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Аннотация
Был исследован уровень LL-37, TGF- aaaaa и VEGF в сыворот-
ке и смывах, полученных с ногтевого ложа после удале-
ния ногтевой пластинки и экспрессия генов, контролиру-
ющих различные звенья иммунитета в биоптате из ног-
тевого ложа у 30 больных онихомикозом. Показано сни-
жение уровня LL-37, TGF-aaaaa и VEGF в смывах, указываю-
щее на угнетающее воздействие токсинов грибов, ком-
пенсаторное повышение количества TGF-aaaaa и VEGF в сы-
воротке. Отмечено снижение уровня провоспалительных
и повышение противовоспалительных цитокинов, гово-
рящее о длительно протекающем хроническом инфекци-
онном процессе.
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Summary
The levels of LL37, TGF-aaaaa and VEGF in serum and in nail
washouts after nail removing, and also expression of genes,
which control different parts of immune reactions in bioptate
from nail bed were studied from 30 patients with
onyhomucosis.  There were shown decreasing levels of LL37,
TGF-aaaaa and VEGF in washouts, that points to depression action
of fungi toxins, and higher expression of TGF-aaaaa and VEGF in
serum also were found.  Low level of inflammatory cytokines
and high level of anti-inflammatory cytokines tell about long-
term chronical infectional process.
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Проблеме онихомикозов уделяется при-
стальное внимание в связи с высокой распрос-
траненностью и нередко развитием осложнений
токсико-аллергического характера. Поэтому не-
сомненный интерес представляют сведения, ха-
рактеризующие уровень цитокинов у этих боль-
ных и их роль в формировании воспалительной
реакции и неспецифического иммунитета.

Цитокинами принято называть обширное
семейство биологически активных пептидов, об-
ладающих гормоноподобными свойствами, обес-
печивающих взаимодействие клеток иммунной,
нервной и эндокринной систем. Основными
клетками-продуцентами цитокинов являются
моноциты, макрофаги и Т-лимфоциты [2].

Основная биологическая функция цитоки-
нов - регуляция иммунного ответа на всех эта-
пах его развития. В целом вся эта большая

группа эндогенных регуляторов обеспечивает
самые разнообразные процессы, включая про-
лиферацию и дифференцировку предшествен-
ников функционально активных иммуноком-
петентных клеток, хемотаксис, изменение эксп-
рессии антигенов и различных маркеров, пере-
ключение синтеза иммуноглобулинов, индук-
цию цитотоксичности у макрофагов, форми-
рование очага воспаления.

Являясь медиаторами иммунной и воспали-
тельной реакций, цитокины обладают ауток-
ринной, паракринной и эндокринной активно-
стью. В первую очередь они регулируют форми-
рование типичного воспаления в виде отека,
боли, гиперемии.

К цитокинам относят интерфероны, коло-
ниестимулирующие факторы, хемокины, фак-
тор некроза опухоли, а также интерлейкины.
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Известно, что IL-1 существует в виде двух
полипептидов -a и -b. При этом b-компонент
играет более важную роль в формировании
воспалительной реакции в ответ на бактериаль-
ную интервенцию или тканевые повреждения,
вызванные экзогенными факторами. Фактор
некроза опухоли (TNF) обеспечивает продук-
цию белков острой фазы, подавляет опухоле-
вый рост клеток, активирует свертывающую
систему крови и хемотаксис моноцитов. Интер-
ферон g является мощным активатором мак-
рофагов и антагонистом IL-4 –экспрессирует
СD-23 и синтез IgE [1].

Показано, что защита организма от инфек-
ционных агентов, (бактерий, вирусов, гельмин-
тов, грибов) обеспечивается гуморальным и
клеточным звеном иммунитета с избиратель-
ным использованием внеклеточных или внут-
риклеточных механизмов [14].

Одним из основных фунгицидных механиз-
мов является система оксида азота макрофа-
гов. Клетки профессиональных макрофагов
располагают высокоактивной «индуцибель-
ной» синтазой оксида азота (iNOS). Индукция
этого фермента происходит под влиянием IFN-
g и TNF-a, угнетение - под влиянием IL-4, IL-10.
Деятельность оксида азота заключается в по-
давлении многих ферментных систем гриба и
макроорганизма, нарушает гликолиз и дыха-
тельные цепи, взаимодействует с протеинкина-
зами, расстраивает метаболизм фосфатов и
транспортные системы. В итоге это ведет к ци-
тостатическим и гибельным для клеток эффек-
там.

