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АННОТАЦИЯ
Введение. Табакокурение является важной медицинской проблемой, так как оказывает существенное влияние 

на развитие и прогрессирование хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ) . Компоненты табачного дыма 
могут инициировать и поддерживать локальное и системное воспаление с участием моноцитов и макрофагов .

Цель. Изучить молекулярные механизмы, связанные с воздействием сигаретного дыма на сигнальные пути 
врожденной иммунной системы в моноцитах периферической крови .

Материалы и методы. С помощью методов in silico анализа были идентифицированы гены, связанные 
с воздействием табачного дыма . На основе полученных данных для исследования in vitro была создана клеточная 
модель воспаления с использованием экстракта сигаретного дыма и моноцитов периферической крови, выделенных 
методом иммуномагнитной сепарации . Был применен набор для иммуноферментного анализа (ELISA) с целью 
измерения концентрации фактора некроза опухоли-α (TNF-α), интерлейкина-1бета (IL-1β) в супернатантах клеток 
и Толл-подобного рецептора 4 (TLR4), АТФ-связывающего кассетного транспортера А1 (ABCA1) в гомогенатах 
клеточных мембран нативных моноцитов и моноцитов, подвергнутых воздействию 4% экстракта сигаретного дыма . 
Эти данные сравнивались с уровнями TNF-α, IL-1β, TLR4 и ABCA1 в моноцитах периферической крови пациентов 
с ХОБЛ с фенотипом частых обострений и облитерирующим атеросклерозом артерий нижних конечностей (ОААНК) . 
Статистическая обработка и визуализация данных проводились с использованием программного обеспечения 
MedCalc 20 .1 .4 и R (версия 4 .2 .2) .

Результаты. Табачный дым связан с сигнальными путями TLR4, TNF-α и обменом липидов . Экстракт 
сигаретного дыма повышал экспрессию провоспалительных цитокинов TNF-α и IL-1β в супернатантах клеток, 
повышал уровень TLR4 и снижал уровень ABCA1 в плазматических мембранах моноцитов периферической крови . 
У пациентов с ХОБЛ с фенотипом частых обострений и ОААНК показаны повышение уровней провоспалительных 
цитокинов TNF-α и IL-1β в супернатантах клеток, повышение уровня TLR4 и снижение уровня ABCA1 в плазматических 
мембранах моноцитов периферической крови по сравнению с нативными моноцитами здоровых людей .

Заключение. Сигаретный дым способствует усилению продукции провоспалительных цитокинов TNF-α 
и IL-1β, увеличению уровней белка TLR4 и снижению количества транспортера ABCA1 в мембранах моноцитов 
периферической крови . Это может частично объяснить причину влияния сигаретного дыма на развитие заболеваний 
легких и сердечно-сосудистой системы . ХОБЛ с фенотипом частых обострений и ОААНК характеризуются усилением 
воспаления с участием моноцитов .
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ABSTRACT
INTRODUCTION: Tobacco smoking is an important medical problem since it has a significant impact on the 

development and progression of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) . The components of tobacco smoke can 
initiate and support local and systemic inflammation with participation of monocytes and macrophages .

AIM: To study molecular mechanisms associated with the impact of cigarette smoke on signaling pathways of the 
innate immune system in monocytes of peripheral blood .

MATERIALS AND METHODS: The methods of in silico analysis was used to identify genes associated with the impact 
of tobacco smoke . On the basis of the data obtained, a cellular model of inflammation was created in vitro using tobacco 
smoke extract and monocytes of peripheral blood isolated by immunomagnetic separation . An enzyme-linked immunoassay 
(ELISA) kit was used to measure the concentration of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) in cell 
supernatants, and of Toll-like receptor 4 (TLR4), ATP-binding cassette A1 (ABCA1) in homogenates of cell membranes 
of native monocytes and monocytes exposed to 4% tobacco smoke extract . These data were compared with the levels 
of TNF-α, IL-1β, TLR4 and ABCA1 in monocytes of peripheral blood of patients with COPD with frequent exacerbation 
phenotype and with obliterating atherosclerosis of lower limb arteries (OALLA) . For statistical processing and visualization 
of the data, MedCalc 20 .1 .4 and R (version 4 .2 .2) software was used . 

RESULTS: Tobacco smoke influences TLR4, TNF-α signaling pathways and lipid metabolism . Cigarette smoke extract 
enhanced the expression of proinflammatory cytokines TNF-α and IL-1β in cell supernatants, increased the level of TLR4 
and decreased that of ABCA1 in plasmolemma of monocytes of peripheral blood . In patients with COPD with frequent 
exacerbation phenotype and with OALLA, there were shown increase in the levels of proinflammatory TNF-α and IL-1β 
cytokines in cell supernatants, increase in the level of TLR4 and reduction of the level of ABCA1 in plasmolemma of 
monocytes of peripheral blood compared to native monocytes of healthy individuals .

