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Аннотация
Цель исследования. Изучить у пациентов с фармакорезистентной эпилепсией (ФРЭ) маркеры дисфункции гема-
тоэнцефалического барьера (ГЭБ) – содержание VEGF в эндотелиоцитах капилляров мозга, TNF-α в ткани мозга 
и цитокиновый профиль в сыворотке крови.
Материалы и методы. В исследование включены 30 пациентов с ФРЭ, которым проведена передняя темпораль-
ная блок-резекция. Исследованы гистологические образцы головного мозга для оценки содержания VEGF и TNF-α; 
определена концентрация цитокинов в сыворотке крови.
Результаты. В группе ФРЭ денситометрическая плотность клеток, экспрессирующих VEGF и содержание TNF-α 
в эпилептическом очаге, была выше, чем в контрольных группах (p < 0,001; p < 0,05). По сравнению с контролем 
в сыворотке крови пациентов с ФРЭ концентрация IL-2 (0,98 ± 0,28 против 2,80 ± 0,71 пг/мл; p < 0,001), IL-8 (14,04 ± 
1,46 против 26,13 ± 3,80 пг/мл; p < 0,001) и EGF (43,72 ± 5,63 против 83,62 ± 24,06 пг/мл; p < 0,05) была статистически 
значимо ниже, а содержание TNF-α (33,09 ± 1,23 против 24,85 ± 1,32 пг/мл, p < 0,05), IL-4 (43,73 ± 2,57 против 32,37 ± 
5,80 пг/мл, p < 0,05), IL-5 (43,73 ± 2,57 против 32,37 ± 5,80 пг/мл; p < 0,05), IL-7 (16,65 ± 3,07 против 8,13 ± 1,67 пг/мл; 
p < 0,05), GRO (growth-regulated protein) (3054,0 ± 200,8 против 1367,0 ± 187,3 пг/мл; p < 0,001), VEGF (316,10 ± 55,28 
против 95,22 ± 15,78 пг/мл; p < 0,01) статистически значимо выше. Существенных различий по концентрации IL-1β, 
IL-1RA, IL-10 и IFN-γ между группами ФРЭ и контролем не установлено.
Заключение. Исходя из изученного цитокинового профиля можно заключить, что у пациентов с ФРЭ отсутствует 
системное воспаление. Установленная гиперэкспрессия VEGF в головном мозге и увеличение концентрации его 
в крови в сочетании со снижением концентраций EGF в сыворотке крови и повышением GRO, а также провоспали-
тельных факторов свидетельствует о повреждении ГЭБ. Высокое содержание TNF-α непосредственно в эпилепти-
ческом очаге свидетельствует о нейровоспалении, и в условиях дисфункции ГЭБ можно обнаружить повышенную 
концентрацию TNF-α в крови пациентов.
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Abstract
Aim. To study markers of blood-brain barrier dysfunction (BBB) in patients with pharmacoresistant epilepsy (PhRE) – the 
amount of VEGF in endotheliocytes of brain capillaries, TNF-α in brain tissue and cytokine profile in blood serum.
Materials and methods. The study included 30 patients with PhRE who underwent anterior temporal bloc resection. 
Histological samples of the brain were examined to assess the amount of VEGF and TNF-α; the concentration of cytokines 
in the blood serum was determined.
Results. In the PhRE group, the densitometric density of cells expressing VEGF and the amount of TNF-α in the epileptogenic 
focus were higher than in the control groups (p < 0.001; p < 0.05). Compared with the control, the serum concentrations of 
IL-2 (0.98 ± 0.28 pg/ml vs. 2.80 ± 0.71 pg/ml; p < 0.001), IL-8 (14.04 ± 1.46 pg/ml vs. 26.13 ± 3.80 pg/ml; p < 0.001) and 
EGF (43.72 ± 5.63 pg/ml vs. 83.62 ± 24.06 pg/ml; p < 0.05) were statistically significantly lower in the PhRE group, and the 
amount of TNF-α (33.09 ± 1.23 pg/ml vs. 24.85 ± 1.32 pg/ml, p < 0.05), IL-4 (43.73 ± 2.57 pg/ml vs. 32.37 ± 5.80 pg/ml, 
p < 0.05), IL-5 (43.73 ± 2.57 pg/ml vs. 32.37 ± 5.80 pg/ml; p < 0.05), IL-7 (16.65 ± 3.07 pg/ml vs. 8.13 ± 1.67 pg/ml; 
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Эпилепсия является серьезной проблемой 
для здравоохранения во всем мире. Доля пациентов 
с эпилепсией составляет 1% от общего числа всех 
заболеваний [1]. Несмотря на успехи фармакологии, 
у более чем 30% пациентов заболевание прогрес-
сирует до формирования лекарственно-устойчивой 
эпилепсии и нуждается в хирургическом лечении [2]. 
Развитие резистентности к противоэпилептическим 

средствам может быть связано с нарушениями про-
ницаемости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ).

