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Интерлейкин-12 (IL-12) является важнейшим провоспалительным цитокином, синтезируемым мак-
рофагами, однако данные о влиянии диоксина на его экспрессию до сих пор фрагментарны. Наличие 
выявленных нами ранее потенциальных DRE (dioxin responsive elements) в регуляторных районах 
генов IL12A и IL12B, кодирующих субъединицы цитокина IL-12p35 и IL-12p40 соответственно, 
предполагает возможность прямой активации этих генов через связывание DRE с комплексом ди-
оксин/AhR/ARNT. 

В настоящей работе связывающая способность этих DRE доказана с помощью гель-шифт анализа. 
Исследование динамики экспрессии генов IL12A и IL12B на модели макрофагоподобных клеток че-
ловека линии U937 не выявило влияния диоксина на уровень экспрессии гена IL12A. В то же время 
выявлена кратковременная активация, а затем падение экспрессии гена IL12B. Наблюдаемая динамика 
может объясняться прямой активацией экспрессии диоксин-содержащим комплексом и последу ющим 
подавлением экспрессии в результате оксидативного стресса, вызываемого диоксином. Таким об-
разом, известный факт влияния диоксина на иммунную систему может быть связан в том числе и с 
различным его влиянием на динамику экспрессии генов, кодирующих субъединицы IL-12.
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ВВЕДЕНИЕ

Интенсивное техногенное воздействие на 
биосферу приводит к увеличению содержания 
в окружающей среде ксенобиотиков различной 
природы, в частности диоксинов, к которым от-
носятся сотни веществ. Среди них наибольшую 
опасность для человека представляет 2-,3-,7-,8-
тетрахлородибензо-пара-диоксин (ТХДД) как 
наиболее токсичный из всех соединений ди-
оксинового ряда (Walker et al., 1999; Zodrow et 
al., 2004). 

Действие диоксина на организм человека 
носит системный характер и вызывает широкий 
спектр негативных дозозависимых эффектов 

в отношении фактически всех жизненных 
функций. На иммунную систему он оказывает 
сильное супрессорное влияние, подавляя как 
клеточный, так и гуморальный иммунный ответ 
(Mandal, 2005). При интоксикации диоксином 
создаются предпосылки для развития целого 
ряда иммунопатологий, включающих как им-
мунодефицитные, так и гиперактивированные 
состояния, на фоне которых развиваются ал-
лергические, аутоиммунные и онкологические 
заболевания, меняются восприимчивость ор-
ганизма к инфекционным агентам и характер 
течения вызванных ими заболеваний (Steenland 
et al., 2004; Knerr, Schrenk, 2006; Neff-LaFord et 
al., 2007; Schulz et al., 2013). Диоксин способен 



355Экспрессия цитокина IL-12 в макрофагах человека

нарушать иммунные реакции организма даже 
в минимальных дозах, что позволяет квалифи-
цировать его как иммунотоксикант (Kerkvliet, 
2012). Отметим, что механизмы реализации им-
мунотоксических эффектов диоксина до конца 
не выяснены. Токсическое действие диоксина, 
как и его метаболизм, опосредуется арилгид-
рокарбоновым рецептором (AhR) – лиганд-ак-
тивируемым транскрипционным фактором из 
семейства bHLH/PAS (Connor, Aylward, 2006), 
который участвует в регуляции экспрессии 
генов, содержащих опознаваемые этим факто-
ром специфические сайты – так называемые 
dioxin responsive elements (DRE). В отсутствие 
лиганда AhR находится в цитоплазме клетки в 
комплексе с димером белка-шаперона Hsp90, 
кошапероном p23, иммунофилин-подоб-
ным белком AIP (Aryl hydrocarbon receptor-
Interacting Protein), известным также как ARA9 
или XAP2. После связывания с лигандом ком-
плекс перемещается в ядро и диссоциирует 
(Fujii-Kuriyama, Kawajiri, 2010). Оставшийся 
связанным с лигандом AhR димеризуется с бел-
ком ARNT (AhR Nuclear Translocator) из того 
же семейства bHLH. Комплекс лиганд/AhR/
ARNT функционирует как транскрипционный 
фактор. Связываясь с последовательностями 
DRE в регуляторных районах генов-мишеней, 
он инициирует транскрипцию целой батареи 
генов (Boutros et al., 2004; Connor, Aylward, 
2006; Marshall, Kerkvliet, 2010). Коровой 
консенсусной последовательностью DRE яв-
ляется 5′-TNGCGTG-3′ (Boutros et al., 2004). 
При взаимодействии комплекса лиганд/AhR/
ARNT с DRE AhR контактирует с 5′-TNGC, а 
ARNT – с GTG-3′ полусайтами консенсусной 
последовательности (Sun et al., 2004).

