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Резюме

Цель исследования: изучить участие регуляторного цитокина — интерлейкина-2 в патогенезе НПВП-панкреатопа-
тии, индуцированной длительным приемом нимесулида с использованием иммунногистохимических методов.

Материалы и методы: исследование проводили на лабораторных животных (крысах), которым вводили нимесу-
лид пероральным способом в течение 21 дня в разных дозировках: 0,5 мг/кг (терапевтическая), 2,5 мг/кг и 5 мг/кг. 
Оценку действия препарата производили по результатам гистологического исследования ткани поджелудочной 
железы и проявлению иммунногистохимической экспрессии рецепторов интерлейкина-2 (IL-2Rα). Для выявле-
ния экспрессии рецепторов использовали маркированные антитела IL-2Rα (poly), видоспецифичные к антигенам 
тканей крысы.

Результаты: при гистологических исследованиях выявили патоморфологические изменения, характерные для 
токсического поражения поджелудочной железы. Оценка степени поражений показала выраженный дозоза-
висимый эффект. Проявление иммунногистохимической экспрессии IL-2Rα определяли полуколичественными 
методами, оценивали интенсивность окрашивания и число позитивно окрашенных клеток. Обнаружили, что 
экспрессия IL-2Rα локализуется в эндокринных островках Лангерганса. У животных экспериментальных групп, 
получавших высокие дозировки нимесулида, выявлено значительное повышение интенсивности окрашивания 
эндокринных островков, а также компонентов соединительной ткани, которое обусловлено высокой интенсив-
ностью экспрессии IL-2Rα.

Заключение: повышение экспрессии IL-2Rα, отражающее повреждение островковых клеток, может быть обуслов-
лено ухудшением трофики островков вследствие гемодинамических нарушений и дистрофических процессов 
в паренхиме железы и развитием аутоиммунного компонента воспалительного процесса.
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Summary

Objective: to study the involvement of regulatory cytokine-interleukin-2 in the pathogenesis of NSAID-pancreatopathy 
induced by prolonged intake of nimesulide, using immunohistochemical methods.

Materials and methods: the study was carried out on laboratory animals (rats) who received nimesulide by the oral route 
for 21 days at diff erent dosages: 0.5 mg / kg (therapeutic), 2.5 mg / kg and 5 mg / kg. Evaluation of the eff ect of the drug 
was made on the basis of histological examination of pancreatic tissue and manifestation of immunohistochemical expres-
sion of interleukin-2 (IL-2Rα) receptors. To identify the expression of receptors, labeled antibodies IL-2Rα (poly), species-spe-
cifi c to rat tissue antigens, were used.

Results: histological studies revealed pathomorphological changes characteristic of toxic pancreatic lesions. Assessment of 
the degree of lesions showed a pronounced dose-dependent eff ect. The manifestation of immunohistochemical expres-
sion of IL-2Rα was determined by semi-quantitative methods, the intensity of staining and the number of positively stained 
cells were evaluated. It was found that the expression of IL-2Rα is localized in the endocrine islets of Langerhans. In animals 
of experimental groups receiving high doses of nimesulide, a signifi cant increase in the intensity of staining of endocrine 
islets as well as connective tissue components was revealed, which is due to the high intensity of expression of IL-2Rα.

Conclusion: increased expression of IL-2Rα, refl ecting islet cell damage, may be due to deterioration of tissue nutrition of 
islands due to hemodynamic disorders and dystrophic processes in the parenchyma of the gland and the development of 
an autoimmune component of the infl ammatory process.

Key words: interleukin-2 receptor expression, NSAID-pancreatopathy, nimesulide

Введение

Известно, что длительный прием нестероидных 
противовоспалительных препаратов (НПВП) 
сопровождается развитием побочных эффектов 
со стороны органов пищеварительной системы. 
В современной научной литературе имеются не-
многочисленные сведения о том, что препараты 
данной группы могут провоцировать патологию 
поджелудочной железы [1–6] и являться причи-
ной острого панкреатита [7]. Данный проблема 
представляет несомненный интерес, поскольку 
НПВП часто назначаются в качестве средства для 
купирования боли при панкреатите.