ГЭБ изменяется при многих патологиях централь-
ной нервной системы (ЦНС), и эти изменения вклю-
чают активацию молекул адгезии в просвете сосудов, 
повышенную адгезию и трансмиграцию лейкоцитов, 
повышенную проницаемость плотных контактов 
и экстравазацию белков плазмы [3].

p < 0.05), GRO (growth-regulated protein) (3054.0 ± 200.8 pg/ml vs. 1367.0 ± 187.3 pg/ml; p < 0.001), VEGF (316.10 ± 
55.28 pg/ml vs. 95.22 ± 15.78 pg/ml; p < 0.01) are statistically significantly higher. There were no significant differences in 
the concentration of IL-1β, IL-1RA, IL-10 and IFN-γ between the PhRE group and the control.
Conclusion. Based on the studied cytokine profile, there is no systemic inflammation in patients with PhRE. The established 
overexpression of VEGF in the brain and an increase in its concentration in the blood, combined with a decrease in serum 
EGF concentrations and an increase in GRO, as well as pro-inflammatory factors, indicates damage to the BBB. A high 
amount of TNF-α in the epileptic focus indicates neuroinflammation, and an increased concentration of this marker can be 
found in the blood of patients with BBB dysfunction.
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Ранее в экспериментальных и клинических рабо-
тах было установлено, что в очагах длительно про-
текающей эпилепсии увеличивается проницаемость 
ГЭБ, а искусственно вызванная дисфункция ГЭБ 
приводит к появлению эпилептических очагов в ра-
нее здоровом мозге [4, 5].

На проницаемость ГЭБ значимое влияние ока-
зывают медиаторы воспаления и цитокины [6]. 
Так, фактор роста эндотелия сосудов А (VEGF-A – 
vascular endothelial growth factor A, далее VEGF) яв-
ляется промотором неоваскуляризации и его увели-
чение приводит к повышению проницаемости сосу-
дов и нарушению целостности ГЭБ из-за дестабили-
зации плотных контактов [7, 8], мобилизации воспа-
лительных клеток к месту повреждения, поддержа-
нию местного воспалительного процесса и индукции 
синтеза проангиогенных факторов эндотелиальными 
клетками [8, 9]. VEGF секретируется эндотелиаль-
ными и другими клетками в ответ на кислородное 
голодание. Показано, что в неокортексе пациентов 
с фармакорезистентной мезиальной височной эпи-
лепсией (ФРЭ) увеличивается концентрация белков 
VEGF-A, VEGF-B и VEGF-C, их специфических 
рецепторов VEGFR-2 и VEGFR-3, корецепторов 
киназы NRP-1 и NRP-2 (neuropilin-1 and -2, нейро-
пилин-1 и -2), а также киназы PI3 (phosphoinositide 
3-kinases, фосфоинозитид-3-киназы) и Akt (alpha 
serine/threonine-protein kinase, альфа серин/треонин 
протеинкиназа) [10]. Это подчеркивает потенциаль-
ную роль системы VEGF в патогенезе ФРЭ.

Установлено, что уровень интерлейкина-1 альфа 
(IL-1α, interleukin 1 alpha) – провоспалительного ци-
токина – у пациентов с эпилепсией выше, чем в кон-
трольной группе (без эпилепсии) [11], независимо 
от наличия склероза гиппокампа [12]. Повышенная 
экспрессия IL-1β обнаружена у пациентов с височной 
эпилепсией по сравнению с контрольной группой ау-
топсии [13], наиболее высокий уровень экспрессии 
отмечен у пациентов со склерозом гиппокампа [14].

В отличие от данных, обнаруженных в ткани моз-
га, уровень IL-1β в сыворотке пациентов с височной 
эпилепсией не был повышен по сравнению со здо-
ровым контролем [15]. Вместе с этим сообщалось 
о снижении соотношения антагониста рецептора 
интерлейкина-1 (interleukin-1 receptor antagonist, IL-
1RA) IL-1RA/IL-1β после приступа, что приводит 
к усилению влияния IL-1β и может указывать на про-
воспалительное состояние в головном мозге [16]. 
Противосудорожный эффект IL-1RA показан на пи-
локарпиновой мышиной модели и у лиц с тяжелыми 
формами эпилепсии [17].

Другими медиаторами воспаления, которые могут 
нарушать работу плотных контактов, являются интер-
ферон гамма (interferon gamma, IFN-γ) и IL-17A, ци-
токины, продуцируемые Т-хелперами (T-helper) Th17 

и Th1, а также другими субпопуляциями лейкоцитов. 
IFN-γ и IL-17A вовлечены в патогенез заболеваний 
ЦНС, включая рассеянный склероз, эпилепсию и ин-
сульт [18]. Кроме того, показано, что IFN-γ, IL-17A 
или зонулин могут быстро увеличивать проницае-
мость ГЭБ in vitro, модифицируя плотные контакты 
и лежащий в основе актиновый цитоскелет [19].