Лигандами AhR служит большая группа 
химических веществ как эндогенного проис-
хождения (билирубин, простагландины, мета-
болиты триптофана и др.), так и ксенобиотиков 
(полиароматические углеводороды, бифенилы и 
др.) (Denison, Nagy, 2003). Сильная токсичность 
ТХДД обусловлена его высокой аффинностью к 
AhR, с которым он, как лиганд, образует устой-
чивый комплекс. 

С активацией AhR лигандами различной 
природы связано модулирование экспрессии 
многих генов в клетках различных типов, в 
том числе и клетках иммунной системы, участ-

вующих в реализации как врожденного, так и 
приобретенного иммунитета (Kerkvliet, 2012; 
Nguyen et al., 2013; Sсhulz et al., 2013).

Существенный компонент пула иммуноком-
петентных клеток составляют макрофаги, обес-
печивающие первое звено иммунной защиты 
организма. Они осуществляют фагоцитоз чуже-
родных макромолекул и бактерий, в кооперации 
с Т- и В-лимфоцитами реализуют и регулируют 
иммунный ответ, способны при определенных 
условиях оказывать цитотоксическое действие 
на опухолевые клетки (Gordon, Taylor, 2005). 
С их участием происходит формирование не-
специфического клеточного и гуморального 
иммунитета, а в качестве антигенпрезентиру-
ющих клеток они входят и в систему специ-
фического иммунитета. Коммуникативными и 
эффекторными средствами макрофагов служат 
нарабатываемые ими медиаторы, в том числе 
интерлейкины. Одним из ключевых интерлей-
кинов является провоспалительный IL-12p70 –
гетеродимерный белок, состоящий из двух 
субъединиц, IL-12p35 и IL-12p40, кодируемых 
генами IL12A и IL12B соответственно (Biswas 
et al., 2012). Известно, что IL-12 усиливает 
пролиферацию и цитолитическую активность 
Т-клеток и натуральных киллеров, индуцирует 
продукцию интерферона гамма и обладает уни-
кальной способностью к активации Т-хелперов, 
тем самым стимулируя клеточный иммунитет 
против патогенных микробов и опухолевых 
клеток. Кроме IL-12p70, субъединица IL-12p40 
входит в состав IL-23, также секретируемого 
макрофагами и играющего значительную роль 
в патогенезе аутоиммунных заболеваний (Gee 
et al., 2009; Hamza et al., 2010).

С учетом места IL-12 в функционировании 
иммунной системы человека в целом и макрофа-
гов как одной из важнейших ее составля ющих 
представляется актуальным исследование ме-
ханизмов влияния диоксина на экспрессию 
его субъединиц, однако данные такого рода в 
литературе до сих пор отсутствуют. Ранее нами 
(Furman et al., 2009) были предсказаны DRE в 
регуляторных районах генов обеих субъеди-
ниц IL-12, что могло обеспечить их реакцию 
на этот иммунотоксикант. В настоящей работе 
ставилась задача экспериментальной проверки 
функциональности выявленных DRE на модели 
культуры клеток U937 человека как одного из 
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наиболее адекватных объектов для исследова-
ния ответа макрофагов на диоксин in vitro. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовались следующие реак-
тивы: [α-32P]ATP (6000 Ci/mmol) (Costa Mesa, 
CA); Taq ДНК полимераза (НПО «СибЭнзим», 
Россия); DNase I RNase-free (Fermentas, США); 
набор для проведения обратной транскрип-
ции HighCapacity cDNA Archive Kit (Applied 
Biosystems, США); реакционная смесь М-435 
для проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR 
GreenI (ЗАО «Синтол», Россия); этилендиамин-
тетрауксусная кислота (EDTA) (Хеликон, Рос-
сия); бромистый этидий (Sigma-Aldrich, США); 
бромфеноловый синий (Sigma-Aldrich, США); 
агароза (Hybaid-AGS, Германия); ДНК-маркер 
100 п.н. (10 фрагментов от 100 до 1000 п.н.) 
(СибЭнзим, Россия ); 2,3,7,8-ТХДД (чисто-
та > 99,99 %) (ЗАО «НПО Экрос», Россия); 
диметилсульфоксид (DMSO, Me2SO) (чисто-
та > 99,99 %); таблетированный препарат 
натрий-фосфатного буфера (Amresco, США); 
форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА, Sigma-
Aldrich, США); коктейль ингибиторов протеаз 
(Pierce, США); фенилметилсульфонилфторид 
(ФМСФ) (Sigma-Aldrich, США); пеницилин-
стрептомицин (Sigma-Aldrich, США); среда 
RPMI1640 (ООО «Биолот», Россия); фетальная 
бычья сыворотка («Hyclone», США).

