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Введение. До настоящего времени остаются не выясненными многие звенья патогенеза ревматоидного артрита, что при-

водит к неудовлетворительным показателям при его терапии. Цель исследования – изучение изменений уровня белка 

S100 и метаболитов триптофана при моделировании ревматоидного артрита. 

Методика. Опыты были проведены на 40 крысах WISTAR. В начале исследования каждому животному экспериментальных 

групп была выполнена внутрибрюшинная инъекция раствора коллагена 2 типа (Chondrex, Inc., США) в неполном адъюванте 

Фрейнда. В тканях определяли содержание триптофана (TRP), кинуренина, 3-гидрокенуринина, L-5-гидротриптофана мето-

дом ВЭЖХ с флуориметрической и спектрофотометрической детекцией. Белок S100 определяли стрептавидин-биотин-пе-

роксидазным методом. Концентрацию хемокинов: C-X-C motif chemokine ligand 1 (CXCL1) и chemokine (C-C motif ) ligand 

2 (CCL2) определяли, используя наборы для мультиплексного анализа Rat Inflammation Panel V02 (Biolegend, США). с помо-

щью проточного цитофлуориметра Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США). Статистический анализ проводили с помощью 

программы Jamovi версия 2.3. 

результаты. Было установлено, что содержание CXCL1 резко возрастает только в ранние сроки экспериментального рев-

матоидного артрита, концентрация CCL2 была высокой на всем протяжении эксперимента. Уровень белка S100 был посто-

янно высокий при данной патологии. При экспериментальном ревматоидном артрите повышается содержание метаболи-

тов триптофана по кинурениновому пути и снижается концентрация метаболитов по серотониновому пути. Установлены 

прямые положительные корреляционные связи белка S100 с содержанием метаболитов триптофана по кинурениновому 

пути и отрицательные по серотониновому пути. 

Выводы. Белок S100, хемокины и метаболиты триптофана играют важную роль в патогенезе ревматоидного артрита. 
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Stepanov E.A., Bayaskhalanova Ts.B., Fefelova E.v., Stepanov A.v., Tereshkov P.P., Stepanova M.O., Tsybikov N.N.

S100 protein and tryptophan metabolites in rheumatoid arthritis

Chita State Medical Academy, 39a Gorky Street, 

Chita, 672000, Russian Federation 

Introduction. To date, many links in the pathogenesis of rheumatoid arthritis remain unclear, which leads to unsatisfactory 

results in its therapy. The aim of the research. Study of S100 protein changes and tryptophan metabolites in rheumatoid 

arthritis.

Мethods. Experiments were performed on 40 WISTAR rats. At baseline, an intraperitoneal injection of type 2 collagen solution 

(Chondrex, Inc., USA) in Freund’s incomplete adjuvant was performed on each animal of the experimental groups. The tissues 

were tryptophan, kynurenine, 3-hydroxenurinine, L-5-hydrotryptophan by HPLC with fluorimetric and spectrophotometric detec-

tion. The S100 protein was determined by streptavidin-biotin-peroxidase. Chemokine concentrations of C-X-C motif chemokine 

ligand 1 (CXCL1) and chemokine (C-C motif ) ligand 2 (CCL2) were determined using Rat Inflammation Panel V02 multiplex assay 
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kits (Biolegend, USA). using a Cytomics FC500 flow cytofluorimeter (Beckman Coulter, USA). Statistical analysis was performed 

using Jamovi version 2.3.

Results. It was found that the content of CXCL1 increases sharply in the early stages of experimental rheumatoid arthritis, the con-

centration of CCL2 was high throughout the experiment. The level of S100 protein was consistently high in this pathology. With 

experimental rheumatoid arthritis, the content of tryptophan metabolites along the kynurenine pathway increases and the con-

centration of metabolites along the serotonin pathway decreases. Direct positive correlations of the S100 protein with the con-

tent of tryptophan metabolites along the kynurenine pathway and negative ones along the serotonin pathway were established.