Системы производных кислорода и азота
работают во взаимодействии, причем их ком-
поненты могут взаимно подавлять и потенци-
ровать эффекты друг друга [18]. Обе системы
для наибольшей активности требуют наличия
железа Fe++(19). Дрожжеподобные грибы так-
же нуждаются в железе для роста и, таким обра-
зом, помимо прямого фунгицидного действия
окислительные системы оказывают и фунгиста-
тическое, опосредованное через дефицит желе-
за. Кроме того, доступ железа в клетки снижа-
ется под действием IFN-g за счет снижения эк-
спрессии рецептора к трансферрину.

Было показано, что взаимодействие T.
rubrum с макрофагами приводит к образова-
нию TNF-a и IL-10, но не влияет на выработку
IL-12 и окиси азота [9]

Предположительно основным компонентом
врожденного иммунного ответа в коже явля-
ются  антимикробные пептиды, в частности ка-

телицидин (LL-37). В иммунном ответе он регу-
лируют антибактериальную активность, спосо-
бен стимулировать продукцию хемокинов [7].
LL-37 вырабатывается эпителиоцитами кожи,
желудочно-кишечного тракта, дыхательных
путей, обладая широким спектром антимик-
робной активности [10,13]. Однако, очевидно,
что эти пептиды не только действуют как эндо-
генные антибиотики но также и регулируют
воспалительные и иммунные ответы [12].

Антимикробные пептиды играют роль в вос-
приимчивости пациентов с хроническими кож-
ными заболеваниями (псориаз, красная вол-
чанка, контактный дерматит) к присоединению
вторичной инфекции. Увеличенная экспрессия
антимикробных пептидов при псориазе корре-
лирует с низким процентом бактериального
инфицирования этих пациентов. При контакт-
ном дерматите такой зависимости не наблюда-
ется. Высокий уровень кателицидина обнару-
живается в пораженной коже и играет боль-
шую роль в эпителизации ран. После травмы
кожного покрова факторы роста стимулируют
регенерацию ткани и вызывают экспрессию ка-
телицидинов и дефензинов в кератиноцитах
[8].

В заживлении ран не менее важную роль иг-
рает VEGF (фактор роста эндотелия сосудов)
[5].

TGF-a - группа ангиогенных полипептидов,
стимулирующих рост эндотелиальных клеток,
пролиферацию фибробластов и ангиогенез со-
судов. В нормальной неповрежденной коже
уровень TGF-a незначителен, но при травмати-
зациии он возрастает [11]. TGF-a увеличивает
продукцию IL-8 и бета-дефензинов и активизи-
рует функцию эпителиоцитов. [17].

Таким образом, в формировании различ-
ных патологических процессов в коже и других
органах важное участие принимают интерлей-
кины, определяющие степень выраженности за-
болевания и прогредиентность его течения.

В приведенных работах уровень цитокинов
и характеристика иммунного статуса осуще-
ствлялась на основании исследований данных
параметров в сыворотке крови и смывах у боль-
ных.

На сегодняшний день практически нет ра-
бот, посвященных изучению местного иммуни-
тета в области грибкового поражения ногтево-
го ложа. Хотя именно локальность поражения
при этой патологии говорит о важной роли
специфических и неспецифических местных
факторов противогрибкового иммунитета,
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блокирующих или тормозящих распростране-
ние инфекционного процесса. В связи с этим
мы оценили уровень LL-37 и TGF-a, VEGF в сы-
воротке и смывах, полученных с ногтевого ложа
после удаления ногтевой пластинки у 30 боль-
ных онихомикозом. Также была исследована
экспрессия генов, контролирующих различные
звенья иммунитета в биоптате из ногтевого
ложа с использованием метода обратной поли-
меразной цепной реакции (RT-PCR).

В таблице 1 представлены данные уровня LL-
37, TGF-a и VEGF до и после лечения в сыво-
ротке и в смывах с ногтевого ложа.

До лечения уровень LL-37 был достоверно
ниже нормы, после проведенной терапии его
значения приблизились к нормальным, в смы-
вах же отмечалось выраженное снижение коли-
чества кателицидина.

По имеющимся литературным данным
уровень LL-37 повышается при воспалении, при
наличии различных инфекционных агентов, в
том числе и грибковых. Наши исследования
показали, что при онихомикозах уровень LL-
37 снижается. Гистопатоморфологические ис-
следования показали, что при длительно суще-
ствующем онихомикозе воспалительная реак-
ция в тканях ногтевого ложа практически раз-
решается. LL-37 синтезируется гранулоцитами,
а в биоптатах отсутствует лимфогистиоцитар-
ная инфильтрация и, соответственно, призна-
ки воспаления. Этим объясняется низкий уро-
вень кателицидина в смывах. Изначально низ-
кий уровень LL-37 в сыворотке крови связан с
отсутствием непосредственного контакта с
грибковой инфекцией, сконцентрированной в
ногтевой пластинке и ногтевом ложе.