CONCLUSION: Cigarette smoke enhances the production of proinflammatory TNF-α and IL-1β cytokines, increases the 
levels of TLR4 protein and reduces the amount of ABCA1 transporter in membranes of monocytes of peripheral blood . This 
may partially explain the cause of the influence of cigarette smoke on development of the pulmonary and cardiovascular 
diseases . COPD with frequent exacerbation phenotype and OALLA are characterized by enhancement of inflammation with 
participation of monocytes .
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ВВЕДЕНИЕ
Курение табака признается глобальной проблемой 

современного человечества из-за его высокой распро-
страненности и участия в развитии многих заболева-
ний, таких, например, как хроническая обструктивная 
болезнь легких (ХОБЛ) . ХОБЛ входит в число ключевых 
причин заболеваемости, нетрудоспособности и смерт-
ности, причем эти показатели на сегодняшний день 
не имеют тенденций к снижению, что усиливает вни-
мание к проблеме . Важно отметить, что ХОБЛ редко 
протекает изолированно, особенно среди пациентов 
старших возрастных групп, а часто ассоциируется с ря-
дом коморбидных патологий, таких как атеросклеро-
тические сердечно-сосудистые заболевания (АССЗ), 
которые вносят весомый вклад в характер течения 
ХОБЛ и ее прогноз . Считается, что ХОБЛ имеет множе-
ственные перекрестные связи с АССЗ, среди которых 
ведущая роль отводится системному воспалению [1] . 
При этом курение рассматривается в качестве ключево-
го фактора риска ХОБЛ, тогда как раннее прекращение 
курения считается эффективной терапевтической стра-
тегией, которая может уменьшить локальное и систем-
ное воспаление .

Сигаретный дым (СД) содержит несколько тысяч 
химических веществ, в том числе окислителей и сво-
бодных радикалов, высокое содержание которых мо-
жет превышать механизмы антиоксидантной защиты 

организма . СД оказывает многогранное негативное 
влияние, вызывая развитие окислительного стресса, 
воспаления и нарушения метаболических процессов 
не только в легких, но и на системном уровне .

Растущее число доказательств свидетельству-
ет о важной роли нарушений врожденной иммунной 
системы в развитии и прогрессировании как ХОБЛ, 
так и атеросклероза . Врожденная иммунная система 
использует множество разнообразных механизмов, 
в которых участвуют различные клетки, такие как ма-
крофаги . Курение табака рассматривается как важный 
фактор, способствующий активации и поддержанию 
воспаления с участием макрофагов, которые активно 
вовлечены в патогенез как ХОБЛ, так и АССЗ [2] . Моно-
циты, которые являются предшественниками макрофа-
гов, характеризуются различной иммунометаболиче-
ской поляризацией, что может иметь значение для их 
последующей роли в воспалении [3] .

Важный иммунный механизм, в котором участву-
ет СД, связан с активацией рецепторов врожденной 
иммунной системы, таких как толл-подобные рецеп-
торы (англ .: toll-like receptor 4, TLR4) . TLR4, наиболее 
известный представитель этого семейства рецепторов, 
распознает липополисахариды (ЛПС) клеточной стенки 
грамотрицательных бактерий, а в легких может акти-
вироваться либо ЛПС, либо экзогенными окислителя-
ми и, следовательно, модулировать воспалительные 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
АССЗ — атеросклеротические сердечно-сосудистые заболевания
ДИ — доверительный интервал
КВВ — конденсат выдыхаемого воздуха 
ЛПНП — липопротеины низкой плотности 
ЛПС — липополисахарид 
ОААНК — облитерирующий атеросклероз артерий нижних конечностей 
ОФВ1 — объем форсированного выдоха за первую секунду
СД — сигаретный дым
ФЖЕЛ — форсированная жизненная емкость легких 
ХОБЛ — хроническая обструктивная болезнь легких
ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота
ABCA1 — ATP binding cassette subfamily A member 1 (АТФ-связывающий  
кассетный транспортер А1)
CD — cluster of differentiation (кластер дифференцировки)
CSE — cigarette smoke extract (экстракт сигаретного дыма)
CTD — Comparative Toxicogenomics Database (База данных сравни-
тельной токсикогеномики)
FDR — false discovery rate (частота ложных обнаружений)
GEO — the gene expression omnibus database (база данных по экспрессии  
генов)
GO — gene ontology (генная онтология)
GOLD — Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (Глобальная  
инициатива против хронической обструктивной болезни легких)

HIF-1 — hypoxia-inducible factor-1 (фактор, индуцируемый гипоксией-1)
IL-1β — Interleukin-1β (интерлейкин 1 бета)
KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Киотская энцикло-
педия генов и геномов)
NCBI — The National Center for Biotechnology Information (Национальный  
центр биотехнологической информации, США)
NF kappa B — nuclear factor kappa B (ядерный фактор каппа В)
NLRP3 — NOD-like receptor family pyrin domain-containing 3 (пириновый  
домен семейства NOD-подобных рецепторов)
NOD — nucleotide-binding oligomerization domain (нуклеотид- 
связывающий олигомеризующий домен)
PAD — peripheral artery disease (периферический атеросклероз)
PPI — protein-protein Interaction (белок-белковые взаимодействия)
STRING — search tool for the retrieval of interacting genes database  
(поисковый инструмент для извлечения базы данных взаимодей-
ствующих генов)
TF-IDF — term frequency — inverse document frequency (частота  
термина и обратная частота документа) 
TLR4 — toll-like receptor 4 (толл-подобный рецептор 4)
TNF — tumor necrosis factor (фактор некроза опухоли)
TNFα — tumor necrosis factor alpha (фактор некроза опухоли альфа)
UMAP — uniform manifold approximation and projection (аппроксимация  
и проекция однородного многообразия)
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реакции . Компоненты СД, включающие ЛПС, также 
способны активировать TLR4 и его нижестоящие сиг-
нальные пути, способствующие выработке цитоки-
нов . Сигнальный путь TLR4 рассматривается как один 
из ключевых механизмов активации и поддержания 
воспаления в дыхательных путях при ХОБЛ [4] . 