Было показано, что фактор некроза опухоли 
альфа (tumor necrosis factor-alpha, TNF-α) увели-
чивает среднюю частоту AMPA-зависимых (alpha-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole, α-амино-3-
гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кис-
лота) миниатюрных возбуждающих постсинапти-
ческих токов в нейронах гиппокампа и снижает 
GABAA-опосредованную (γ-aminobutyric acid type 
A, γ-аминомасляная кислота А рецептор) тормозную 
силу синапсов. Эти эффекты, вероятно, опосредова-
ны способностью TNF-α активировать рекрутиро-
вание рецепторов AMPA, лишенных субъединицы 
GluR2, на мембранах нейронов, и таким образом, 
в молекулярной конформации, которая способствует 
притоку Ca2+ в нейроны и индуцирует эндоцитоз ре-
цепторов GABAA [20, 21]. Эти быстрые посттранс-
ляционные эффекты воспалительных цитокинов 
представляют собой новые пути, с помощью которых 
воспалительные молекулы, продуцируемые в пора-
женной ткани, могут влиять на нейротрансмиссию 
и способствовать повышенной возбудимости и свя-
занной с ней неврологической симптоматике.

При ФРЭ нарушение структуры плотных контак-
тов и, как следствие, дисфункция ГЭБ могут быть 
обу словлены медиаторами воспаления. Прямое 
воздействие на эндотелий сосудов головного моз-
га провоспалительных цитокинов рассматривается 
как одна из причин судорог, не поддающихся контро-
лю противоэпилептическими препаратами [22].

Цель исследования: изучить у пациентов с ФРЭ 
маркеры дисфункции ГЭБ: содержание VEGF в эн-
дотелиоцитах капилляров мозга, TNF-α в ткани моз-
га и цитокиновый профиль в сыворотке крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование одобрено этическим Комитетом 

Российского научно-исследовательского нейрохирур-
гического института им. проф. А.Л. Поленова – фи-
лиала НМИЦ им. В.А. Алмазова Санкт-Петербурга 
(протокол № 0305-2016 от 16.05.2016) и проводилось 
в соответствии с Хельсинкской декларацией о правах 
человека. Предоперационное обследование и хирур-
гическое лечение пациентов проводилось в соответ-
ствии с Клиническими рекомендации Ассоциации 
нейрохирургов России 2015 г.1

Все пациенты, поступившие на хирургическое 
лечение с 03.09.2018 по 06.04.2020 с диагнозом 
по МКБ-10 «G40.2 Височно-долевая фокальная 

1 https://www.ruans.org/Text/Guidelines/epilepsy.pdf
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эпилепсия структурной этиологии с частыми поли-
морфными приступами, фармакорезистентное тече-
ние» (n = 74), проспективно оценены по критериям 
включения, невключения и исключения.

Критерии включения:
•   возраст 18 лет и старше;
•   эпилептиформная активность преимущественно 

в височной доле головного мозга;
•   установленная фармакорезистентность заболева-

ния (приступы сохраняются после применения 
двух одобренных базовых для данной формы эпи-
лепсии антиэпилептических препаратов в макси-
мально переносимых дозах в виде последователь-
ной монотерапии или в комбинации);

• отсутствие первичного патологического субстрата;
•   подтверждение диагноза с помощью инвазивного 

электроэнцефалографического мониторинга;
•   подписанное информированное согласие на взя-

тие, транспортировку, хранение и исследование 
биологических материалов.
Инвазивный электроэнцефалографический мо-

ниторинг проводился с использованием комплекса 

Medtronic NIM-Eclipse™ E4 System (Medtronic plc., 
США) с фильтром верхних частот 70 Гц при посто-
янной времени 0,1 с. Электрокортикография реги-
стрировалась восьмиконтактным стрип-электродом, 
установленным на коре височной доли головного 
мозга.

Критерии невключения:
•   наличие опухолей, сосудистых мальформаций 

или инфекционных заболеваний головного мозга;
•   ишемические заболевания головного мозга;
•   аутоиммунные заболевания головного мозга;
•   эпилепсия с поражением других отделов головно-

го мозга (лобной, теменной доли);
•   острые инфекционные, хронические воспали-

тельные заболевания.
Критерий исключения:

•   недостаточное количество гистологического ма-
териала для проведения исследований.
Исходно на критерии включения/невключения/

исключения оценены 74 пациента. У 6 пациентов об-
наружены опухоли, у 3 – сосудистые мальформации, 
у 3 – инфекционные заболевания головного мозга; 

Пациенты с ФРЭ / Patients with PhRE 
(N = 74) 