На сегодняшний день патогенез НПВП-инду-
цированной панкреатопатии остается не до конца 
выясненным. Данные исследований показыва-
ют, что развитие панкреатита происходит при 
участии цитокинов. Независимо от механизма 
развития панкреатита клетки поджелудочной же-
лезы повреждаются, в них происходит активация 
ферментов, которая приводит к выбросу цитоки-
нов – интеркейкина-1β, интеркейкина-6, интер-
кейкина-8, фактора некроза опухоли α, фактора 
активации тромбоцитов; формируется местная 
и системная воспалительная реакция. Провос-
палительные цитокины индуцируют биосинтез 

центрального регуляторного цитокина – интер-
лейкина-2 [8, 9].

Интерлейкин-2 (IL-2) синтезируется Т-лимфо-
цитами в ответ на их активацию антигеном или 
лектином [10]. Действие IL-2 реализуется через его 
специфический рецептор – IL-2R (CD25); на поверх-
ности большинства клеток, в том числе Т-хелперов, 
этот рецептор появляется в ответ на иммуноген-
ный сигнал и обеспечивает пролиферацию этого 
типа клеток под действием IL-2 [11]. Эксперимен-
ты на животных позволили выявить значимость 
рецептора CD25 (IL-2R): у мышей, из кровотока 
которых были удалены клетки с фенотипом CD4+/
CD25+, развивались специфичные для тех или 
иных органов аутоиммунные заболевания [12, 13].

Целью данной работы было изучение роли ин-
терлейкина-2 в патогенезе НПВП-индуцированной 
панкреатопатии. Исследовали иммуногистохими-
ческую экспрессию рецепторов интерлейкина-2 
(IL-2Rα) в ткани поджелудочной железы с исполь-
зованием маркированных специфических антител. 
Работу выполняли на лабораторных животных 
(крысах) с моделированным поражением подже-
лудочной железы, индуцированным длительным 
применением нимесулида.

Материал и методы исследования

Эксперимент проведен в центральной научно-ис-
следовательской лаборатории Пермского госу-
дарственного медицинского университета имени 
академика Е. А. Вагнера. Исследования проводили 
на образцах ткани поджелудочной железы, по-
лученных при моделировании НПВП-индуци-
рованной панкреатопатии. Для моделирования 
использовали нелинейных белых крыс (самцы 

и самки) c массой тела 200–250 г, содержащихся 
в стандартных условиях вивария. Отбор образцов 
ткани производили у животных опытных групп, 
которым в течение 21 дня вводили нимесулид в сле-
дующих дозировках: 0,5 мг/кг (терапевтическая 
доза) (n=25), 2,5 мг/кг (n=20), 5 мг/кг (n=24). В каче-
стве контрольной группы использовали интактных 
животных (n=21).
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Эвтаназию животных производили путем пере-
резки спинного мозга под эфирным наркозом. Все 
эксперименты выполнены в соответствии с «Пра-
вилами лабораторной практики в Российской Феде-
рации» (утвержденными приказом Министерства 
здравоохранения РФ № 708 от 23 августа 2010 г.) 
и «Европейской конвенцией о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или 
в иных научных целях» от 18 марта 1986 г.

Гистологическое исследование проводили стан-
дартными методиками, срезы окрашивали гема-
токсилином и эозином. Данные, полученные при 
изучении образцов тканей от животных экспери-
ментальных групп, сравнивали с данными от ин-
тактных животных. Изучение экспрессии IL-2Rα 
проводили с использованием антител IL-2Rα (poly) 
1 ml (М-19), sc-666 (Santa Cruz Biotechnology, INC), 
видоспецифичных к антигенам тканей крысы. Для 
выявления антител применяли системы детекции 
Uno Vue detection system, 100 tests, UMR100PD, ис-
пользовали стекла с полилизиновым покрытием 
Menzel. Антигенпозитивные клетки идентифици-
ровали по появлению коричневого окрашивания 

при просмотре препаратов на светооптическом 
уровне. Результаты реакции оценивались полуко-
личественным методом – в «крестах» (в связи с ло-
кализацией маркеров на клеточной мембране) и по 
числу позитивно окрашенных клеток – в баллах. 
Выраженность экспрессии маркеров «в крестах» 
оценивали, просматривая подряд поля зрения 
под микроскопом (от 10 до 20 в каждом гистоло-
гическом срезе). В зависимости от интенсивности 
окрашивания, результат относили к четырем груп-
пам, которые обозначали от слабоположительной 
(+) до резко положительной (++++); отсутствие 
окрашивания обозначали как отрицательный 
результат (–) [14]. Оценка экспрессии маркеров 
проводилась по 6-ти балльной системе: 2 бал-
ла – до 20% окрашенных клеток; 4 балла – от 20 
до 40% окрашенных клеток; 6 баллов – более 40% 
окрашенных клеток [15].