Помимо активации TLR4, СД способствует актива-
ции сигнальных путей нуклеотид-связывающий оли-
гомеризующий домен-подобных рецепторов (англ .: 
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor 
family pyrin domain-containing 3, NLRP3) . NLRP3 ин-
фламмасома представляет собой большой молекуляр-
ный белковый комплекс, который действует как плат-
форма для созревания провоспалительных цитокинов,  
в т . ч . интерлейкина 1β (англ .: Interleukin-1β, IL-1β) . 
IL-1β играет важную роль в развитии ХОБЛ и атеро-
склероза . IL-1β участвует в развитии эмфиземы на-
ряду с фактором некроза опухоли альфа (англ .: tumor 
necrosis factor alpha, TNF-α), который является еще 
одним важным для ХОБЛ цитокином [5] . Уровни TNF-α 
повышаются в сыворотке крови курильщиков по срав-
нению с некурящими, что свидетельствует о важной 
провоспалительной роли TNF-α [6] .

Еще одним провоспалительным механизмом, в ко-
тором участвует табачный дым, является модификация 
липидного состава плазматических мембран клеток, 
в т . ч . макрофагов [7] . В этой связи необходимо отме-
тить, что функция мембранных белков, к числу которых 
относится TLR4, связана с липидным составом плазма-
тических мембран макрофагов . Эти и другие данные 
усиливают понимание значимости перекрестных свя-
зей между липидтранспортными механизмами и врож-
денной иммунной системой в миелоидных клетках . 
АТФ-связывающий кассетный транспортер А1 (англ .: 
ATP binding cassette subfamily A member 1, ABCA1) явля-
ется важным участником этих связей, за счет его роли 
в экспорте холестерина из клетки, что влияет на мем-
бранную локализацию и активацию пути TLR4 [8] . Та-
ким образом, курение является важным механизмом 
инициализации и поддержания воспаления с помощью 
нескольких механизмов . 

Цель ― изучить молекулярные механизмы, свя-
занные с воздействием сигаретного дыма на сигналь-
ные пути врожденной иммунной системы в моноцитах 
периферической крови .

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Идентификация воспалительных сигнальных 

путей, связанных с курением. Целевые белки для ис-
следования влияния СД были идентифицированы с ис-
пользованием Базы данных сравнительной токсикоге-
номики (англ .: Сomparative Toxicogenomics Database, 
CTD) . Полученные из базы данных гены были проана-
лизированы путем построения сети белок-белковых 

взаимодействий с помощью поискового инструмента 
для извлечения базы данных взаимодействующих 
генов STRING версия 11 .5, которые анализировались 
с помощью Cytoscape версия 3 .9 .1 и плагинов Network 
Analyzer и cytoHubba с использованием алгоритма то-
пологического анализа Maximal Clique Centrality . Ана-
лиз функционального обогащения наиболее значи-
мых генов проведен с использованием инструментов 
ShinyGO и Enrichr .

Характеристика пациентов. Исследование про-
ведено на моноцитах периферической крови, полу-
ченных от 10 здоровых добровольцев и 10 пациентов 
с ХОБЛ с фенотипом частых обострений и ОААНК . Диа-
гноз ХОБЛ устанавливался в соответствии с критериями 
глобальной инициативы против хронической обструк-
тивной болезни легких (англ .: Global Initiative for Chronic 
Obstructive Lung Disease, GOLD) на основании спироме-
трических данных . Облитерирующий атеросклероз ар-
терий нижних конечностей (ОААНК) был подтверждён 
данными клинического и ультразвукового исследова-
ния (аппарат Accuvix V10 Medison, Южная Корея) и соот-
ветствовал стадии IIБ по классификации А . В . Покров-
ского–Фонтейна, что являлось критерием включения 
в исследование . В исследование включались только 
лица мужского пола для того, чтобы нивелировать 
влияние на результаты исследования гендерных раз-
личий в ответе иммунной системы при воздействии 
экстракта СД . 

В исследование не включались пациенты, име-
ющие острые инфекционные заболевания, почечную 
и печеночную недостаточность, онкологические за-
болевания, бронхиальную астму, осуществляющие по-
стоянный прием противовоспалительных средств, в т .ч . 
системных глюкокортикостероидов . 