Критерии включения / Inclusion criteria 
 (n = 37) 

Критерии невключения / 
Non-inclusion criteria 

 (n = 37) 

Критерий исключения / 
Exclusion criteria 

(n = 7) 

Включены в анализ / Included in the analysis 
ГРУППА ФРЭ / GROUP PhRE 

(n = 30) 

КОНТРОЛЬ 1 / 
CONTROL 1 

VEGF в эндотелиоцитах
капилляров мозга / 

VEGF in brain capillary 
endothelial cells 

(n = 10) 

КОНТРОЛЬ 2 /  
CONTROL 2 

TNF-α/tubulin в коре и 
белом веществе /  

TNF-α / tubulin in cortex 
and white matter 

(n = 6) 

КОНТРОЛЬ 3 /   
CONTROL 3 

Цитокины в сыворотке 
крови / 

 Serum cytokines 
 

(n = 12) 

Передняя темпоральная блок-резекция / Anterior temporal bloc resection 
 (n = 37) 

РИС. 1. Потоковая диаграмма включения пациентов в исследование
FIG. 1. Flowchart of patient inclusion in the study
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у 2 – ишемические, у 1 – аутоиммунные заболевания; 
еще у 22 диагностирована эпилепсия с поражением 
других отделов головного мозга (лобной, теменной 
доли) (рис. 1).

Критериям включения соответствовали 37 паци-
ентов. Всем им проведена передняя темпоральная 
блок-резекция. Во время операции взяты биоптаты 
коры и белого вещества височной доли головного 
мозга для оценки содержания VEGF и TNF-α. У 7 
количество биоматериала оказалось недостаточным 
для этих исследований (исключенные пациенты).

В анализ включены 30 пациентов (группа ФРЭ): 
17 мужчин и 13 женщин, медиана возраста 27,5 года 
[25; 32], 14 с левосторонним, 16 – с правосторонним 
поражением.

Фиксацию биоптата осуществляли в забуферен-
ном нейтральном формалине 10% HISTOSAFE® 
(«БиоВитрум», Россия), затем изготавливались па-
рафиновые срезы по общепринятой методике толщи-
ной 3–5 мкм.

Все исследования биоптатов и сыворотки крови 
проводились на базе Лаборатории сравнительной 
биохимии и клеточных функций Института эволю-
ционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова 
Российской академии наук.

Исследование гистологических образцов 
головного мозга
Морфометрический анализ содержания VEGF 

в эндотелиоцитах капилляров мозга проводили 
с помощью иммуногистохимического исследования 
(ИГХ) по стандартной методике с демаскировкой 
белков в цитратном буфере при нагревании до 95 °С 
с использованием антител к VEGF (DAKO, Дания). 
Для визуализации использовали систему Streptavidin-
Peroxidase Polymer, Ultrasensitive и хромоген DAB 
(Sigma-Aldrich, США), срезы докрашивали гемато-
ксилином Джилла, заключали в синтетическую за-
ливочную среду Bio Mount HM (Bio-Optica, Италия). 
Оценка результата реакции проводилась путем под-
счета денситометрической плотности окрашенных 
клеток относительно фоновых областей в 10 полях 
зрения в программе PhotoM 1.212.

В качестве группы сравнения (Контроль 1) ис-
пользовался аутопсийный материал от 10 пациен-
тов, умерших от соматических заболеваний, таких 
как острый инфаркт миокарда, поликистоз почек 
с развитием терминальной почечной недостаточно-
сти, язвенная болезнь желудка, осложненная кро-
вотечением, мезентериальный тромбоз, тромбоэм-
болия легочной артерии, и не имевших в анамнезе 
неврологических расстройств. Посмертная задержка 
до вскрытия составляла не более 12 часов.

Материал, не вошедший в ИГХ-исследование, 
был заморожен и передан для проведения 

иммуноблоттинга. Из замороженных образцов 
при низких температурах отбирался фрагмент мас-
сой от 0,03 до 0,05 г, который смешивался с лизат-
ным буфером в соотношении 1:10 и с ингибиторами 
протеаз – Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, 
США) и фосфатаз – PhosSTOP (Sigma-Aldrich, 
США), добавленными в лизатный буфер непосред-
ственно во время приготовления проб. После этого 
образцы центрифугировали 15 минут при температу-
ре 4 °C с относительным центробежным ускорением 
12 000 g. По окончании центрифугирования отбира-
ли полученный супернатант, смешивали с буферным 
раствором Лэммли и инкубировали в течение 5 ми-
нут при 95 °С. Полученные образцы изучали мето-
дом иммуноблоттинга по стандартной методике, 
определяли уровень белков: TNF-α (1:1000) (Abcam, 
США) и тубулина (tubulin) 1:1000 (CellSignalling, 
США). Для получения количественных данных ис-
пользовалась программа ImageJ3, с помощью ко-
торой рассчитывалось отношение TNF-α/tubulin. 
Данный параметр наиболее корректно отображает 
реальное содержание искомого белка в образце, так 
как мы делаем поправку на содержание тубулина, 
одного из белков «домашнего хозяйства», используе-
мых для контроля общего содержания белка.