Поиск сайтов связывания 
арилгидрокарбонового рецептора

Поиск DRE в регуляторных районах генов 
проводился с помощью программного пакета 
SITECON (http:// wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/
programs/sitecon/, Oshchepkov et al., 2004) в 
соответствии с процедурой, описанной ранее 
(Furman et al., 2009). Для идентификации DRE 
параметры метода были выбраны таким обра-
зом, чтобы ошибка I рода (недопредсказание) 
равнялась нулю, что означает распознавание 
программой всех последовательностей из обу-
чающей выборки. Анализировались участки 
генов IL12A и IL12B от –2000 до +600 относи-
тельно старта транскрипции. Последователь-
ности были извлечены из БД UCSC Genome 
Browser database (Meyer et al., 2013).

Клеточная культура

Исследования проводили с использованием 
перевиваемой клеточной линии промоноцитов 
человека U937, полученной из коллекции кле-
точных культур ГНЦ ВБ «Вектор». С целью 
получения макрофагального фенотипа клетки в 
течение 48 ч инкубировали с ФМА в концентра-
ции 0,2 мкг/мл, после чего отмывали стерильным 
натрий-фосфатным буфером и на 3 суток поме-
щали в полную среду (RPMI 1640 (10 % FBS)), 
не содержащую ФМА. Полученные макрофаго-
подобные клетки обрабатывались 10нМ 2,3,7,8-
ТХДД (опыт) или 0,1 % (v/v) диметилсульфок-
сидом (контроль) в течение 15 мин; 1 ч; 2; 3; 
4.5 и 6 ч. Далее клетки использовали для получе-
ния суммарной РНК и ядерного экстракта.

Количественная ПЦР 
в реальном времени (ПЦР-РВ)

Суммарная РНК выделялась с помощью 
набора Aurum Total RNA Mini Kit производства 
«Bio-Rad». Качество и количество выделенной 
РНК оценивалось на приборе Agilent 2100 
Bioanalyzer (RIN ≥ 8 для всех проб) согласно 
инструкции производителя, а также электрофо-
резом РНК в 1 %-м агарозном геле. ДНК-азную 
обработку проводили набором DNAse I, RNase-
free фирмы «Fermentas» согласно инструкции 
производителя. Для синтеза кДНК использо-
вали набор High Capacity cDNA Archive Kit 
производства «Applied Biosystems». Уровень 
экспрессии генов IL12A, Il12B, CYP1A1, ATF3 
определяли методом количественной ПЦР в ре-
альном времени при использовании набора реак-
тивов для ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green I 
производства ЗАО «Синтол» на приборе ABI 
PRISM 7000. В качестве эндогенного контроля 
использовали ген домашнего хозяйства бета-ак-
тин (ACTB). Дизайн праймеров осуществлялся 
с помощью программы Primer Express® Soft-
ware v2.0 (Applied Biosystems) (табл. 1). 