Conclusions. S100 protein, chemokines, and tryptophan metabolites play important roles in the pathogenesis of rheumatoid 

arthritis.
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Введение 

Ревматоидный артрит (РА) — аутоиммунное за-
болевание с развитием хронического воспаления, по-
ражающего суставы и периферические ткани, такие 
как скелетные мышцы и кости. РА остается одной 
из значимых причин инвалидности и трудовых по-
терь, поражая около 0,2-1% населения планеты. Хо-
тя лечение противоревматическими препаратами 
эффективно контролирует воспаление и уменьша-
ет разрушение костей, общие показатели ремиссии 
РА по-прежнему остаются на низком уровне. Поэ-
тому, выяснение особенностей патогенеза РА край-
не необходимо [1].

Белок S100, вырабатываемый нейтрофилами 
и моноцитами участвует в процессе развития вос-
паления, в том числе играет важную роль при ауто-
иммунных заболеваниях [2]. Высокий уровень бел-
ка S100 в сыворотке связан с худшими исходами при 
РА и кроме того он может предсказать рецидив за-
болевания [3].

Производные триптофана, проявляют иммуномо-
дулирующие свойства, которые могут, как усугублять, 
так и облегчать воспаление при РА [4]. При воспали-
тельном артрите и связанных с ним заболеваниях ки-
нуренин защищает от развития заболевания, а инги-
бирование или удаление индоламин-2,3-диоксигеназы 
увеличивает его тяжесть. Данные по участию метаболи-
тов триптофана в развитии РА являются довольно про-
тиворечивыми [5]. Цель исследования – выявление из-
менений уровня белка S100 и метаболитов триптофана 
при моделировании ревматоидного артрита.

Методика

Исследование было проведено на 40 крысах 
WISTAR, средний возраст особей – 18-20 недель, 
вес – 200-300 г. В ходе эксперимента животные бы-
ли разделены на 4 группы, три из которых экспери-
ментальные, последняя интактная. В начале исследо-
вания каждому животному экспериментальных групп 
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была выполнена внутрибрюшинная инъекция раство-
ра коллагена 2 типа (Chondrex, Inc., США) в неполном 
адъюванте Фрейнда. Это стандартный вариант вызвать 
экспериментальный ревматоидный артрит [6].

 Животные содержались в стандартных условиях 
вивария, оборудованного в соответствии с санитар-
ными требованиями № 1045–73 от 06.04.73, получали 
стандартный корм и воду без ограничения. Экспери-
мент проводили на минимальном количестве живот-
ных в соответствии с требованиями «Международных 
рекомендаций по проведению биомедицинских ис-
следований с использованием животных», приняты-
ми Международным Советом Медицинских Научных 
Обществ (CIJVS) в 1985 г. По окончании эксперимен-
та животных забивали передозировкой фторотаново-
го наркоза. Протокол локального этического комите-
та № 124 от 10.11. 2022 г.

Выведение животных из эксперимента осуществля-
ли на 7, 14, 21 дни, далее осуществляли забор материала 
(суставная сумка) на морфологическое и иммуногисто-
химическое исследование. Оценку содержания мета-
болитов триптофана у животных, выведенных из экс-
перимента, выполняли путем забора хрящевой ткани 
в области коленных суставов, после чего полученный 
материал взвешивали и пропорционально весу добав-
ляли фосфатный буферный раствор. Затем осущест-
вляли гомогенизацию при помощи гомогенизатора 
QIAGEN TISSUELYSER LT. В тканях определяли со-
держание триптофана (TRP), кинуренин (KYN), 3-ги-
дрокенуринин (3НKYN), L-5-гидротриптофан (5HTrp) 
методом ВЭЖХ с флуориметрической и спектрофото-
метрической детекцией. 