В группу сравнения (Контроль 2) включены 6 па-
циентов 28 [30,8; 26,8] лет без эпилепсии, проопе-
рированные в отдаленном периоде (6–12 мес.) после 
черепно-мозговой травмы. Образцы коры и белого 
вещества височной и лобной долей головного моз-
га получены во время плановых реконструктивных 
вмешательств, таких как иссечение спаек в зоне 
глио мезодермального рубца.

Исследование цитокинов в сыворотке крови
Образцы сыворотки крови для исследования ци-

токинов брались до операции, в утренние часы, на-
тощак, на фоне отсутствия приступов. Исследование 
проведено у 20 пациентов, у 10 регистрировались 
частые припадки и бессудорожный период не был 
зафиксирован. Мультиплексный анализ содержа-
ния цитокинов и хемокинов проводился на аппарате 
Luminex MagPix (Merсk Millipore, США) с исполь-
зованием панели Milliplex MAP Human Cytokine/
Chemokine 35-Plex Panel. Из 35 параметров панели 
в анализ включены: EGF (epidermal growth factor, эпи-
дермальный фактор роста), GRO (growth-regulated 
protein, белок регулировки роста), IFN-γ, IL-1RA, 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, VEGF.

Методика исследования проведена по всем стан-
дартам и протоколу, рекомендуемому производите-
лем. Кровь для исследования забирали в пробирки 
с активатором свертывания, оставляли при комнат-
ной температуре, позволяя крови свернуться, по-
сле чего центрифугировали 20 минут при скорости 

2 http://www.t_lambda.chat.ru/download.html
3 https://imagej.nih.gov/ij/
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2700 об./мин. Сыворотку отделяли, аликвотировали 
в эппендорфах, замораживали и хранили при –20 °С.

Концентрацию IL-1β, IL-8, IL-10 и TNF-α опре-
деляли на иммунохемилюминесцентном анализа-
торе Immulite 1000 с помощью наборов произво-
дителя Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd., 
Великобритания. Согласно прилагаемым инструк-
циям чувствительность метода для IL-1β составляет 
1,5 пг/мл, IL-8 – 5 пг/мл, IL-10 – 1 пг/мл, TNF-α – 
1,7 пг/мл.

В группу сравнения (Контроль 3) включены 12 
добровольцев, медиана возраста 28 [27; 30,8] лет, 
подписавших информированное добровольное со-
гласие. Критериями исключения являлись: невро-
логические заболевания, острые или хронические 
воспалительные заболевания в стадии обострения, 
перенесенная за последний месяц острая респира-
торная вирусная инфекция, аутоиммунные заболе-
вания или иммунодефицитные состояния, беремен-
ность. Биологический материал забирался натощак 
в утренние часы.

Статистический анализ
Тест на нормальность для всех изученных пара-

метров проводили с помощью критерия Шапиро – 
Уилка. Количественные показатели, соответству-
ющие нормальному распределению, представлены 
в виде среднего значения и стандартного отклоне-
ния, не соответствующие – в виде медианы и интерк-
вартильного размаха (25–75 процентили). Сравнение 
количественных данных проводилось с помощью 

непарного критерия Стьюдента, критерия Манна – 
Уитни. Различия считались статистически значимы-
ми при p < 0,05. Статистическую обработку данных 
проводили с помощью пакета программы GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфометрический анализ содержания 
VEGF в эндотелиоцитах капилляров мозга
У всех пациентов в группе ФРЭ наблюдалась резко 

выраженная экспрессия VEGF, локализованного пре-
имущественно в цитоплазме эндотелиоцитов, уме-
ренно выраженный периваскулярный отек и утолще-
ние стенки капилляров (рис. 2). Денситометрическая 
плотность клеток, экспрессирующих VEGF, в группе 
ФРЭ составила 0,41 ± 0,01 против 0,19 ± 0,02 в груп-
пе Контроль 1 (p < 0,001).

Содержание TNF-α в эпилептогенном очаге
Во всех изученных образцах пациентов с ФРЭ вы-

явлено повышенное содержание TNF-α в коре и бе-
лом веществе эпилептогенного очага, в коре и в при-
лежащем белом веществе височной доли головного 
мозга (рис. 3).