Визуализацию и фотосъемку микропрепара-
тов проводили на микроскопе Micros (Австрия) 
в программе Scope Photo (CamV200, Австрия). Для 
проведения статистического анализа использован 
критерий Стьюдента.

Результаты исследования

Для оценки патоморфологических изменений, 
проводились гистологические исследования об-
разцов ткани поджелудочной железы, полученных 
от животных с экспериментальной НПВП-ин-
дуцированной панкреатопатией. В дальнейшем, 
данные образцы использовали для иммуноги-
стохимических исследований. При просмотре 
препаратов были выявлены патологические изме-
нения, характерные для токсического поражения 
органа. Основными видами нарушений были: 
полнокровие кровеносных сосудов, вакуольная 
и жировая дистрофия, нарушение структуры 
ацинусов. Оценка степени поражений показа-
ла выраженный дозозависимый эффект. У крыс, 
получавших нимесулид в дозировках 2,5 мг/кг 
и 5 мг/кг, наблюдались некрозы, соответственно, 
у 25,0 и 83,3% животных от общей численности 
в группе; в ткани животных, получавших тера-
певтическую дозу препарата, они отсутствовали. 
Кроме этого, у части животных всех опытных 
групп обнаружен фиброз междольковой соеди-
нительной ткани. При изучении гистологических 
препаратов посредством световой микроскопии 

нарушений структуры эндокринной части железы 
не отмечалось [16].

Результаты, полученные при исследовании им-
мунногистохимической экспрессии IL-2Rα в ткани 
поджелудочной железы экспериментальных жи-
вотных, представлены в таблице 1.

Для проведения статистического анализа ис-
пользован критерий Стьюдента.

При исследовании было обнаружено, что иммуно-
позивное окрашивание локализуется в эндокринных 
островках ткани поджелудочной железы; оно прояв-
лялось у животных как контрольной (интактных), так 
и экспериментальных групп. В ткани поджелудочной 
железы интактных животных выявлялись бледные 
иммунопозитивные островки (диффузная экспрес-
сия IL-2Rα эндокриноцитами островков) (рис. 1).

В экспериментальных группах интенсивность 
окрашивания была выше, чем в контрольной, за 
исключением группы, получавшей терапевтиче-
скую дозу (рис. 2, 3). У групп, которым применяли 
повышенные дозы, появлялась экспрессия IL-2Rα 
компонентами соединительной ткани (междоль-
ковой и межацинарной).

Обсуждение полученных результатов

Интерлейкин-2 (IL-2) является медиатором воспа-
ления и иммунитета, он продуцируется Т-клетками 
в ответ на антигенную и митогенную стимуляцию 
и необходим для пролиферации Т-клеток и дру-
гих процессов, регулирующих иммунный ответ. 
Действие IL-2 осуществляется через гетеротри-
мерный комплекс рецептора, состоящего из трех 
субъединиц: рецептор интерлейкина-2 α (CD25), 
рецептор интерлейкина-2 β (CD122) и рецептор ин-
терлейкина-2 γ (CD132). IL-2Rα (α-цепь рецептора) 
конститутивно экспрессируется на регуляторных 

Т-клетках, которые ассоциированы с различными 
аутоиммунными заболеваниями [17].

Исследования, проведенные нами, выявили, что 
экспрессия IL-2Rα локализуется в эндокринных 
островках поджелудочной железы. Согласно ли-
тературным данным, диабет 1 типа (СД1) характе-
ризуется аутоиммунным разрушением панкреати-
ческих β-клеток, ключевую роль в этом процессе 
играют аутореактивные Т-клетки; при изучении 
патогенеза выявлено, что IL-2 имеет непосред-
ственное отношение к разрушению островковых 
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клеток [17], при этом имеет значение и повышение 
уровня растворимого IL-2R (sil-2R) [18].