Метод задержки ДНК-зонда 
в геле белками ядерного экстракта

Получение белкового экстракта ядер из U937 
макрофагов проводили следующим методом: 
107 клеток инкубировали с 1 мл лизирующего 
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буфера (10 мМ Hepes, 10 мМ KCl, 1 мМ ДТТ, 
0,5 мМ спермидин, 0,15 мМ спермин, 0,1 мМ 
ЭДТА, 0,1 мМ ЭГТА, 0,5 мМ ПМСФ, коктейль 
ингибиторов протеаз «Pierce») в течение 15 мин 
на льду, затем добавляли 62 мкл 10 %-го NP-40 
и центрифугировали в течение 5 мин при 4 °С, 
400 g. Осадок ядер лизировали в буфере (20 мМ 
Hepes, 420 мМ NaCl, 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ 
ЭДТА, 1 мМ ДТТ, 25 %-й глицерин, коктейль 
ингибиторов протеаз «Pierce») в течение 20 мин 
на льду, после чего центрифугировали в те-
чение 10 мин при 4 °С, 10000 g. Супернатант, 
содержащий суммарный белок ядер, отбирали 
в чистую пробирку, измеряли концентрацию 
на спектрофотометре по методу Бредфорда, 
фасовали на аликвоты и хранили при –72 °С. 
В качестве ДНК-зондов использовали двуце-
почечные олигонуклеотиды, соответствующие 
районам расположения предсказанных сайтов 
связывания AhR. Введение метки в ДНК-зонд 
осуществляли с помощью достройки укорочен-
ных 3′-концов фрагментом Кленова ДНК-поли-
меразы I. Реакцию вели 5 мин при комнатной 
температуре в 10 мкл реакционной смеси, 
содержавшей 0,01 мМ олигонуклеотида, 1 мкл 
10× буфера для мечения (500 мМ Трис-HCl 
pH = 8,0, 100 мМ NaCl, 100 мМ MgCl2, 1 мМ 
ДТТ, 2 мМ dГТФ, 2 мМ dTTФ, 2 мМ dCTФ), 
2 единицы активности фрагмента Клёнова, 
10 мкКи (α-32Р) dATФ. Для очистки олигонук-
леотидов от невключившейся метки реакцион-
ную смесь наносили на ионообменную бумагу 
ДЕАЕ-81 и промывали 0,25 М КН2РО4. 

Анализ связывания фрагментов ДНК с бел-
ками ядерных экстрактов проводили по следу-
ющей методике: белковый ядерный экстракт 
инкубировали с обработанной ультразвуком 

ДНК спермы лосося (из расчета 1 мкг ДНК на 
7 мкг суммарного белка) в течение 10 мин на 
льду для предотвращения неспецифического 
связывания белков с ДНК-зондом. После этого 
4 мкг экстракта добавляли к пробам, содержа-
щим 50 рМ радиоактивно меченого ДНК-зонда 
и инкубировали при комнатной температуре 
в течение 15 мин. Электрофорез вели в 4,5 % 
ПААГ в 0,5×TBE при 40 °С. Гель выдерживали 
в фиксирующем растворе, высушивали и экспо-
нировали с рентгеновской пленкой.

Иммуноферментный анализ

Анализ содержания цитокина IL-12p70 
методом ИФА проводился в кондиционной 
среде, полученной после 6 ч культивирования 
макрофагов U937 с концентрацией 10 нМ 
2,3,7,8-ТХДД и 0,1 % (v/v) DMSO. Содержание 
оценивалось с помощью коммерческого набо-
ра IL-12p70 ELISA kit (#KAC1568, BioSource 
(USA)), согласно инструкции производителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате биоинформатического анализа 
промоторных районов генов IL12A и IL12B 
было выявлено четыре потенциальных DRE, 
обнаруживших сходство с консенсусной по-
следовательностью DRE (табл. 2). 

Позиция выявленных сайтов вблизи старта 
транскрипции обоих генов является дополни-
тельным аргументом в пользу их классифика-
ции как потенциальных DRE (Sun et al., 2004; 
Fujita et al., 2006), что делает их вероятными 
участниками регуляции этих генов при воздей-
ствии диоксина.

Таблица 1 
Последовательности праймеров, 

использованных для количественной ПЦР в реальном времени 

Ген Структура прямого праймера Структура обратного праймера

IL12A tcccatgccttcaccactc cttcagaagtgcaagggtaaaattc
IL12B ggaccttggaccagagcag ctcgcctcctttgtgacagg
ATF3 cctctgcgctggaatcagtc ttctttctcgtcgcctcttttt
CYP1A1 cccagctcagctcagtacct gaggccagaagaaactccgt
ACTB tggcattgccgacaggat cggagtacttgcgctcagga
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Таблица 2 
Предсказанные DRE 

в генах субъединиц цитокина IL-12

Ген №

Позиция 
сайта отно-
сительно 

старта транс-
крипции

Последователь-
ность сайта

IL12B
1     –598* cacAcGCGTGcaca
2   –660 aaaCtGCGTGtacc
3 –1010 tgtCtGCGTGtacc

IL12A             –612* accCtGCGTGccct
Консенсусная 
последовательность TNGCGTG

* Выделены сайты, подвергнутые экспериментальной 
проверке. 