Содержание цитокинов в сыворотке
В исследуемых образцах сыворотки крови содер-

жание провоспалительного IL-1β и его естествен-
ного антагониста IL-1RA существенно не отлича-
лось от их содержания в группе Контроль 3 (табл.). 
В группе ФРЭ концентрация IL-2, IL-8 и EGF 

РИС. 2. Морфологические изменения в белом веществе головного мозга
Окраска VEGF антителами, докрашивание гематоксилином, увеличение ×400.
A – умеренно расширенное периваскулярное пространство (толстая стрелка), ярко выраженная положительная реакция 
на ИГХ-окрашивание VEGF (тонкие стрелки) у женщины 31 года с ФРЭ; 
B – отсутствие положительной реакции на окрашивание VEGF у мужчины 39 лет с язвенной болезнью желудка из группы 
Контроль 1.
FIG. 2. Morphological changes in the white matter of the brain
VEGF antibody staining, hematoxylin counterstaining, magnification ×400. 
А – moderately expanded perivascular space (thick arrow), a pronounced positive reaction to IHC staining of VEGF (thin arrows) 
in a 31-year-old woman with PhRE; 
В – no positive reaction to VEGF staining in 39-year-old man with a gastric ulcer from the Сontrol group 1.

Примечание: VEGF – vascular endothelial growth factor, фактор роста эндотелия сосудов; ИГХ – иммуногистохимическое исследование;  
ФРЭ – фармакорезистентная эпилепсия.
Note: VEGF – vascular endothelial growth factor; IHC – immunohistochemistry; PhRE – pharmacoresistant epilepsy.

A B
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была статистически значимо меньше, чем в группе 
Контроль 3. При этом содержание TNF-α, IL-4, IL-5, 
IL-7, GRO, а также VEGF было статистически зна-
чимо выше в группе ФРЭ. Содержание противовос-
палительных цитокинов IL-10 и IFN-γ значимо не от-
личалось между группами.

ОБСУЖДЕНИЕ
У наших пациентов из группы ФРЭ была вы-

явлена высокая концентрация VEGF в сыворотке 
крови, что в дальнейшем может помочь в разра-
ботке диагностических тестов по предупреждению 

развития терапевтической резистентности. Также 
этот показатель может служить в клинике одним 
из маркеров нарушения проницаемости ГЭБ [23]. 
На фоне выявленного нами высокого содержания 
циркулирующего белка VEGF в плазме крови, инду-
цирующего эндотелиальную гиперпроницаемость 
прямым действием на эндотелиальные клетки, вы-
сокая экспрессия рецепторов VEGF непосредствен-
но эндотелиоцитами капилляров в головном мозге 
свидетельствует о том, что эти клетки не получают 
достаточного количества кислорода в ответ на кис-
лородное голодание [24].

РИС. 3. Относительное содержание TNF-α в сером и белом веществе эпилептогенного очага височной доли
A – содержание в сером и белом веществе; 
B – иммуноблоты.
FIG. 3. Relative content of TNF-α in the gray and white matter of the epileptogenic focus of the temporal lobe
А – contents in the gray and white matter;
B – immunoblots.

Примечание: ФРЭ – фармакорезистентная эпилепсия.
Note: PhRE – pharmacoresistant epilepsy.
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Группа ФРЭ: серое вещество / 
PhRE group: gray matter 

Группа ФРЭ: белое вещество / 
PhRE group: white matter 

Контроль 2: серое вещество / 
Control 2: gray matter 

Тубулин / Tubulin 
Группа ФРЭ: серое вещество /  
PhRE group: gray matter 

Таблица. Уровень цитокинов и хемокинов в сыворотке крови пациентов с фармакорезистентной эпилепсией  
по сравнению с группой контроля 3

Table. The level of cytokines and chemokines in the serum of patients with pharmacoresistant epilepsy in comparison  
with the control group 3

Цитокины (пг/мл) / Cytokines, pg/mL Группа ФРЭ / PhRE group Контроль 3 / Control 3 Значение р / р value
IL-1β 1,26 ± 0,33 1,32 ± 0,41 n.s.

IL-1RA 32,99 ± 4,15 32,36 ± 6,49 n.s.
IL-2 0,98 ± 0,28 2,80 ± 0,71 < 0,001
IL-4 43,73 ± 2,57 32,37 ± 5,80 < 0,05
IL-5 43,73 ± 2,57 32,37 ± 5,80 < 0,05
IL-7 16,65 ± 3,07 8,13 ± 1,67 < 0,05
IL-8 14,04 ± 1,46 26,13 ± 3,80 < 0,001

IL-10 5,61 ± 0,89 4,31 ± 1,15 n.s.
TNF-α 33,09 ± 1,23 24,85 ± 1,32  < 0,05
VEGF 316,10 ± 55,28 95,22 ± 15,78 < 0,01
GRO 3054,0 ± 200,8 1367,0 ± 187,3  < 0,001
EGF 43,72 ± 5,63 83,62 ± 24,06  < 0,05
IFN-γ 13,45 ± 2,05 14,17 ± 2,20 n.s.