Иммуногистохимическое окрашивание проводи-
ли стрептавидин-биотин-пероксидазным методом. 
Срезы тканей всех исследуемых групп окрашивали 
кроличьими моноклональными антителами (SP7) 
(abcam, 16669, Кембридж, Великобритания) в разве-
дении 1:100. Парафиновые срезы толщиной 3-5 мкм 
погружали в ксилол для удаления парафина. Дегидра-
тацию проводили в спирте убывающей степени, а за-
тем дважды промывали дистиллированной водой в те-
чение пяти минут. Эндогенные пероксидазы блокиро-
вали применением 5% перекиси водорода в течение 
десяти минут. Извлечение антигена и разведение ан-
тител проводили в соответствии с инструкциями про-
изводителя. Срезы инкубировали с первичным анти-
телом (к белку S100) в течение 60 мин при 25°С, затем 
промывали и вновь инкубировали в течение 30 мин 
с биотинилированным вторичным антителом. В ка-
честве хромогена использовали 3’-диаминобензидин 
(Dako, Glostrup, Дания) при pH 7,0 в течение 3-х мин. 

Срез отрицательного контроля из каждой группы ин-
кубировали с фосфатно-солевым буфером (PBS) без 
добавления первичных антител. Экспрессию антиге-
нов определяли на 100 клеток в 10 полях зрения в зо-
не гистологических изменений.

Концентрацию хемокинов C-X-C motif chemo-
kine ligand 1 (CXCL1) и chemokine (C-C motif) li-
gand 2 (CCL2) определяли, используя наборы для 
мультиплексного анализа Rat Inflammation Panel 
V02 (Biolegend, США) с помощью проточного цито-
флуориметра Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США).

Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы Jamovi версия 2.3. Перед началом анализа ва-
риационные ряды тестировались на нормальность, 
при помощи критерия Шапиро–Уилка. Учитывая 
распределение признаков, отличное от нормально-
го, полученные данные представлены в виде медиа-
ны, межквартильным интервалом (25-го; 75-го пер-
центилей). Сравнение количественных признаков 
выполняли с применением критерия Краскела–Уол-
лиса (H). При наличии статистически значимых разли-
чий с учетом поправки Бонферрони проводилось по-
парное сравнение с помощью критерия Двасса-Сти-
ла-Кричлоу-Флигнера. Корреляционная зависимость 
определялась с использованием ранговой корреляции 
Спирмена. Во всех случаях различия считали статисти-
чески значимыми при р<0,05.

результаты  

Чтобы оценить уровень воспалительной реакции 
мы решили на первом этапе оценить уровень наибо-
лее известных хемокинов, которые принимают участие 
в развитии воспалительной реакции (табл. 1).

Было установлено, что содержание CXCL1 уве-
личивается к 7 сут экспериментального РА, а затем 
к 21 сут нормализуется. Другая картина наблюдается 
с хемокином CCL2 – в опытной группе его концентра-
ция резко возрастает к 7 суткам и остаётся высокой на 
всем протяжении эксперимента. 

Затем мы изучили изменения содержания белка 
S100 в острую (7 сутки) и хроническую (21 сутки) ста-
дии воспаления при РА (табл. 2). 

Было показано, что содержание белка S100 в су-
ставной сумке резко возрастает с 7 сут эксперимента 
и в дальнейшем сохраняется на высоком уровне. 

В следующей серии экспериментов мы изучили из-
менения в обмене аминокислоты триптофана при экс-
периментальном РА. 

Нами установлено, что при экспериментальном 
РА в суставной сумке повышается содержание мета-
болитов триптофана по кинурениновому пути – KYN 
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и 3НKYN, в то же время снижается концентрация ме-
таболитов по серотониновому пути – 5H (табл. 3). 

Обсуждение

Как можно объяснить полученные результаты? 
Хемокины представляют собой группу цитокинов 
с низкой молекулярной массой, которые, в основ-
ном, управляют хемотаксисом клеток. Они играют 
важную роль в патогенезе аутоиммунных заболева-
ний. Эти молекулы не только индуцируют аутоим-
мунные реакции в органах пациентов, но также мо-

гут усиливать индуцированные воспалительные ре-
акции. Известно, что CXCL1 участвует в регуляции 
острого воспаления и закономерно, переход воспа-
лительной реакции в хроническое состояние, при-
водит к его снижению [7]. 

