 2 

 

 
Примечание: Клетки периферической крови пациентов с хронической обструктивной болезнью 

легких инкубировали с будесонидом (Буд, 10 нМ), нортриптилином (Нт, 10 мкМ) или их комбинацией в 

течение 1 ч, после чего стимулировали форбол-миристат-ацетатом (ФМА, 50 нг/мл) и иономицином 

(Ион, 1 мкг/мл). Внутриклеточную продукцию интерлейкина 4 (ИЛ-4), ИЛ-8, интерферона γ и фактора 

некроза опухоли α (ФНОα) субпопуляциями лимфоцитов крови определяли методом проточной цито-

метрии. Результаты представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего; n=6. Оценка данных 

проведена методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим определением 

теста Тьюки: *р < 0,05 по сравнению с ФМА 50 нг/мл + Ион 1 мкг/мл; ♦P < 0,05 по сравнению с ФМА 50 

нг/мл + Ион 1 мкг/мл + Буд 10 нМ; 
§
р < 0,05 по сравнению с ФМА 50 нг/мл + Ион 1 мкг/мл + Нт 10 мкМ. 

Влияние будесонида (10 нМ), нортриптилина (10 мкМ) и их комбинации на миграцию лимфоцитов 

к хемокинам CCL5 (10 нМ) и CXCL10 (10 нМ) представлено в табл. 3. 
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Таблица 3 

 

 
Примечание: Мононуклеарные клетки периферической крови пациентов с хронической обструк-

тивной болезнью легких (n=8) инкубировали с будесонидом (Буд, 10 нМ), нортриптилином (Нт, 10 мкМ) 

или их комбинацией в течение 1 ч, после чего переносили в миграционные планшеты, содержащие хемо-

кины CCL5 (10 нМ) или CXCL10 (10 нМ). Спустя 2 ч клетки, мигрировавшие в нижние камеры планше-

та, собирали, окрашивали моноклональными антителами к CD-маркерам лимфоцитов и подсчитывали на 

проточном цитометре. Результаты представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего. Оценку 

данных проводили методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим опреде-

лением теста Тьюки: *р < 0,05 по сравнению с контролем (клетками крови, инкубация которых проходи-

ла в отсутствии лекарственных средств); ♦P < 0,05 по сравнению с Буд 10 нМ; 
§
р < 0,05 по сравнению с 

Нт 10 мкМ. 

Влияние лекарственных средств на экспрессию молекулярных маркеров стероидорезистентности в 

субпопуляциях лимфоцитов крови пациентов с ХОБЛ представлено в табл. 4. 

Таблица 4 

 

 
Примечание: Клетки периферической крови пациентов с хронической обструктивной болезнью 

легких инкубировали с будесонидом (Буд, 10 нМ), нортриптилином (Нт, 10 мкМ) или их комбинацией в 

течение 1 ч, после чего стимулировали форбол-миристат-ацетатом (ФМА, 50 нг/мл либо 250 нг/мл) и 

иономицином (Ион, 1 мкг/мл). Экспрессию глюкокортикоидного рецептора β (ГРβ), фосфорилированной 
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формы р38 митоген-активируемой протеинкиназы (ф-р38 МАПК), фосфорилированной формы р65 NF-

κВ (ф-р65 NF-κВ), гистон деацетилазы 2 (ГДА2) и ацетилированного гистона Н4 в субпопуляциях лим-

фоцитов крови определяли методом проточной цитометрии. Результаты представлены в виде среднего ± 

стандартная ошибка среднего; n=6. Статистическую оценку полученных данных проводили методом од-

нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим определением теста Тьюки: *р < 0,05 

по сравнению с ФМА + Ион; ♦Р < 0,05 по сравнению с ФМА + Ион + Буд 10 нМ; 
§
р < 0,05 по сравнению 

с ФМА + Ион + Нт 10 мкМ. 

Пример заявляемого способа 1. 

Венозную кровь у пациентов с ХОБЛ забирают утром натощак в пробирку, содержащую гепарин 

натрия в концентрации 10 ЕД/мл в качестве антикоагулянта, и доставляют в лабораторию для дальней-

шего анализа. Мононуклеарные клетки крови выделяют из периферической крови пациентов с ХОБЛ 

путем центрифугирования на градиенте плотности 1,077. Клетки ресуспендируют в концентрации 10
6
/мл 

в культуральной среде RPMI 1640, обогащенной 10% фетальной телячьей сывороткой (ФТС), 2 мМ глу-

тамина, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. 