Критериями включения в группу здорового кон-
троля являлись:

- отсутствие бронхообструктивных заболеваний;
- отсутствие клинически манифестированных форм 

атеросклероза любой локализации .
Демографические и клинико-функциональные 

характеристики здоровых лиц из контрольной группы 
и пациентов с ХОБЛ и ОААНК приведены в таблице 1 . 
Пациенты из обеих групп имели сопоставимый возраст 
(p > 0,05) . В то время как здоровые лица не курили ра-
нее, пациенты с ХОБЛ имели стаж курения 37,6 (95% 
доверительный интервал (ДИ) 32,1; 43,1) пачек-лет 
и продолжали курить на момент включения в иссле-
дование .

Обострениями ХОБЛ считались усиление двух 
и более основных симптомов, таких как одышка, гной-
ность мокроты, объем мокроты или ухудшение любого 
одного основного симптома, появление дополнитель-
ного симптома (боль в горле, выделения из носа и/
или заложенность носа, лихорадка без других причин, 
кашель или хрипы) в течение ≥ 2 последовательных 
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Таблица 1. Характеристика групп пациентов, включенных в исследование

Параметры Здоровые
Пациенты с хронической обструктивной болезнью 

легких и облитерирующим атеросклерозом  
артерий нижних конечностей

n 10 10

Возраст, лет 62,6 (95% ДИ 60,07; 65,13) 63,4 (95% ДИ 59,32; 67,48)

Индекс массы тела, кг/м2 27,02 (95% ДИ 25,67; 28,38) 27,19 (95% ДИ 24,37; 30,01)

Стадия хронической обструктивной 
болезни легких

нет 3,0 (95% ДИ 2,42; 3,58)

Индекс пачек-лет 0 37,6 (95% ДИ 32,1; 43,1)

Объем форсированного выдоха за 
первую секунду, % от должных

98,35 (95% ДИ 96,98; 99,71) 44,23 (95% ДИ 34,33; 54,13)

дней . В соответствии с клиническими рекомендациями 
по ХОБЛ, одобренными Научно-практическим Советом 
Минздрава России, частыми считаются обострения, ко-
торые отмечаются ≥ 2 в год . В текущем исследовании 
пациенты с ХОБЛ и ОААНК имели ≥ 3 обострений в год 
(среднее число обострений составило 3,1 (95% ДИ 2,96; 
3,24) в год) .

Клиническое обследование пациентов и лиц 
из группы контроля включало проведение спирометрии 
на спирометре MIR SPIROLAB I (Medical International 
Research, Италия) . При этом рассчитывались должные 
значения объема форсированного выдоха за первую 
секунду (ОФВ1) с учетом пола, возраста, роста и этни-
ческих групп . 

При включении в исследование обязательным ус-
ловием было добровольное информированное согла-
сие на участие в исследовании . Исследование было 
одобрено Локальным этическим комитетом Рязанского 
государственного медицинского университета имени 
академика И . П . Павлова (Протокол № 12 от 10 .06 .2020) .

Получение клеток и ход эксперимента. Моно-
циты были получены из периферической крови, кото-
рая забиралась из локтевой вены с использованием 
стерильных вакуумных пробирок (Еламед, Россия), со-
держащих этилендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА) . 
Моноциты выделялись методом бесколоночной имму-
номагнитной сепарации с помощью EasySep (Stemcell 
Technologies Inc ., Канада) . Для этой цели использовался 
набор EasySep™ для выделения CD14+CD16- моноцитов 
(Stemcell Technologies Inc ., Канада) . Полученные моно-
циты помещались в стерильные 96-луночные план-
шеты для клеточных культур и инкубировались в СО2-
инкубаторе WS-189C (World Science, Корея) при 100% 
влажности и 37°С в течение 24 ч в среде DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium, модифицированная 
по способу Дульбекко среда Игла) с высоким содержа-
нием глюкозы (4500 мг/л) с добавлением L-глутамина 
(4 мМ), 15% эмбриональной бычьей сыворотки, 100 ед ./

мл и 100 мкг/мл пенициллина и стрептомицина (Sigma-
Aldrich, США) .

Первая часть исследования предполагала разде-
ление моноцитов, полученных от здоровых доброволь-
цев на 2 экспериментальные группы, одну из которых 
подвергали воздействию экстракта СД в течение 24 ч 
(группа экстракта СД) и интактную группу моноцитов 
(группа контроля), которую инкубировали без внешних 
воздействий (рис . 1) .

Вторая часть исследования предполагала полу-
чение моноцитов от пациентов с ХОБЛ с фенотипом 
частых обострений и ОААНК . Выделенные моноциты 
инкубировали в течение 24 ч без внешних воздействий .

Получение экстракта СД. Экстракт СД получали 
непосредственно перед применением . Для этой цели 
сигарета устанавливалась в один конец полимерной 
трубки, другой конец которой помещался в пробирку 
с 5 мл физиологического раствора с фосфатным буфе-
ром . Из этой пробирки через другую полимерную труб-
ку откачивался воздух с помощью шприца объемом 150 
мл, что создавало тягу СД в пробирку и находящийся 
в ней физиологический раствор с фосфатным буфером . 
При необходимости повторного перемещения поршня 
шприца использовался роликовый зажим на полимер-
ной трубке . Полученный из 5 сигарет раствор считался 
100% исходным раствором, который пропорционально 
разбавляли до получения 4% раствора экстракта СД, 
использовавшегося в клеточном эксперименте . Кон-
центрацию экстракта СД рассчитывали спектрофото-
метрически, измеряя оптическую плотность при длине 
волны 320 нм (SmartSpec Plus, Bio-RAD, США) .