CCL2 или моноцитарный хемоаттрактантный бе-
лок-1 (MCP-1) может индуцировать передвижение 
и привлечение моноцитов и макрофагов к месту по-
вреждения. Когда CCL2 связывается со своими ре-
цепторами, запускаются различные сигнальные пу-
ти, что в конечном итоге приводит к различным им-

Таблица 1/Table 1 

Концентрация хемокинов при ревматоидном артрите в хрящевой ткани в области коленных суставов крыс

Concentration of chemokines in rheumatoid arthritis in cartilage tissue in the area of   the knee joints of rats

Показатель
Интактная группа 7 сутки 14 сутки 21 сутки

1 2 3 4

CXCL1 пг/мл 19,5
(17,2; 21,3)

71,5
(62,3; 80,4)*

31,0
(27,7; 35,6)

21,9
(17,9; 23,8)

CCL2 пг/мл 50,3
(45,6; 59,2)

2860
(2361; 3256)*

3508
(3152; 3858)

2806
(2278; 3223)**

Примечание. * – р<0,05 между 1 и 2 группами.  ** – р<0,05. между 1 и 4 группами.
Note. * – p<0.05 between groups 1 and 2. ** – p<0.05. between groups 1 and 4.

Таблица 2 /Table 2

содержание белка S100 при ревматоидном артрите в хрящевой ткани в области коленных суставов крыс

Tissue S100 protein content in rheumatoid arthritis in cartilage tissue in the area of   the knee joints of rats

Показатель Интактная группа 7 сутки 14 сутки 21 сутки

1 2 3 4

Белок S100, % 9,5
(8,00; 11,0)

28,5
(20,5; 34,0) *

28,0
(23,0; 30,0)

35,0
(31,8; 38,0) **

Примечание. * р<0,05 между 1 и 2 группами ** р <0,05. между 1 и 4 группами.
Note. * – p<0.05 between groups 1 and 2. ** – p<0.05. between groups 1 and 4.

Таблица 3/Table 3 

Концентрация метаболитов триптофана при ревматоидном артрите в хрящевой ткани в области коленных суставов крыс

Tryptophan metabolite concentration in rheumatoid in cartilage tissue in the area of   the knee joints of rats

Метаболит
μmol/l

Интактная группа 7 сутки 14 сутки 21 сутки

1 2 3 4

TRP 1,09
 [1,01; 1,19]

1,02
 [0,82; 1,04]

1,10
 [0,97; 1,14]

1,21
 [1,14; 1,35]

KYN 0,034
 [0,011; 0,044]

0,067
 [0,0666; 0,076] *

0,074
 [0,0726; 0,079]

0,0865 
[0,0762; 0,0882] **

3НKYN 15,7
 [15,5; 18,3]

15,9
 [14,4; 17,0]

15.7
 [12.3; 19.1]

18.9 
[17.5; 20.3] **

5HTrp 11.8
 [11.3; 12.5]

3.30
 [2.80; 3.89] *

3.76 
[3.60; 5.72]

4.42
[4.24; 6.88] **

Примечание: * р <0,05 между 1 и 2 группами. ** р <0,05. между 1 и 4 группами.
Note. * – p<0.05 between groups 1 and 2. ** – p<0.05. between groups 1 and 4.
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мунологическим изменениям, таким как воспаление. 
Этот хемокин также участвует в нескольких событи-
ях, вовлеченных в патогенез РА, таких как остеокла-
стогенез, миграция эффекторных Т-клеток в сино-
виальную ткань РА и ангиогенез [8]. Взаимодействие 
между окислительным стрессом и CCL2 является еще 
одним важным аспектом РА. При окислительном 
стрессе нарушается баланс между оксидантами и ан-
тиоксидантной системой, характеризующийся пере-
производством активных форм кислорода и активных 
форм азота. Эти нарушения окислительно-восстано-
вительного баланса модулируют экспрессию воспали-
тельных CCL2, что приводит к усилению воспаления 
и вызывает повреждение тканей при аутоиммунных 
заболеваниях [9]. Таким образом, закономерно, что 
его концентрация остается высокой на протяжении 
всего периода развития РА.

Белок S100 играет решающую роль в патогене-
зе РА, поскольку он запускает хемотаксис, миграцию 
фагоцитов и модуляцию нейтрофилов и макрофагов. 
Более высокие уровни белка S100 были обнаружены 
в синовиальной жидкости, плазме и сыворотке крови 
пациентов с РА. Недавние исследования продемон-
стрировали выраженную корреляцию между белком 
S100 и совокупными показателями активности воспа-
лительной реакции при РА [10].