Примечание: ФРЭ – фармакорезистентная эпилепсия; n.s. – not significant, не значимо.
Note: PhRE – pharmacoresistant epilepsy; n.s. – not significant.
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VEGF является потенциальным митогеном 
для эндотелиальных клеток кровеносных и лимфа-
тических сосудов. Известно, что транскрипция его 
матричной РНК индуцируется такими цитокина-
ми, как PDGF (platelet-derived growth factor), EGF, 
TNF-α, TGF-β1 (transforming growth factor beta 1, 
трансформирующий фактор роста бета 1), IL-1β 
[25]. В норме VEGF содержится в тканях в незначи-
тельном количестве, его экспрессия оказывает силь-
ное влияние на проницаемость сосудов, является 
мощным ангиогенным белком и принимает участие 
в процессах неоваскуляризации в патологических 
ситуациях [26]. Экспрессированный VEGF также 
способствует мобилизации воспалительных клеток 
в место повреждения, поддерживая местный воспа-
лительный процесс [9]. Из полученных нами резуль-
татов видно, что повышенные уровни белка VEGF 
обнаруживаются в микрососудах головного мозга 
при ФРЭ и, скорее всего, могут влиять на основные 
структурные компоненты плотных контактов. Этот 
факт в совокупности с выявленным проникновени-
ем в кровоток провоспалительных белков, вероятно, 
свидетельствует о повреждении ГЭБ.

Повышенная концентрация VEGF может служить 
в клинике одним из маркеров нарушения проницае-
мости ГЭБ [23]. На фоне выявленного нами высокого 
содержания циркулирующего белка VEGF в плазме 
крови, индуцирующего эндотелиальную гиперпро-
ницаемость прямым действием на эндотелиальные 
клетки, высокая экспрессия рецепторов VEGF не-
посредственно эндотелиоцитами капилляров в го-
ловном мозге свидетельствует о том, что эти клетки 
не получают достаточного количества кислорода 
в ответ на кислородное голодание [24].

Хемокин GRO имеет структурное и функциональ-
ное сходство с IL-8 и участвует как в воспалении, так 
и в процессах регулировки роста. По имеющимся 
литературным данным концентрация GRO может по-
вышаться также при онкологических заболеваниях, 
в частности при раке яичника или при эссенциаль-
ной тромбоцитемии, где повышение провоспали-
тельных цитокинов отражает состояние опухолевого 
микроокружения и является предиктором неблаго-
приятного исхода [27, 28]. В контексте эпилепсии 
данный хемокин изучен недостаточно [29]. В нашем 
исследовании уровень GRO был статистически зна-
чимо выше в группе ФРЭ, что отражает активность 
воспалительного процесса при наличии эпилепсии 
и может использоваться в качестве маркера повреж-
дения ГЭБ.

Известно, что под действием цитокинов может на-
рушаться целостность ГЭБ, а также активироваться 
и поддерживаться нейровоспаление [30]. Воспаление 
может быть вовлечено как в возникновение эпилеп-
сии, так и в формирование фармакорезистентности. 
Нами было установлено, что в исследуемых образцах 

плазмы крови содержание провоспалительного IL-1β 
и его естественного антагониста антиконвульсанта 
IL-1RA существенно не отличалось от содержания 
их в группе пациентов без эпилепсии, что свидетель-
ствует об отсутствии системного воспаления у па-
циентов с ФРЭ. Однако в исследовании I.F. Uludag 
и соавт. установлено снижение IL-1RA/IL-1β [16]. 
Различия между данными нашего исследования и ис-
следований других авторов могут быть обусловлены 
временем забора крови: в нашем исследовании забор 
крови производился в период отсутствия припадков, 
в исследовании I.F. Uludag и соавт. [16] – после при-
ступа.

Нами зарегистрировано снижение уровня IL-2, 
важнейшего иммунорегуляторного цитокина, который 
экспрессируется как клетками иммунной системы, так 
и клетками головного мозга. Известно, что IL-2 спо-
собствует регенерации нейронов после их поврежде-
ния, а также стимулирует пролиферацию и дифферен-
цировку олигодендроглиоцитов, его недостаточность 
в крови пациентов с ФРЭ может быть одним из факто-
ров снижения биодоступности терапевтических пре-
паратов, зависящей от функции ГЭБ [22].

При отсутствии в исследуемой группе с ФРЭ 
сопутствующих острых инфекционных или хрони-
ческих заболеваний причиной повышения содержа-
ния в крови провоспалительных цитокинов может 
быть повреждение ГЭБ. Свойства ГЭБ регулируют-
ся астроцитами, секретирующими хемокины, такие 
как EGF, TGF-β и VEGF, которые действуют на эн-
дотелиальные клетки, чтобы либо способствовать 
образованию плотных контактов, либо регулировать 
проницаемость ГЭБ [24, 31]. VEGF индуцирует эндо-
телиальную гиперпроницаемость прямым действием 
на эндотелиальные клетки. Наблюдаемое у наших 
пациентов с ФРЭ меньшее содержание по сравнению 
с контролем EGF, отвечающего за рост и деление эн-
дотелиальных клеток, в совокупности с существенно 
более высоким уровнем VEGF может свидетельство-
вать о нарушении проницаемости ГЭБ.

