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АННОТАЦИЯ
Введение. Одним из самых перспективных средств таргетного воздействия на механизмы аутоиммунных процессов и 
гипериммунных реакций, связанных с цитокиновым дисбалансом, являются ингибиторы янус киназ. Однако данные 
химические вещества в используемых дозах обладают рядом нежелательных побочных эффектов. Действие малых и 
сверхмалых доз в отношении данной группы веществ не изучено.
Цель работы. Исследование влияния малых  и сверхмалых концентраций ингибиторов янус киназ на синтез цитокинов 
мононуклеарными клетками человека in vitro.
Материалы и методы. В культуре мононуклеарных клеток здоровых доноров определяли концентрацию фактора не-
кроза опухолей альфа (TNFα), гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (GM-CSF), ин-
терферона альфа (IFNα), интерлейкина 2 (IL-2), интерлейкина 4 (IL-4), интерлейкина 6 (IL-6), интерлейкина 8 (IL-8) 
и интерлейкина 10 (IL-10) после стимуляции фитогемагглютинином, а также влияние на продукцию этих цитокинов 
руксолитиниба и барицитиниба в различных, в том числе сверхмалых, дозах.
Результаты. Установлено, что барицитиниб, равно, как и руксолитиниб, в обычных концентрациях достоверно сни-
жали, а в сверхмалых достоверно повышали уровень синтеза всех исследованных в данном эксперименте цитокинов. 
Выводы. Показан стимулирующий, но не подавляющий эффект сверхмалых концентраций ингибиторов янус киназ 
на примере руксолитиниба и барицитиниба. В отношении игибиторов функций янус киназ такое явление обнаружено 
впервые, что открывает пути поиска новых средств регуляции иммунитета, в частности, продукции цитокинов.
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ABSTRACT
Background. One of the most promising means of targeting the mechanisms of autoimmune processes and hyperimmune reactions 
associated with cytokine imbalance are Janus kinase inhibitors. However, these chemicals in the used doses have a number of 
undesirable side eNects. Oe eNect of small and ultra-low doses in relation to this group of substances has not been studied.
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ВВЕДЕНИЕ
Ингибиторы янус киназ являются важным сред-

ством для коррекции цитокинового дисбаланса, наблю-
даемого при многих гипериммунных реакциях, в частно-
сти, аутоиммунитете, однако данные вещества обладают 
рядом серьезных побочных эффектов [1]. Это ставит во-
прос об изучении эффективности малых и сверхмалых 
доз данных препаратов.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Целью работы явилось исследование влияния 

малых и  сверхмалых концентраций ингибиторов янус 
киназ на синтез цитокинов мононуклеарными клетками 
человека in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Фракция мононуклеарных клеток из  перифе-

рической крови (МПК) 3-х здоровых доноров получе-
на путем выделения на  градиенте плотности фиколла 
(Панэко, Россия) с  ρ=1,077 по  стандартной методике, 
с 2-кратной отмывкой от фиколла. После второй отмыв-
ки осадок клеток каждого донора был ресуспендирован 
в 1 мл среды RPMI-1640 (Панэко, Россия) с 10% эмбри-
ональной бычьей сыворотки (Biosera, Франция) и анти-
биотиками  — пенициллином 50 Ед  и стрептомицином 
50 мкг (далее — полная среда). Также производили под-
счет количества и  жизнеспособности клеток в  камере 
Горяева, с окраской 1% трипановым синим.

Выделенные клетки каждого донора развели 
полной средой до  концентрации 2×106 в  1 мл  и внес-
ли по 200×105 в лунки 96-луночного планшета (Nunc, 
Дания).

В качестве индуктора экспрессии янус киназ и про-
дукции цитокинов использовали фитогемагглютинин 
(ФГА) в конечной концентрации 10 мкг/мл полной среды.

В  часть исследуемых образцов добавляли рук-
солитиниб и  барицитиниб в  концентрациях 1 мкг/мл,  
200 нг/мл, 20 нг/мл и 10 пг/мл.

При определении концентраций мы  руководство-
вались тем, что обычное применение ингибиторов янус 
киназ ограничено узким диапазоном концентраций, в ос-
новном от  5 мг  до 1мг в  разовой дозе. То  есть, в  расчете 
на объем крови 5000 мл среднего взрослого человека — со-
ответственно 1 мкг и 200 нг на миллилитр. Концентрации  
20 нг/мл и 10 пг/мл можно считать малыми и сверхмалыми.

Препараты вносили в  соответствующие лунки 
планшета по 10 мкл. Конечный объем среды во всех лун-
ках — 250 мкл. Планшет помещали в условия влажной 
атмосферы с 5% СО2 при 37°С на 48 часов.