Иммуноферментный анализ. Высвобождение мо-
ноцитами TNF-α и IL-1β в культуральную среду опреде-
ляли количественно (пг/мл) с использованием соответ-
ствующего набора ELISA в соответствии с указаниями 
производителя набора (Cloud-Clone Corp ., Китай) . Уров-
ни TLR4 и ABCA1 определяли с помощью набора ELISA 
(нг/мл), следуя протоколу производителя (Cloud-Clone 
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Corp ., Китай) в мембранной фракции гомогената клеток, 
полученного с помощью высокоскоростной центрифуги 
(Avanti JXN-30, Beckman Coulter, США) . Для этой цели 
после окончания экспозиции клетки снимали с лунок 
планшетов раствором трипсин-ЭДТА (0,25% трипсина 
и 0,2% ЭДТА, Sigma-Aldrich, США), трижды промывали 
раствором фосфатного буфера (BioRad, США) и лизи-
ровали в NP40 Cell Lysis Buffer Thermo (Thermo Fisher 
Scientific, США) . Полученный лизат центрифугировали 
при 5000 g . Супернатант использовали для выполнения 
анализов . Количество белка в пробах анализировали 
по методу Брэдфорда (Pierce Coomassie Plus (Bradford) 
Assay Kit, ThermoFisher, США) . Все образцы исследова-
ли с соответствующими стандартами на 96-луночных 
микропланшетах с использованием планшетного имму-
ноферментного анализатора Stat Fax-2100, США .

Статистическая обработка и визуализация данных 
проводились с использованием программного обеспе-
чения MedCalc 20 .1 .4 и R (версия 4 .2 .2) . Переменные 
сравнивались с помощью t-теста Стьюдента или U-теста 
Манна–Уитни или Крускала–Уоллиса (ANOVA) после 
оценки критериев с помощью параметрических тестов . 
Критический уровень значимости p < 0,05 считался 
статистически значимым . Данные представлены с ука-
занием 95% ДИ среднего значения . При визуализации 
данных использовались значения — log10 от получен-
ных значений в соответствующих единицах измерения .

РЕЗУЛЬТАТЫ
Идентификация воспалительных сигналь-

ных путей, связанных с курением. Для идентифи-
кации воспалительных сигнальных путей, связанных 

с курением, из CTD были получены гены, которые 
связаны с табачным дымом . Были идентифицированы 
1075 генов, имеющих коэффициент взаимодействий 
≥ 5 . На основании этих данных были построены сети 
белок-белковых взаимодействий с использованием 
инструмента STRING с минимально необходимым по-
казателем взаимодействия 0,4 .

Полученные сети были проанализированы с помо-
щью Cytoscape ver . 3 .9 .1, в результате чего было иден-
тифицировано 20 наиболее значимых генов (рис . 3) . 
Далее проведен анализ их функционального обога-
щения по биологическим процессам и путям согласно 
Киотской энциклопедии генов и геномов (англ .: Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG; рис . 4) .

Как следует из рисунка 4 наиболее значимые гены, 
связанные с курением, были вовлечены в следующие 
биологические процессы: 

- процесс биосинтеза оксида азота (GO:0006809);
- клеточный ответ на липополисахарид (GO:0032496); 
- положительную регуляцию клеточной миграции 

(GO:0030335); 
- цитокин-опосредованный сигнальный путь 

(GO:0019221); 
- миграцию лейкоцитов (GO:0050900);
- ангиогенез (GO:0001525);
- воспалительный ответ (GO:0006954);
- клеточный ответ на цитокиновый стимул 

(GO:0071345); 
- ответ на липиды (GO:0033993);
- клеточный ответ на кислородсодержащие соеди-

нения (GO:1901701); 
- клеточный ответ на химический стимул (GO:0070887); 
- процессы иммунной системы (GO:0002376) . 

Рис. 1. Дизайн исследования.
Примечания: ABCA1 — ATP binding cassette subfamily A member 1 (АТФ-связывающий кассетный транспортер А1); TLR4 — Toll-like receptor 4 
(Толл-подобный рецептор 4); IL-1β — interleukin-1β (интерлейкин-1β); TNF — tumor necrosis factor (фактор некроза опухоли),  
ХОБЛ — хроническая обструктивная болезнь легких..
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Рис. 2. Сети белок-белковых взаимодействий для генов, связанных с воздействием табачного дыма.