На сегодняшний день известно, что развитие 
аутоиммунного процесса связано главным обра-
зом с резким снижением количества регулятор-
ных Т-лимфоцитов CD4+CD25+ (Treg-клетки), чем 
с гиперактивацией Т-клеток, в которой IL-2 также 
играет важную роль [19]. В поддержку этой ги-
потезы свидетельствует тот факт, что инъекция 
непораженных Treg-клеток или пересадка здоро-
вого костного мозга делает организм животного 
нечувствительным к данному виду патологии [19].

Treg-клетки являются первичными контролера-
ми иммунологической реактивности и перифери-
ческой иммунологической толерантности [20]. Так-
же, Treg-клетки регулируют развитие нескольких 
органоспецифических аутоиммунных заболеваний, 
в частности СД1, характеризующегося аутоиммун-
ной атакой, направленной в отношении β-клеток 
в панкреатических островках Лангерганса [21]. 

Удаление в эксперименте Treg-клеток вызывает 
экспрессию IL-2 и рецептора IL-2Rα (CD25) в ткани 
поджелудочной железы и проникновение в нее 
NK-клеток [22].

Впервые ассоциация гена, кодирующего IL-2, 
с СД1 была обнаружена на модели мышей линии 
NOD (non-obese diabetic) [12]. Эти данные были 
подтверждены в двух полных геномных поисках 
маркеров, ассоциированных с СД1 у человека [22, 
23]. Таким образом, CD25 (IL-2R) обладает свой-
ствами негативного регулятора аутоиммунных 
процессов; в гене IL-2Rα и прилегающих областях 
можно выделить три группы маркеров, каждая 
из которых независимо ассоциирована с СД1 [24].

Таким образом, повышение экспрессии IL-2Rα, 
выявленное в наших исследованиях, можно расце-
нивать как ответную реакцию на повреждение кле-
ток поджелудочной железы со стороны иммунной 
системы, и включение в патологический процесс 
аутоиммунного компонента.

Заключение

При панкреатопатии, индуцированной длительным 
применением нимесулида, выявлено повышение имму-
ногистохимической экспрессии IL-2Rα. У интактных 
и экспериментальных животных экспрессия IL-2Rα 
была локализована в эндокринных островках Лангер-
ганса. В группах животных, получавших высокие до-
зировки нимесулида, наблюдалось увеличение интен-
сивности экспрессии IL-2Rα на эндокринных клетках, 
при этом количество позитивно окрашенных клеток 
было сопоставимо с контролем. Обнаруженные нами 
изменения мы связываем с действием нимесулида.

Известно, что дистрофические и воспалитель-
ные процессы в поджелудочной железе приводят 

к поражениям островковой части вследствие де-
струкции ткани [25]. Выявленное нами повыше-
ние экспрессии IL-2Rα, вероятно, обусловлено 
ухудшением трофики эндокринных островков 
вследствие гемодинамических нарушений и дис-
трофических процессов в паренхиме железы, 
усилением токсического действия нимесулида 
и развитием аутоиммунного компонента воспа-
лительного процесса.

Полученные нами данные требуют более деталь-
ного исследования, базирующегося на изучении 
патогенеза поражения поджелудочной железы 
при приеме НПВП.
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Рисунок 1.
Диффузная экспрессия 
IL-2Rα эндокриноцитами 
островков поджелудочной 
железы интактного живот-
ного (+), × 600.

Figure 1.
Diff use expression of IL-2Rα 
by endocrinocytes of the pan-
creatic islets of an intact animal 
(+) × 600.

Рисунок 2.
Диффузная экспрессия 
IL-2Rα эндокриноцитами 
островков поджелудочной 
железы животного (доза 
2,5 мг/кг) (+++), × 600.

Figure 2.
Diff use expression of IL-2Rα by 
endocrinocytes of the pancreat-
ic islets of the animal (dose 2,5 
mg / kg) (+++) × 600.

Рисунок 3.
Диффузная экспрессия IL-2Rα эндокриноцитами островков и соединительной тканью подже-
лудочной железы животного (доза 5,0 мг/кг), × 150.

Figure 3.
Diff use expression of IL-2Rα by endocrinocytes of the islets and connective tissue of the pancreas of an 
animal (dose 5,0 mg / kg) × 150.