Проверка связывающей способности по-
тенциальных DRE с белковыми комплексами, 
содержащими AhR, была проведена методом 
задержки в геле. Были проверены два DRE из 
промоторных районов каждого из генов, коди-
рующих субъединицы гетеродимера IL-12, са-
мых близких к старту транскрипции (выделены 
в табл. 2). В качестве контроля использовали 
DRE из энхансера гена CYP1A1. В результате 
связывающая способность этих двух сайтов 
подтвердилась (рис. 1). 

На рис. 1 приведен радиоавтограф элект-
рофоретического разделения ДНК-белковых 
комплексов, образованных после инкубации 
32Р-меченых DRE-содержащих олигонуклео-
тидов с белками ядерного экстракта, выделен-

Рис. 1. Связывание белков экстрактов ядер с α-P32-
мечеными олигонуклеотидами, соответствующими 
DRE из IL12A и сайту № 1 из IL12B, а также конт-
рольному DRE из энхансера гена CYP1A1. 

1 – полоса задержки, соответствующая Ahr-содержащему 
белковому комплексу с олигонуклеотидом; S – супер-
сдвиг.

ного из клеток, обработанных ТХДД (10 нМ) в 
течение 24 часов. 

На рис. 1 видно, что при добавлении белков 
экстрактов ядер к α-P32-меченым олигонук-
леотидам образуется несколько ДНК-белковых 
комплексов. Комплекс «1» (верх) содержит AhR, 
так как он ослабляется при добавлении антител 
к AhR (дорожки, помеченные знаком «+») к бел-
кам экстракта ядер. Видно также, что при этом 
образуется менее подвижный комплекс «S», 
включающий в себя помимо олигонуклеотида 
и белкового комплекса также и антитела к AhR 
(суперсдвиг).

На рис. 2 приведены оценки экспрессии 
генов, кодирующих белки двух субъединиц 
IL-12, и контрольного гена CYP1A1 при дейст-
вии диоксина. Ген CYP1A1 выбран в качестве 
контроля, поскольку является одним из генов 
универсальной системы биотрансформации 
ксенобиотиков, экспрессирующихся во мно-
жестве тканей, в том числе и в макрофагах, в 
ответ на обработку диоксином (Sciullo et al., 
2009). Характер изменения экспрессии этого 
гена согласуется с литературными данными: 
уровень мРНК демонстрирует устойчивое на-
растание в зависимости от времени воздействия 
диоксином.

В то же время динамика экспрессии генов 
IL12A и IL12B на тех же временных интерва-
лах принципиально различна. Уровень мРНК 
IL12A сохраняется фактически неизменным вне 
зависимости от времени экпозиции диоксином, 
тогда как экспрессия IL12B возрастает более 
чем в 2 раза через 1 ч с момента воздействия, 
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Рис. 2. Ранние эффекты воздействия 2,3,7,8-ТХДД на содержание мРНК генов IL12A, IL12B, CYP1A1, ATF3 
в макрофагоподобных клетках U937. 

Клетки были обработаны 2,3,7,8-ТХДД в концентрации 10 нМ в течение 1, 3 и 6 ч. Экспрессия генов оценивалась 
методом ПЦР в реальном времени, данные нормализовались к уровню экспрессии гена домашнего хозяйства ACTB. 
Уровень экспрессии мРНК дан относительно контрольного уровня – уровня мРНК в клетках, обработанных 0,1 % 
DMSO. По оси абсцисс приведена временная развертка, по оси ординат – значения относительной экспрессии мРНК 
со стандартной ошибкой, в скобках приведено количество экспериментов. 

а к 6 ч показывает выраженное снижение до 
уровня, в 2 раза ниже контрольного. 