2×10
5
 Мононуклеарных клеток периферической крови помещают в лунки 96-луночного планшета и 

культивируют в присутствии или отсутствие будесонида (10 нМ) и нортриптилина (10 мкМ) в течение 1 

ч. В последующем клетки активируют путем добавления ФГА (10 мкг/мл). По истечении суток суперна-

танты собирают и хранят при температуре -20°С. В них определяют концентрацию ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-8, 

ИЛ-13, ИЛ-17А, ИЛ-33, ТСЛП, ФИММ методом иммуноферментного анализа.  

Пример заявляемого способа 2. 

Венозную кровь у обследуемых пациентов забирают утром натощак в объеме 7 мл в пробирку, со-

держащую гепарин натрия в концентрации 10 ЕД/мл в качестве антикоагулянта, и немедленно доставля-

ют в лабораторию. В стерильных пробирках смешивают 7 мл крови с аналогичным объемом культураль-

ной среды RPMI 1640, содержащей 10% ФТС, и инкубируют с будесонидом (10 нМ), нортриптилином 

(10 мкМ) или их комбинацией в увлажненной 5% СО2/95% воздушной среде при 37°С в течение 1 ч. Кле-

точные культуры затем стимулируют с добавлением ФМА (50 нг/мл) и иономицина (1 мкг/мл) в присут-

ствии брефельдина А (10 мкг/мл) и далее инкубируют в увлажненной 5% СО2/95% воздушной среде при 

37°С. После стимуляции в течение 6 ч в пробирки вносят 100 мкл 20 мМ раствора этилендиаминтетра-

ацетата динатрия дигидрата в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) для прекращения активации клеток и 

удаления адгезированных клеток. Далее клетки отмывают и добавляют коктейль моноклональных анти-

тел, конъюгированных с флуорохромами, к поверхностным антигенам (CD45, CD3, CD4, CD8), после 

чего клетки инкубируют в течение 15 мин в темноте при комнатной температуре. Эритроциты лизируют 

путем добавления лизирующего раствора. Спустя 15 мин пробирки центрифугируют при 500g в течение 

5 мин, клетки отмывают с использованием ФСБ, содержащего 1% ФТС. После фиксации лейкоцитов 

клетки пермеабилизируют с использованием пермеабилизирующего реагента и добавляют конъюгиро-

ванные с флуорохромами моноклональные антитела к ИЛ-4, ИЛ-8, интерферону γ, ФНОα или гистон 

деацетилазе 2 на 15 мин в темноте при комнатной температуре. Затем вносят 3 мл отмывочного буфера и 

пробирки центрифугируют при 500g в течение 5 мин. После удаления супернатанта в пробирки помеща-

ют 500 мкл 1% раствора параформальдегида в ФСБ и клетки анализируют не позднее 12 ч на проточном 

цитометре. Образцы анализируют путем гейтирования лимфоцитов с использованием антител к CD45 и 

сигнала от бокового светорассеивания. 

Т-хелперы идентифицируют как CD45
+
CD3

+
CD4

+
 клетки, цитотоксические Т-лимфоциты - как 

CD45
+
CD3

+
CD8

+
 события, NK-клетки - как CD45

+
CD3

-
CD56

+
 клетки, NKT-подобные клетки - как 

CD45
+
CD3

+
CD56

+
 события. И далее определяют процентное содержание клеток, экспрессирующих ИЛ-

4, ИЛ-8, интерферон γ, ФНОα, гистон деацетилазу 2. 

Пример заявляемого способа 3. 

Венозную кровь у пациентов забирают утром натощак в объеме 15 мл в пробирку, содержащую ге-

парин натрия в концентрации 10 ЕД/мл в качестве антикоагулянта. Мононуклеарные клетки крови выде-

ляют из периферической крови путем центрифугирования на градиенте плотности 1,077. Клетки ресус-

пендируют в концентрации 1×10
6
/мл в культуральной среде RPMI 1640, обогащенной 1% ФТС. 