Рис. 3. Идентифицированные наиболее значимые гены, связанные с воздействием табачного дыма.
Примечание: наиболее важные гены ранжированы следующим образом: самые важные гены выделены красным цветом, менее важные гены — 
оранжевым, еще менее важные гены — желтым.
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Рис. 4. Идентифицированные биологические процессы (BP) и сигнальные пути по Киотской энциклопедии генов и геномов (KEGG).
Примечания: TNF — tumor necrosis factor (фактор некроза опухоли), HIF-1 — hypoxia-inducible factor-1 (фактор, индуцируемый гипоксией-1), 
NF kappa B — nuclear factor kappa B (ядерный фактор каппа В), NOD — nucleotide-binding oligomerization domain (нуклеотид-связывающий 
олигомеризующий домен).

При этом наиболее значимыми KEGG путями яв-
лялись: 

- сигнальный путь толл-подобных рецепторов 
(hsa04620); 

- сигнальный путь фактора некроза опухоли (англ .: 
tumor necrosis factor, TNF) (hsa04668); 

- сигнальный путь фактора, индуцируемого гипок-
сией-1 (англ .: hypoxia-inducible factor-1, HIF-1) (hsa04066); 

- сигнальный путь NF-kappa B (hsa04064); 
- напряжение сдвига жидкости и атеросклероз 

(hsa05418);
- липиды и атеросклероз (hsa05417); 
- взаимодействие цитокинов и цитокиновых ре-

цепторов (hsa04060); 
- сигнальный путь NOD (англ .: nucleotide-binding 

oligomerization domain, нуклеотид-связывающий олиго-
меризующий домен)-подобных рецепторов (hsa04621) . 

Эти данные свидетельствуют о влиянии табачно-
го дыма на иммунные процессы и обмена липидов, 
что имеет важное значение для ХОБЛ и ее коморбид-
ного течения с атеросклерозом . 

Далее с использованием полученных данных 
из библиотеки Azimuth cell type 2021 в Enrichr были 
идентифицированы типы клеток, связанные с наиболее 

значимыми генами . Среди представленных на рисун-
ке 5 кластеров Лейдена, характеризующих различные 
типы клеток, наиболее значимыми клетками, связан-
ными с идентифицированными генами, были CD14+ 
классические моноциты (рис . 5) .

Таким образом, табачный дым связан с активацией 
многих сигнальных путей, среди которых важное значе-
ние имеют пути врожденного иммунитета . Эти данные 
позволяют включить для дальнейшего анализа TLR4, 
TNF, IL-1β и ABCA1 в классических (CD14+) моноцитах .

Влияние экстракта СД на провоспалительные 
сигнальные пути. Сравнительный анализ уровней TLR4 
в мембранной фракции моноцитов показал, что воздей-
ствие экстракта СД на моноциты способствовало ЛПС-
независимой экспрессии TLR4 (fold change = 1,4271,  
p = 0,00014) в плазматических мембранах (рис . 6) .  
Это подтверждают сведения о том, что курение может 
стимулировать активацию провоспалительного пути 
TLR4 рецептора в моноцитах/макрофагах . Сравнение 
уровней TLR4 в мембранах моноцитов пациентов с ХОБЛ 
показало, что уровни TLR4 были повышены в плазмати-
ческих мембранах моноцитов у больных ХОБЛ с феноти-
пом частых обострений в сочетании с ОААНК по срав-
нению с интактными моноцитами группы контроля  
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Рис. 5. Диаграмма c типами клеток, связанными с идентифицированными генами.
Примечание: Каждая точка на графике представляет собой термин в библиотеке. Значения частоты термина и обратной частоты документа (англ.: 
term frequency-inverse document frequency, TF-IDF) были рассчитаны для набора генов, соответствующих каждому термину, и UMAP (англ.: uniform 
manifold approximation and projection, аппроксимация и проекция однородного многообразия) был применен к полученным значениям. Термины 
построены на основе первых двух измерений UMAP. Термины окрашены в цвета автоматически определенных кластеров, вычисленных с помощью 
алгоритма Лейдена, примененного к значениям TF-IDF. Цветом выделены 10 кластеров Лейдена в соответствии с записями в библиотеке Azimuth 
cell type 2021. Более темным цветом и крупным размером показаны значительно обогащенные термины. 

(fold change = 1,3150, p < 0,005) . Данные о ЛПС-
независимой активации TLR4 при курении представ-
ляют клинический интерес, так как они могут быть 
частью некоторых звеньев в сложной цепи процессов, 
связывающих ХОБЛ и атеросклероз . В этой связи дан-
ные о повышении мембранных уровней белка TLR4 
в моноцитах при фенотипе ХОБЛ с частыми обострени-
ями и ОААНК могут свидетельствовать о более высоком 
уровне системного воспаления у этих пациентов в срав-
нении со здоровым контролем .

Сообщалось, что табачный дым активирует ряд 
внутриклеточных сигнальных путей, связанных с про-
дукцией провоспалительных цитокинов . Проведенный 
нами анализ показал, что воздействие экстракта СД 

на моноциты увеличивало продукцию TNFα (fold change 
= 1,4942, p= 0,0066) и IL1β (fold change = 1,42, p < 0,0001), 
определяемых в супернатанте моноцитов (рис . 6) . 