После культивирования планшеты с  клетками 
центрифугировали и  в супернатанте определяли кон-
центрацию фактора некроза опухолей альфа (TNFα), 
гранулоцитарно-макрофагального колониестимулиру-
ющего фактора (GM-CSF), интерферона альфа (IFNα), 
интерлейкина 2 (IL-2), интерлейкина 4 (IL-4), интерлей-
кина 6 (IL-6), интерлейкина 8 (IL-8) и интерлейкина 10 
(IL-10). Анализ проведен методом цитометрических бус 
Bio-Plex ProTM Human Cytokine Grp I Panel 8-plex (Bio-
RAD) по  протоколу производителя. Алгоритм анализа 
приведен на рис. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследований представлены в табли-

цах 1–12. Количество цитокинов выражено в пг/мл.

Purpose. To study the eNect of low and ultra-low concentrations of Janus kinase inhibitors on the synthesis of cytokines by human 
mononuclear cells in vitro.

Materials and methods. Oe concentrations of tumor necrosis factor alpha (TNFα), granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF), interferon alpha (IFNα), interleukin 2 (IL-2), interleukin 4 (IL-4), interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) and 
interleukin 10 (IL-10) aZer stimulation with phytohemagglutinin were determined in the culture of mononuclear cells of healthy 
donors. Also the eNect on the production of these cytokines of  ruxolitinib and baricitinib in various doses, including ultra-low ones, 
was determined..

Results. It was found that baricitinib, as well as ruxolitinib, at normal concentrations signi[cantly decreased, and at ultra-low 
concentrations they signi[cantly increased the level of synthesis of all cytokines studied in this experiment.

Conclusion. Oe stimulating, but not suppressive eNect of ultra-low concentrations of Janus kinase inhibitors has been demonstrated 
using the example of ruxolitinib and baricitinib. In relation to inhibitors of Janus kinase functions, this phenomenon has been discovered 
for the [rst time, which opens up ways to search for new means of regulating immunity, in particular, the production of cytokines.
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Данные по использованию разных концентраций 
руксолитиниба представлены в таблицах 1–6.

Как видно из таблиц, руксолитиниб в дозах, экви-
валентных обычно применяемым в клинической прак-
тике, достоверно снижал синтез всех исследованных 
цитокинов. В малых и сверхмалых дозах, наоборот, на-
блюдалось достоверное повышение концентрации всех 
цитокинов. 

В таблицах 7–12 представлены данные о влиянии 
различных концентраций барицитиниба.

Как видно из  таблиц, барицитиниб, равно, как 
и руксолитиниб, в обычных концентрациях достоверно 
снижали, а в сверхмалых достоверно повышали уровень 
синтеза всех исследованных в данном эксперименте ци-
токинов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Основным известным механизмом действия 

и  показанием для клинического применения данных 
препаратов является подавление синтеза цитокинов, 
в частности, провоспалительных. 

Поскольку эти препараты, хотя и  относящиеся 
к одной группе, во многом различаются и имеют различ-
ные показания к  клиническому применению, получен-
ный практически аналогичный эффект свидетельствует 
об  общем принципе действия сверхмалых концентра-
ций для всех веществ данной группы — селективных ин-
гибиторов JAK-киназ (Janus Associated Kinases — JAKs) 
и тирозинкиназ.

Таким образом, сверхнизкие дозы ингибиторов 
янус киназ, на примере барицитиниба и руксолитиниба 
действуют, относительно стандартно рекомендуемых, 

Рис. 1.  Магнитные бусы с 
иммобилизованными антителами 
к цитокинам (а) включают 8 групп 
с антителами к ИЛ-2, 4, 6, 8, 10, 
интерферону гамма, фактору некроза 
опухоли альфа, гранулоцитарно-
макрофагальному фактору роста 
(б). Движение бус в контроле (в) и в 
присутствии цитокинов (г). Анализ 
индивидуальных цитокинов (д). 
Титровочная кривая для определения 
концентрации цитокинов (е)

Таблица 1. Влияние разных концентраций руксолитиниба на уровень TNFα 

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

225,7±12 76,5±9,4* 114,3±10* 327,4±6,7* 454,3±7,7*

Таблица 2. Влияние разных концентраций руксолитиниба на уровень 
GM-CSF 

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

125,3±14.2 45,3±5,4* 64,3±10,1* 197,3±5,5* 231,4±9,3*

Таблица 3. Влияние разных концентраций руксолитиниба на уровень IFNα

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

57,3±12,4 26,4±6,4* 35,5±7,5* 72,9±8,7* 84,2±2,7*

Таблица 4. Влияние разных концентраций руксолитиниба на уровень IL-2

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

78,4±13,2 32,1±3,7* 43,3±2,2* 96,3±2,7* 112,4±3,2*

Таблица 5. Влияние разных концентраций руксолитиниба на уровень IL-4

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

45,0±6,4 28,2±2,5* 34,3±6,6* 56,7±3,1* 72,4±5,3*

Таблица 6. Влияние разных концентраций руксолитиниба на уровень IL-6

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

98,9±10,2 45,3±7,8* 67,3±14,1* 123,8±7,6* 132,9±8,7*

Примечание: * - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с контролем
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Таблица 7. Влияние разных концентраций барицитиниба на уровень TNFα 