В стерильные пробирки помещают 1 мл клеточной суспензии и инкубируют с будесонидом (10 

нМ), нортриптилином (10 мкМ) или их комбинацией в увлажненной 5% СО2/95% воздушной среде при 

37°С. Спустя 1 ч 100 мкл клеточной суспензии (100 000 клеток) переносят в верхние камеры (съемные 

вставки) 24-луночного миграционного планшета, имеющие поры диаметром 5 мкм. В нижние камеры 

миграционного планшета помещают 600 мкл миграционного буфера, состоящего из культуральной сре-

ды RPMI 1640, обогащенной 1% ФТС и хемокинами CCL5 (10 нМ) или CXCL10 (10 нМ). В качестве не-

стимулированного контроля используют миграционный буфер, не содержащий хемокины. Далее план-

шеты инкубируют при 37°С, 5% CO2/ 95% атмосферного воздуха. По окончании 2 ч клетки, мигриро-

вавшие в нижнюю камеру, собирают, отмывают при помощи ФСБ (условия центрифугирования: 500g, 5 

мин, комнатная температура) и ресуспендируют в ФСБ. Добавляют коктейль конъюгированных с флуо-

рохромами моноклональных антител, состоящий из CD3/CD19/CD4/CD56/CD8/CD45, после чего клетки 
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инкубируют в темноте в течение 20 мин при температуре 4°С. Далее клетки отмывают при помощи 3 мл 

ФСБ, содержащего 0,2% бычий сывороточный альбумин, и фиксируют путем внесения в пробирки 300 

мкл 1% раствора параформальдегида. Используя проточный цитометр, настроенный на среднюю ско-

рость потока клеток, подсчитывают их количество в течение 100 с. 

Образцы анализируют, идентифицируя Т-хелперы как CD45
+
CD3

+
CD4

+
, цитотоксические Т-

лимфоциты - CD45
+
CD3

+
CD8

+
, В-лимфоциты - CD45

+
CD19

+
, NK-клетки - CD45

+
CD3

-
CD56

+
. 

Пример заявляемого способа 4. 

Венозную кровь у пациентов с ХОБЛ забирают утром натощак в пробирку, содержащую гепарин 

натрия в концентрации 10 ЕД/мл в качестве антикоагулянта, и доставляют в лабораторию для дальней-

шего анализа. Клетки цельной крови инкубируют с будесонидом (10 нМ) и нортриптилином (10 мкМ) в 

увлажненной 5% СО2/95% воздушной среде при 37°С в течение 1 ч, после чего в пробирки добавляют 

конъюгированные с флуорохромами моноклональные антитела к поверхностным антигенам CD3, CD4, 

CD8, CD56, CD45 и клетки культивируют в темноте в течение 15 мин при комнатной температуре. Далее 

клеточные культуры стимулируют путем добавления ФМА (250 нг/мл) и иономицина (1 мкг/мл) в тече-

ние 15 мин при температуре 37°С. С целью лизиса эритроцитов и фиксации лейкоцитов 200 мкл крови 

смешивают с 4 мл подогретого до 37°С лизирующего/фиксирующего буфера для фосфорилированных 

белков. Затем пробирки инкубируют в водяной бане при 37°С в течение 10 минут и центрифугируют при 

500×g в течение 5 минут. Лейкоциты однократно отмывают с помощью отмывочного буфера, пермеаби-

лизируют с использованием охлажденного до -20°С 1 мл пермеабилизирующего буфера для фосфорили-

рованных белков в течение 30 мин на льду. После двукратной промывки с ФСБ, содержащим 0,2% бы-

чий сывороточный альбумин, клетки окрашивают с использованием конъюгированных с флуорохромами 

антител к фосфорилированной р38 митоген-активируемой протеинкиназе (pT180/pY182) и фосфорили-

рованному фактору транскрипции р65 NF-κВ (pS529) в течение 1 ч в темноте при комнатной температу-

ре. В качества контроля применяют изотипические антитела. После окончательной отмывки клетки ре-

суспендируют в 500 мкл охлажденного до 4°С ФСБ, содержащего 0,2% бычий сывороточный альбумин, 

и анализируют на проточном цитометре. 

Пример заявляемого способа 5. 