Циркуляция в кровотоке таких цитокинов, 
как TNF-α, IL-1, IL-8, говорит обычно об острой фазе 
ответа организма на воспаление, которое очень тонко 
регулируется цитокинами, проявляющими как про-
воспалительные свойства (IFN-γ), так и действую-
щими как отрицательные регуляторы, ингибируя 
воспаление (IL-10) [6]. Наши результаты демонстри-
руют нормальный уровень противовоспалительного 
IL-10, при этом отмечается повышенное содержание 
TNF-α и сниженное IL-2 по сравнению с контролем.

Выявленное нами увеличение уровня IL-4, ответ-
ственного в организме за уравновешивание возника-
ющего нейровоспаления, может говорить об ответе 
на появление TNF-α в крови и замедлении синтеза 
цитокинов первичного ответа. Сниженное содержа-
ние стимулятора аниогенеза IL-8 в сыворотке может 
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косвенно указывать на его функциональный дефицит 
[6], развившийся вследствие хронизации эпилепти-
ческого процесса.

Обнаруженное нами у пациентов с ФРЭ увели-
чение в системной циркуляции содержания провос-
палительных TNF-α, IL-7 с компенсаторным увели-
чением концентрации противовоспалительного IL-4, 
вероятно, отражает реакцию клеток врожденного 
иммунитета и эндотелия, ассоциированную с по-
вреждением тканей головного мозга [12].

Повышенное содержание TNF-α, одного из основ-
ных регуляторов нейровоспаления, в биоптатах коры 
и белого вещества эпилептогенного очага височных 
долей по сравнению с пациентами без эпилепсии мо-
жет свидетельствовать как об активации иммунных 
клеток в мозге больных ФРЭ, так и о проникновении 
этого цитокина через ГЭБ. Присутствие TNF-α непо-
средственно в нервной ткани может говорить об име-
ющемся нейровоспалении, а попадание этого цито-
кина в кровоток может быть одним из свидетельств 
нарушения проницаемости ГЭБ.

Повреждение эндотелия может зависеть от выяв-
ленного нами сниженного уровня IL-8. Его снижение 
может способствовать повышению адгезии нейтро-
филов к эндотелиальным клеткам, уже активирован-
ным провоспалительными цитокинами, выделяемы-
ми клетками мозга. Таким образом, повышенное об-
разование провоспалительных цитокинов в нервной 
ткани способствует локальному повышению прони-
цаемости ГЭБ.

Сниженные концентрации EGF относительно 
контроля говорят о нарушении стимуляции роста 
и дальнейшего деления эндотелиальных клеток. 
На фоне выявленного нами высокого содержания 
циркулирующего белка VEGF в плазме крови, ин-
дуцирующего эндотелиальную гиперпроницаемость 

прямым действием на эндотелиальные клетки, высо-
кая экспрессия рецепторов VEGF эндотелиоцитами 
непосредственно в микрососудах головного мозга 
свидетельствует о том, что эти клетки не получа-
ют достаточного количества кислорода. Некоторые 
авторы описали, что проницаемость ГЭБ является 
одним из факторов, определяющих биодоступность 
терапевтических препаратов и устойчивость к раз-
личным антиэпилептическим препаратам, которые 
актуальны для пациентов с лекарственной устойчи-
востью [32].

К ограничениям исследования следует отнести 
использование аутопсийного гистологического мате-
риала в группе контроля с максимальным временем 
холодовой ишемии до 12 часов.

Дальнейшие исследования в этой области могут 
служить предпосылкой выявления новой терапевти-
ческой мишени в лечении пациентов с ФРЭ, в част-
ности препаратов, нивелирующих эффекты VEGF, 
нормализующих баланс про- и противовоспалитель-
ных цитокинов, а также проницаемость ГЭБ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исходя из изученного цитокинового профи-

ля можно заключить, что у пациентов с ФРЭ от-
сутствует системное воспаление. Установленная 
гиперэкспрессия VEGF в головном мозге и уве-
личение концентрации его в крови в сочетании со 
снижением в сыворотке крови концентрации EGF 
и повышением GRO, а также провоспалительных 
факторов свидетельствует о повреждении ГЭБ. 
Высокое содержание TNF-α непосредственно 
в эпилептическом очаге свидетельствует о нейро-
воспалении, и в условиях дисфункции ГЭБ можно 
обнаружить повышенную концентрацию TNF-α 
в крови пациентов.
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