Эти данные свидетельствуют о важной роли СД, 
способствующего активации сигнального пути TLR 
и продукции провоспалительных цитокинов TNFα и  
IL-1β, которые вовлечены в патогенез как ХОБЛ, так 
и атеросклероза .

Влияние экстракта СД на мембранные уровни ABCA1 
и TLR4 . Проведенный дальнейший анализ показал, 
что воздействие СД приводило к снижению мембранных 
уровней ABCA1 транспортера по сравнению с контролем 
(fold change = -1,7582, p < 0,001) (рис . 7) . Были также 
показаны более низкие уровни АВСА1 в плазматических 
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мембранах макрофагов у больных ХОБЛ с фенотипом 
частых обострений в сочетании с ОААНК по сравнению 
с группой контроля (fold change = -1,8532, p < 0,005) . 

Полученные результаты соответствуют данным 
о снижении количества белка ABCA1 в макрофагах ку-
рильщиков по сравнению с некурящими [9] .

Рис. 6. График изменений уровней TLR4, TNF и IL1β до и после обработки экстрактом сигаретного дыма.
Примечания: контроль — группа контроля, экстракт СД — группа воздействия экстракта СД; данные приведены в виде — log10 от значений; 
СД — сигаретный дым, TLR4 — toll-like receptor 4 (толл-подобный рецептор 4), TNFα — tumor necrosis factor alpha (фактор некроза опухоли 
альфа), IL-1β — Interleukin-1β (интерлейкин 1 бета).

Рис. 7. График изменений относительного количества белка АВСА1 и TLR4 в плазматической мембране моноцитов в группах 
сравнения.
Примечания: экстракт СД — группа воздействия экстракта СД, ХОБЛ — группа ХОБЛ с фенотипом частых обострений в сочетании с ОААНК; 
ОААНК — облитерирующий атеросклероз артерий нижних конечностей, СД — сигаретный дым, ХОБЛ — хроническая обструктивная болезнь 
легких, ABCA1 — ATP binding cassette subfamily A member 1 (АТФ-связывающий кассетный транспортер А1), TLR4 — toll-like receptor 4 (толл-
подобный рецептор 4).
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ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании нами была проведена 

оценка молекулярных механизмов, связанных с воздей-
ствием СД на сигнальные пути врожденной иммунной 
системы в моноцитах периферической крови . На пер-
вом этапе методами биоинформационного анализа 
были идентифицированы сигнальные пути и цитоки-
ны, которые связаны с воздействием СД . Затем в опыте  
in vitro оценивалась выработка TNF-α и IL1β моноцита-
ми периферической крови, выделенными с помощью 
иммуномагнитной сепарации . В исследование включе-
ны моноциты здоровых добровольцев, которые были 
разделены на две группы: одна группа подвергалась 
24-часовому воздействию свежеприготовленного 4% 
раствора экстракта СД, а вторая группа представляла 
интактные моноциты, которые инкубировались 24 ч . 
В дополнение к этому в исследование были включе-
ны моноциты периферической крови пациентов с ХОБЛ 
с фенотипом частых обострений и ОААНК, в плазма-
тических мембранах моноцитов которых оценивалось 
количество белка АВСА1 и TLR4 .

Нами было установлено, что действие СД связа-
но с активацией провоспалительных сигнальных путей 
и нарушением липидного обмена . Эти провоспалитель-
ные сигнальные пути включали сигнальный путь Toll-
like рецепторов, сигнальный путь TNF, сигнальный путь 
NF-kappa B, сигнальный путь NOD-подобных рецепто-
ров . Также было показано, что ключевые гены, вовле-
ченные во многие из этих важных биологических про-
цессов, были связаны с классическими моноцитами . 

В опыте in vitro нами было обнаружено, что стиму-
ляция макрофагов экстрактом СД приводит к усилению 
высвобождения TNF-α и IL1β в культуральную среду, 
увеличению мембранных уровней TLR4 и уменьшению 
мембранных уровней АВСА1 . При этом в мембранной 
фракции моноцитов периферической крови пациентов 
с ХОБЛ с фенотипом частых обострений и ОААНК об-
наружены более высокие уровни TLR4 и более низкие 
уровни АВСА1 по сравнению с контролем .

Полученные результаты дополняют сведения о том, 
что курение может способствовать активации и поддер-
жанию воспаления через сигнальный путь TLR4 [10] .

Известно, что СД содержит большое количество 
различных химических веществ и является источни-
ком большого количества свободных радикалов . Воз-
действие СД вызывает окислительный стресс и влияет 
на функцию врожденной иммунной системы . Острое 
воздействие СД вызывает воспалительную реакцию, 
способствует рекрутированию нейтрофилов и макро-
фагов в дыхательные пути [11, 12] . Моноциты и диф-
ференцирующиеся из них макрофаги играют важную 
роль в патогенезе заболеваний, связанных с курением, 
таких как ХОБЛ, а также участвуют в развитии атеро-
склеротических сердечно-сосудистых заболеваний [13, 

14] . При этом макрофаги вовлечены во все стадии про-
грессирования атеросклеротического поражения .