Начальная стадия заболевания РА связана с изме-
нениями иммунной системы с последующей выработ-
кой аутоантител, нацеленных на различные молекулы, 
включая модифицированные собственные эпитопы. 
На следующих стадиях заболевания как дендритные 
клетки, макрофаги и нейтрофилы, так и В- и Т-лим-
фоциты вносят вклад в усиление хронического воспа-
лительного состояния. Фундаментальной аномалией 
при РА является неадекватный рост иммунных и стро-
мальных клеток, что предъявляет высокие метаболиче-
ские требования для выработки энергии и биосинтети-
ческих предшественников. Накапливающиеся данные 
свидетельствуют о важной связи между РА и метабо-
лизмом аминокислот, в частности триптофана. TRP, 
редкая незаменимая аминокислота, является предше-
ственником синтеза белка и образования нескольких 
молекул, участвующих в фундаментальных биологи-
ческих процессах. Большая часть TRP метаболизиру-
ется по кинурениновому пути, а оставшийся превра-
щается в серотонин и мелатонин по серотониновому 
пути [11, 12].

В настоящее время установлено, что кинуренино-
вый путь является важным регулятором функции им-
мунной системы. При этом метаболиты TRP могут как 
усугублять, так и тормозить развитие РА [13].

Tриптофан вступает в серотониновый путь, когда 
фермент триптофангидроксилаза превращает эту неза-
менимую аминокислоту в 5-гидрокситриптофан, кото-
рый затем последовательно превращается в серотонин, 
мелатонин и другие метаболиты. Помимо активности 
в качестве нейромедиатора (серотонин) или гормона/
хронобиотика (мелатонин), метаболиты TRP, выраба-
тываемые по серотониновому пути, обладают противо-
воспалительным и антиоксидантным действием посред-
ством множества биохимических механизмов. Таким 
образом, снижение их концентрации приводит к усиле-
нию воспаления при РА. Возможно, угнетение серото-
нинового пути объяснят серьезные депрессивные рас-
стройства, встречающиеся у пациентов с РА [14]. 

Нами выявлены значимые связи белка S100 с KYN 
(r=0,691, p<0,05), с 3HKYN (r=0.354, p<0,05) и с 5HTrp 
(r=-0.415, p<0,05). 

Семейство белков S100 вырабатываются различны-
ми иммунными клетками. Воспалительная инфильтра-
ция лейкоцитами (в основном макрофагами) и провос-
палительные цитокины играют важную роль в прогрес-
сировании РА. Белок S100 повышает уровни фактора 
некроза опухоли (TNF-α), интерлейкина-1β (IL-1β) 
и интерлейкина-6 (IL-6). Увеличение уровня этих фак-
торов воспаления, в свою очередь, может стимулиро-
вать нейтрофилы и макрофаги, создавая порочный 
воспалительный цикл [15]. Белок S100 рекрутирует 
клетки костного мозга из очагов воспаления в орга-
низме, ускоряя воспалительный процесс. Белок S100 
также стимулирует синовиальные фибробласты и ре-
гулирует их активность [16]. Прямые положительные 
корреляции белка S100 с содержанием метаболитов 
триптофана по кинурениновому пути и отрицатель-
ные с 5HTrp свидетельствует о важной роли обмена 
триптофана в патологических процессах при РА. Это 
подтверждает и ряд исследований проведенных в по-
следние годы [17].

Выводы

1. При экспериментальном РА изменяется содер-
жание хемокинов: CXCL1 повышен на 7 сутки (острый 
период развития РА), а концентрация CCL2 остается 
высокой на всем протяжении эксперимента.

2. При РА наблюдается высокое содержание бел-
ка S100.

3. При экспериментальном РА повышается содер-
жание метаболитов триптофана – KYN, 3НKYN и сни-
жается концентрация 5HTrp. 

4. Имеются выраженные корреляционные свя-
зи между содержанием белка S100 и метаболитами 
триптофана.
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