Содержание TGF-a в сыворотке пациентов
до удаления ногтевых пластинок оказалось до-

Таблица 1
Уровень LL-37 до, после лечения и в смывах с ногтевого ложа

Динамика
Исследуемый параметр До лечения После лечения Смывы

LL-37 ng/ml 0,67±0,14* 0,98±0,18 0,22±0,07*
контроль 1,2±0,35 1,2±0,35 1,2±0,35
TGF-a ng/ml 5,56±1,67* 2,7±0,89* 0,32±0,16*
контроль 0,62±0,2 0,62±0,2 0,62±0,2
VEGF ng/ml 141,04±19,38* 126,4±31,78* 33,3±6,6*
контроль 54,44±18,1 54,44±18,1 54,44±18,1

* - р<0,001

стоверно (p<0,001) выше относительно контро-
ля. После лечения уровень TGF-a снижался, но
не достигал нормальных значений. При этом в
смывах TGF-a был в 2 раза ниже нормы и опре-
делялся только у 25% больных.

Уместно предположить, что грибы блокиро-
вали действие TGF-a-рецепторов в ногтевом
ложе, в результате чего уровень TGF-б снижал-
ся. В результате нарушался ангиогенез и проли-
ферация фибробластов. Эти данные коррелиру-
ют с результатами патоморфологического иссле-
дования, при которых выявлено значительное
уменьшение количества фибробластов. Обраща-
ет на себя внимание уменьшение количества нор-
мальных сосудов, большое число склерозиро-
ванных при почти полном отсутствии роста но-
вых капилляров. Повышение же уровня TGF-б
в сыворотке, вероятно, является компенсатор-
ным в ответ на снижение его в зоне поражения.

У пациентов уровень VEGF в сыворотке до и
после лечения был в 3 раза выше нормы, а в
смывах – почти в 2 раза ниже.

Уровень VEGF в сыворотке до и после лече-
ния был ниже нормы, что по нашему мнению
связано с отсутствием системного процесса –
грибы находятся в ногте и ногтевом ложе. В
смывах же он повышен в ответ на местную
грибковую инвазию. Количество TGF-a и
VEGF в сыворотке, наоборот, было повышено,
а в смывах снижено. По нашему мнению, токси-
ны грибов угнетающе действуют на сосудистые
факторы в ногтевом ложе, а повышение их в
периферической крови является компенсатор-
ным. Это подтверждается и нарушениями мик-
роциркуляции, выявленными при гистологи-
ческом исследовании.

Экспрессию генов цитокинов оценивали у
19 пациентов (13 женщин и 6 мужчин). Мате-
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риалом для исследования являлись биоптаты
ногтевого ложа, взятые после удаления ногте-
вой пластинки.

Данные об экспрессии генов цитокинов и
NO-синтазы в тканях ногтевого ложа у боль-
ных онихомикозами представлены в таблице 2.

Таблица 2
Экспрессия  генов цитокинов и NO-синтазы в тканях
ногтевого ложа у больных онихомикозами

Гены Число больных с мРНК
Абс. %

IL-6 9* 47,4
IL-1b 5 26,3
TNF-a 6 31,6
IL-8 8 42,1
INF-g 3 15,8
IL-10 13 68,4
VEGF 8 42,1
iNOS 13 68,4

* - у 4 больных имелись лишь следовые количества мРНК

У пациентов с длительным периодом гриб-
кового поражения ногтевого ложа, сопровож-
давшегося значительной деструкцией ткани в
биоптате из пораженной зоны определяли нали-
чие мРНК про- и противовоспалительных цито-
кинов, хемокинов, факторов роста сосудов и
индуцибельной NO-синтазы.

Результаты, представленные в таблице, пока-
зывают, что у большинства пациентов в ног-
тевом ложе отсутствуют маркеры воспали-
тельного процесса, обеспечивающие развитие
специфического гуморального ответа. Из 19
пациентов только у 5 (26,3%) выявлена мРНК
IL-1b. Еще у 5 (26,3%) имелся выраженный уро-
вень мРНК IL-6, а у 4 только его следовые коли-
чества. Синтез IL-1b осуществляется как мак-
рофагами, так и эпителиальными клетками в
результате стимуляции продуктами микроор-
ганизмов (включая липоплисахариды). Этот
цитокин является основным медиатором вос-
палительных реакций, запускающим иммун-
ные процессы [4]. Кроме того, он является
ко-фактором активации и пролиферации В-
клеток. IL-1b действует синергично с IL-6 и
является основным активатором синтеза пос-
леднего, обеспечивающего регуляцию ко-
нечного этапа дифференцировки В-клеток и

стимуляцию синтеза антител. Отсутствие или
низкий уровень синтеза этих двух цитокинов
возможно обусловлен длительно протекаю-
щим хроническим инфекционным процес-
сом, сопровождающимся истощением неко-
торых звеньев иммунной системы.