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

225,7±12 76,4±12,1* 165,2±10,2* 277,7±7,4* 312,3±5,7*

Таблица 8. Влияние разных концентраций барицитиниба на уровень GM-CSF

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

125,3±14.2 45,8±6,6* 72,3±9,3* 187,3±4,8* 212,7±9,9*

Таблица 9. Влияние разных концентраций барицитиниба на уровень IFNα

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

57,3±12,4 28,4±5,3* 44,5±4,3* 74,2±7,7* 89,7±4,8*

Таблица 10. Влияние разных концентраций барицитиниба на уровень IL-2

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

78,4±13,2 32,1±3,7* 43,3±2,2* 96,4±5,5* 102,7±8,6*

Таблица 11. Влияние разных концентраций барицитиниба на уровень IL-4

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

45,0±6,4 26,2±3,9* 35,3±4,5* 66,7±7,4* 74,2±5,6*

Таблица 12. Влияние разных концентраций барицитиниба на уровень IL-6

контроль 1 мкг/мл 200 нг/мл 20 нг/мл 10 пг/мл

98,9±10,2 45,8±8,6* 54,3±9,6* 131,3±6,5* 144,2±7,8*

Примечание: * - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с контролем

прямо противоположно, то  есть, не  подавляют синтез 
цитокинов, а  стимулируют его, что дает неизвестный 
ранее для этой группы веществ эффект стимуляции вы-
работки цитокинов.

Сам по себе феномен инверсии эффекта биологи-
чески активных веществ в  сверхмалых концентрациях 
известен давно и серьезно изучается многими специали-
стами фундаментальных наук [2; 3].

Например, показана высокая эффективность 
сверхмалых концентраций ингибитора НАДФН-оксида-
зы дифенилениодиниума в лечении экспериментально-
го колоректального рака, ассоциированного с колитом. 
Механизм действия был связан с  ингибицией фосфо-
риляции фактора трансдукции и активации транскрип-
ции (STAT3), митоген активируемой протеинкиназы 
(MAPK), и нуклеарного фактора каппа би (NF-κB) [4].

С помощью использования сверхмалых доз про-
воспалительных цитокинов TNFα и IL-1β уровень про-
дукции этих цитокинов в  культуре клеток моноцитов 
снижался на 20%, что свидетельствует о противовоспа-
лительном эффекте [5]. 

На основе этого явления инверсии действия сверх-
малых доз рекомендованы и уже используются ряд препа-
ратов и фармацевтических композиций, в частности, низ-
кодозовая фармацевтическая композиция изотретионина 
[6] или цитокинов для лечения ревматоидного артрита [7].

Механизм действия сверхмалых доз в настоящее 
время еще далек от  изученности. Существует несколь-
ко предположений, в  большей или меньшей степени 
объясняющих данное явление (концентрирование дей-
ствующего вещества; наличие исключительно высоко-
эффективных систем усиления сигнала; форсирование 
эффекта в условиях неравновесного связывания лиган-
да с рецептором; адаптационная гипотеза; гипотеза, ос-
нованная на представлениях о «памяти воды») [8; 9].

По  мнению Е.Б. Бурлаковой, в  основе данного 
явления лежат физико-химические механизмы взаимо-
действия регуляторных процессов клетки, изменения 
структуры мембран, взаимодействия и сродства рецеп-
торов и лигандов [2; 10].

Л.Б. Болдырева изучая свойства сверхтекучих 
спиновых токов в  сверхтекучем 3Не-В показала анало-
гию между особенностями действия сверхмалых доз 
биологически активных веществ и  низкоинтенсив-
ных физических факторов на  биологические объекты. 
То есть, механизмы действия сверхмалых доз могут про-
являться на квантовом уровне [11; 12].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, механизмы влияния сверхмалых 

доз биологически активных веществ весьма сложны 
и  принадлежат области фундаментальных физико-хи-
мических исследований. 

Тем не  менее, конкретный эффект известен, что 
дает возможность практического использования в раз-
личных областях биологии и медицины.

В результате проведенного нами исследования по-
казан стимулирующий, но не подавляющий эффект сверх-
малых концентраций ингибиторов янус киназ на примере 
руксолитиниба и барицитиниба. В отношении игибиторов 
функций янус киназ, такое явление обнаружено впервые, 
что открывает пути поиска новых средств регуляции им-
мунитета, в частности, продукции цитокинов.
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