Предыдущие исследования показали, что острая 
реакция моноцитов на СД характеризуется воспали-
тельной реакцией с участием сигнального пути TLR 
[8, 15, 16] . Поэтому мы предположили, что СД будет 
восприниматься моноцитами как провоспалительный 
стимул, приводящий к усилению продукции цитокинов, 
таких как TNFα и IL-1β . Известно, что TNFα является 
провоспалительным цитокином, который считается 
ключевым медиатором воспаления и играет важную 
роль как в иммунной защите организма, так и патоге-
незе ряда хронических заболеваний [17, 18] . Считает-
ся, что повышенные уровни TNFα могут быть связаны 
с саркопенией и мышечной слабостью у пациентов 
с ХОБЛ [19] . Ранее было показано, что уровни TNFα 
в сыворотке крови были значительно выше в группе ку-
рильщиков по сравнению с группой некурящих и были 
связаны с количеством выкуриваемых сигарет в день 
[6] . Исследования in vitro показали, что конденсат СД 
стимулирует моноциты к экспрессии TNF-α [15] .

IL-1β, который представляет собой типичный ци-
токин врожденного иммунитета, участвует в инициа-
ции и поддержании воспаления и является ключевым 
медиатором нейтрофильного воспаления дыхательных 
путей при ХОБЛ [20, 21] . Было показано, что уровни IL-1β 
значительно повышены в эпителиальных клетках малых 
дыхательных путей при ХОБЛ . Кроме того, уровни IL-1β 
в жидкости бронхоальвеолярного лаважа повышаются 
у курильщиков по сравнению с некурящими [22] . Не-
обходимо отметить, что IL-1β также является важным 
участником развития атеросклероза, где он способствует 
повышенной экспрессии факторов адгезии и хемокинов .

Перекрестные связи липидтранспортной функции 
АВСА1 и врожденной иммунной системы вызывают 
растущий интерес [8] . Снижение экспрессии и функ-
циональной активности АВСА1 приводит к активации 
механизмов врожденной иммунной системы через пе-
регрузку макрофагов холестерином и изменению ла-
теральной липидной организации плазматической 
мембраны и, соответственно, функции локализованных 
в ней рецепторов, таких как TLR4 . Ранее было показано, 
что уровни белка АВСА1 снижались в макрофагах па-
циентов с атеросклерозом, что может приводить к на-
рушению их липидтранспортной функции [23] . Кроме 
того, в предыдущих исследованиях было показано, 
что уровень экспрессии ABCA1 был ниже в макрофагах 
у курильщиков (как с ишемической болезнью сердца, 
так и без нее), чем у некурящих [9] . Эти результаты по-
казывают, что длительное курение сигарет нарушает 
отток холестерина из макрофагов, опосредованный 
ABCA1 . Это имеет большое клиническое значение, 
обеспечивая связь с сигнальным путем TLR4, который 
является одним из наиболее известных рецепторов 
врожденной иммунной системы . 
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Уровни экспрессии матричной рибонуклеиновой 
кислоты TLR4 в мононуклеарных клетках перифериче-
ской крови были выше у курильщиков, чем у некуря-
щих . Однако эти уровни снижались через 2 мес . после 
прекращения курения [15] . Кроме того, стимуляция ма-
крофагов, происходящих из моноцитов человека, сре-
дой с экстрактом СД приводит к активации NF kappa B 
через путь TLR4 [4] . Кроме того, TLR4 опосредует продук-
цию интерлейкина 8 в макрофагах при курении, что обе-
спечивает рекрутирование новых иммунных клеток [4] .

Полученные в текущем исследовании данные уси-
ливают понимание роли курения в активации иммун-
ных механизмов с участием моноцитов периферической 
крови, что имеет важное клиническое значение . Эти 
данные дополняют понимание механизмов коморбид-
ных связей между ХОБЛ и атеросклерозом при курении .

Необходимо отметить, что текущее исследование 
имеет некоторые ограничения, такие как небольшая 
выборка пациентов, а также ограниченность целей 
для анализа . Перспективными направлениями будущих 
исследований является оценка механизмов вовлечения 
врожденной иммунной системы в клинически гетеро-
генное течение ХОБЛ, а также связи этих механизмов 
с тяжестью ХОБЛ и ОААНК . Кроме того, представля-
ют интерес данные о характере изменений иммунных 
механизмов при прекращении курения . Оценка кли-
нического значения полученных данных также пред-
ставляется перспективным направлением будущих 
исследований . Таким образом, текущее исследование 
позволило идентифицировать молекулярные механиз-
мы влияния СД на сигнальные пути врожденной им-
мунной системы в моноцитах периферической крови, 
вовлеченных в патогенез ХОБЛ и ОААНК, такие как путь 
TLR4 рецептора, IL-1β и TNF-α, а также АВСА1, играю-
щий важную роль в перекрестных связях метаболизма 
и врожденного иммунитета .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, сигаретный дым участвует в актива-

ции провоспалительных иммунных механизмов, что мо-
жет иметь значение для развития хронической обструк-
тивной болезни легких и атеросклероза . Полученные 
данные дополняют сведения о механизмах участия си-
гаретного дыма в качестве важного фактора риска хро-
нических заболеваний .
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