У большинства пациентов (68,4%) отсут-
ствовала продукция мРНК TNF-a, играющего
важнейшую роль в развитии воспалительного
процесса, обусловленного участием макрофа-
гального звена иммунитета.

Только у 3 из 19 пациентов (15%) в биопта-
те из ногтевого ложа была выявлена мРНК INF-
g. Он стимулирует врожденный клеточный им-
мунитет и специфический цитотоксический
иммунитет, опосредованный Th1-лимфоцитами
[6]. Отсутствие или низкий уровень синтеза
INF-g свидетельствует о том, что Т-хелперы 1
типа, по-видимому, не играют значимой роли
в формировании местного противогрибково-
го иммунитета. Это согласуется с данными
других исследователей, показавших, что у па-
циентов с грибковым поражением ногтей
снижена продукция INF-g в макрофагах пе-
риферической крови [15].

Подавление воспалительного процесса в
зоне поражения, по-видимому, обеспечивает-
ся активным синтезом почти у всех пациен-
тов IL-10, основной эффект которого связан
с ингибированием активности Th1-клеток и
снижением активности макрофагов, являю-
щихся продуцентами провоспалительных ци-
токинов. Повышенный уровень синтеза IL -10
при грибковых заболеваниях был показан и в
других работах [16].

Лишь у небольшой части исследованных
нами пациентов (42,1%) активированы гены IL-
8, обеспечивающего привлечение в зону воспа-
ления моноцитов и полиморфно-ядерных лей-
коцитов. Возможно, это объясняется разруше-
нием сосудов и воздействием длительно находя-
щихся в тканях ногтевого ложа грибов.

Почти у всех пациентов в биоптате выявля-
лась мРНК индуцибельной NO-синтазы. Этот
фермент синтезируется только под действием
противовоспалительных цитокинов. При
этом сам оксид азота обладает прямым цито-
токсическим действием на клетки бактерий и
грибов, находящиеся в организме. Его дей-
ствие осуществляется путем ингибирования
жизненно важных групп ферментов, участвую-
щих в цикле Кребса и синтезе ДНК [3].

Только у 1 пациента в биоптате выявляется
мРНК сосудистого эндотелиального фактора
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роста (VEGF) в значимых количествах, что го-
ворит об отсутствии процесса восстановления
структуры кровеносных сосудов.

Таким образом, полученные в работе дан-
ные по экспрессии генов цитокинов говорят
о важной роли этих показателей для оценки
характера развития грибкового поражения,
особенности состояния местного иммуните-
та, что в дальнейшем после проведения до-
полнительных исследований может стать ос-
новой для подбора дифференцированного
подхода к лечению заболевания и прогнози-
рования характера его течения.

Выводы
1. Низкий уровень LL-37 в смывах с ногтевого

ложа связан с отсутствием воспаления в оча-
ге поражения.

2. Снижение уровня TGF-a и VEGF в смывах,
по-видимому, связано с угнетающим воздей-
ствием токсинов грибов на рецепторы к
этим цитокинам, а повышение в сыворотке

обусловлено компенсаторной реакцией на
снижение их в зоне поражения.

3. У пациентов с онихомикозом в биоптатах
обнаружены низкий уровень синтеза IL-6 и
IL-1b, что возможно обусловлено длительно
протекающим хроническим инфекционным
процессом, сопровождающимся истощени-
ем некоторых звеньев иммунной системы.

4. Обнаружение INF-g только у 15% больных
говорит о том, что Т-хелперы 1 типа не игра-
ют определяющей роли в формировании
местного противогрибкового иммунитета.

5. Нахождение почти у всех пациентов iNOS
свидетельствует об активизации цитотокси-
ческих механизмов воздействия в связи с на-
личием в тканях грибковой инфекции.

6. Активирование генов IL-8 коррелирует с дест-
рукцией сосудов и воздействием длительно на-
ходящихся в тканях ногтевого ложа грибов, а
практически полное отсутствие VEGF под-
тверждает этот вывод и говорит об отсутствии
процесса дифференцировки и роста сосудов.
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