Для определения экспрессии ацетилированного гистона Н4 и глюкокортикоидного рецептора β в 

субпопуляциях лимфоцитов, клетки крови стимулируют и фиксируют, а их цитоплазматическую мем-

брану пермеабилизируют, аналогично примеру заявляемого способа 2, описанному выше. В пробирки 

помещают неконъюгированные с флуорохромом моноклональные антитела к гистону Н4 (ацетил К8) и 

поликлональные антитела к глюкокортикоидному рецептору β. Затем клетки инкубируют с антителами в 

темноте при комнатной температуре в течение 15 мин, отмывают и окрашивают с помощью вторичных 

антител IgG H&L, конъюгированных с флуорохромом, в течение 15 мин в темноте при комнатной темпе-

ратуре. После окончательной отмывки клетки ресуспендируют в 1% растворе параформальдегида и ана-

лизируют с помощью метода проточной цитометрии аналогично тому, как описано в примере заявляемо-

го способа 2. 

Использование трициклического антидепрессанта нортриптилина привело к существенному усиле-

нию чувствительности мононуклеарных клеток периферической крови пациентов с ХОБЛ к глюкокорти-

коидам. При иммуноферментном анализе концентрации провоспалительных цитокинов в супернатантах, 

полученных при культивировании мононуклеарных клеток крови пациентов с ХОБЛ с нортриптилином 

и будесонидом, установлено подавление (по сравнению с одним будесонидом) секреции ИЛ-4 в 1,3 раза, 

ИЛ-5 - в 1,7 раза, ИЛ-8 - в 1,4 раза, ИЛ-13 - в 1,5 раза, ИЛ-17А - в 1,3 раза, ТСЛП - в 1,7 раза. В отличие 

от будесонида, который оказался не способен изменить концентрацию ИЛ-33 и ФИММ, комбинация ле-

карственных средств нортриптилин/будесонид снижала концентрацию этих цитокинов в клеточных су-

пернатантах. При использовании нортриптилина и будесонида происходит снижение (по сравнению с 

одним будесонидом) процентного содержания субпопуляций лимфоцитов, продуцирующих провоспали-

тельные цитокины: ИЛ-4 (в Т-хелперах, цитотоксических Т-лимфоцитах и NK-клетках - в 1,5 раза, в 

NKT-подобных клетках -в 1,7 раза), ИЛ-8 (в Т-хелперах, цитотоксических Т-лимфоцитах, NK-клетках и 

NKT-подобных клетках - в 1,6 раза), интерферона γ (в Т-хелперах и цитотоксических Т-лимфоцитах - в 

1,1 раза, в NK-клетках - в 1,3 раза, в NKT-подобных клетках - в 1,05 раза), ФНОα (в цитотоксических Т-

лимфоцитах, NK-клетках и NKT-подобных клетках - в 1,1 раза). Под влиянием сочетания нортриптилина 

и будесонида (по сравнению с одним будесонидом) также снижается миграция лимфоцитов крови к хе-

мокинам CCL5 (Т-хелперов - в 2,3 раза, цитотоксических Т-лимфоцитов - в 2,8 раза, NK-клеток - в 5,8 

раза, В-лимфоцитов - в 2,6 раза) и CXCL10 (Т-хелперов - в 2,8 раза, цитотоксических Т-лимфоцитов - в 

3,6 раза, NK-клеток - в 6,2 раза, В-лимфоцитов - в 4,3 раза). 

Установлена способность комбинации нортриптилина и будесонида влиять на ключевые звенья 

развития стероидорезистентности при ХОБЛ. Такое сочетание лекарственных средств (по сравнению с 

одним будесонидом) снижало экспрессию глюкокортикоидного рецептора β (в Т-хелперах, цитотоксиче-

ских Т-лимфоцитах, NK-клетках и NKT-подобных клетках - в 1,1 раза), фосфорилированной формы р38 

митоген-активируемой протеинкиназы (в Т-хелперах, цитотоксических Т-лимфоцитах, NK-клетках и 
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NKT-подобных клетках - в 1,1 раза), фосфорилированной формы р65 NF-κВ (в Т-хелперах - в 1,2 раза, в 

цитотоксических Т-лимфоцитах, NK-клетках и NKT-подобных клетках - в 1,1 раза). Более того, в отли-

чие от будесонида, который оказался не способен модулировать экспрессию гистон деацетилазы 2 и аце-

тилированного гистона Н4, комбинация лекарственных средств нортриптилин/будесонид изменяла экс-

прессию этих молекул. Приведенные результаты позволяют считать способ повышения чувствительно-

сти мононуклеарных клеток периферической крови пациентов с ХОБЛ к глюкокортикоидам эффектив-

ным. 

Таким образом, достигаемый технический результат предлагаемого изобретения заключается в по-

вышении чувствительности мононуклеарных клеток крови пациентов с ХОБЛ к глюкокортикоидам при 

комбинированном использовании глюкокортикоида будесонида в концентрации 10 нМ с трицикличе-

ским антидепрессантом нортриптилином в концентрации 10 мкМ. При использовании данного способа 

наступает существенное (по сравнению с одним будесонидом) ингибирование продукции провоспали-

тельных цитокинов в мононуклеарных клетках периферической крови, снижение миграции лимфоцитов 

крови к хемокинам CCL5 и CXCL10, изменение экспрессии молекул, вовлеченных в развитие стероидо-

резистентности, в лимфоцитах крови пациентов с ХОБЛ. 

Литература 

 

 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

Способ лабораторного определения возможности повышения чувствительности мононуклеарных 

клеток крови пациентов с хронической обструктивной болезнью легких (ХОБЛ) к глюкокортикоидам, 

включающий забор периферической крови у пациентов с ХОБЛ, выделение мононуклеарных клеток из 

периферической крови, доведение их концентрации до 1×10
6
/мл в культуральной среде Roswell Park 

Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), обогащенной фетальной телячьей сывороткой, затем в первой пробе 

к полученной клеточной суспензии мононуклеарных клеток добавляют будесонид в концентрации 10 нМ 

и во второй пробе к полученной клеточной суспензии мононуклеарных клеток добавляют комбинацию 

будесонида в концентрации 10 нМ с нортриптилином в концентрации 10 мкМ, после чего обе пробы ин-

кубируют в течение 1 ч, при этом осуществляют стимуляцию клеток с помощью фитогемагглютинина в 

концентрации 10 мкг/мл или форбол-миристат-ацетата в концентрации 50 нг/мл совместно с иономици-

ном в концентрации 1 мкг/мл, затем определяют концентрацию провоспалительных цитокинов интер-

лейкина 4 (ИЛ-4), ИЛ-5, ИЛ-8, ИЛ-13, ИЛ-17А, тимического стромального лимфопоэтина (ТСЛП) в кле-

точных супернатантах методом иммуноферментного анализа, а также выполняют оценку процента Т-

хелперов и цитотоксических Т-лимфоцитов периферической крови, продуцирующих цитокины ИЛ-4, 
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ИЛ-8, интерферон γ и экспрессирующих глюкокортикоидный рецептор β (ГРβ), гистон деацетилазу 2 

(ГДА2), фосфорилированную р38 митоген-активируемую протеинкиназу (ф-р38 МАПК), фосфорилиро-

ванную форму р65 NF-κВ (ф-р65 NF-κB) методом проточной цитометрии, выполняют анализ процента 

лимфоцитов, мигрировавших к хемокину CCL5 в концентрации 10 нМ или CXCL10 в концентрации 10 

нМ, после чего осуществляют сравнение вышеперечисленных лабораторных показателей, полученных 

при инкубации клеточной суспензии мононуклеарных клеток в первой пробе и второй пробе, и в случае, 

когда во второй пробе по сравнению с первой пробой выявляют статистически достоверное усиление 

подавления секреции ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-8, ИЛ-13, ИЛ-17А, ТСЛП мононуклеарными клетками перифери-

ческой крови, усиление подавления продукции ИЛ-4, ИЛ-8, интерферона γ Т-хелперами и цитотоксиче-

скими Т-лимфоцитами, усиление подавления экспрессии ГРβ и ф-р65 NF-κB в Т-хелперах и цитотокси-

ческих Т-лимфоцитах, ф-р38 МАПК в цитотоксических Т-лимфоцитах, усиление подавления миграции к 

CCL5 и CXCL10 Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов, NK клеток, В-лимфоцитов крови и повы-

шение экспрессии ГДА2 в Т-хелперах и цитотоксических Т-лимфоцитах крови пациентов с ХОБЛ, опре-

деляют повышение чувствительности мононуклеарных клеток крови пациентов с ХОБЛ к глюкокорти-

коидам. 
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