ОБСУЖДЕНИЕ

В регуляторных районах генов IL12A и IL12B 
было выявлено 4 сайта, локализация которых 
позволяет рассматривать их как кандидаты на 
роль DRE. Нуклеотидные последовательности 
этих сайтов незначительно отличаются от ка-
нонической консенсусной последовательности 
TNGCGTG. Первый нуклеотид консенсусной 
последовательности во всех четырех выявлен-
ных потенциальных DRE отличался от кон-
сенсусного T и соответствовал A в сайте № 1 
в IL12B и С в сайте в IL12A и сайтах № 2, 3 в 
IL12B. Поскольку действие ксенобиотиков на 
активность индуцибельных генов опосредуется 
AhR и обусловлено его связыванием с DRE, мы 
проверили выявленные сайты на связывающую 
активность с AhR-содержащим комплексом. 
Два из них – ближайшие к старту транскрипции 
в каждом из генов (сайт accCtGCGTGccct в 
позиции  –612 гена IL-12A и cacAcGCGTGcaca 
в позиции  –598 гена IL12B) – продемонстриро-

вали способность связывать AhR-содержащий 
комплекс in vitro: в эксперименте по задержке 
в геле был получен положительный результат 
(рис. 1). Необходимо отметить, что отличия 
от консенсусной последовательности прове-
ренного нами сайта гена IL12A и сайтов № 2 и 
3 в гене IL12B совпадают, что дает основание 
приписать этим непроверенным нами сайтам 
AhR-связывающую способность. 

Дополнительным аргументом в пользу функ-
циональности упомянутых DRE как сайтов 
связывания AhR является их положение от-
носительно области сверхчувствительности к 
ДНКазе (DNase hypersensitive area, DHA). Как 
правило, регуляторные районы и промоторы 
чувствительны к ДНКазе, так что расположение 
сайта в таком районе косвенно свидетельствует 
в пользу его функциональности. Основываясь 
на данных проекта ENCODE (Raney et al., 2011), 
мы проверили локализацию выявленных DRE 
относительно DHA. Поскольку данные по мак-
рофагальной линии в библиотеке ENCODE от-
сутствуют, мы ориентировались на данные для 
типов клеток, также способных синтезировать 
IL-12: B-клеток, моноцитов и B-лимфоцитов 
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(Watford et al., 2003). Оказалось, что все выяв-
ленные сайты из регуляторных зон обоих генов 
попадают в DHA. При этом два максимально 
близких к старту транскрипции DRE, № 1 и 
№ 2 из IL12B (–598 и –660), обнаруживаются 
в DHA, выявленных для 4-клеточных линий 
из библиотеки ENCODE, в том числе и для 
B-клеточной линии CD20+; сайт из IL12A – в 
DHA, выявленном для двух B-лимфоцитарных 
клеточных линий GM19238 и GM19240. DRE 
№ 3, удаленный на 1010 п.о. от старта транс-
крипции IL12B, располагается в зоне DHA 104 
клеточных линий, в том числе моноцитарной 
клеточной линии Monocytes-CD14+_RO01746, 
B-клеточной линии CD20+ и B-лимфоцитар-
ных клеточных линиях GM19238 и GM19240. 
Таким образом, этот участок можно, видимо, 
рассматривать как универсальный регулятор-
ный элемент гена IL12B.

Наблюдаемое достоверное (более чем дву-
кратное) увеличение уровня мРНК IL12B через 
1 час после воздействия диоксина соответ-
ствует времени максимальной транслокации 
транскрипционного комплекса AhR в ядро (Ko-
mura et al., 2001) и свидетельствует о прямой 
активации гена IL12B через его связывание с 
выявленным DRE.

Происходящее далее падение экспрессии 
IL12B после трех- и шестичасовой экспозиции 
диоксина может быть следствием оксидативно-
го стресса, который является одним из проявле-
ний токсического действия диоксина на различ-
ные типы клеток, в том числе и на макрофаги 
(Alsharif et al., 1994; Stohs, 1990). Показано, что 
оксидативный стресс стимулирует экспрессию 
транскрипционного фактора ATF3 (Jin et al., 
2008), который выступает негативным регуля-
тором экспрессии IL12B в макрофагах (Gilchrist 
et al., 2006; Zheng, Abraham, 2013). 

Исходя из этих данных, мы провели иссле-
дование экспрессии ATF3 после воздействия 
диоксина. Как видно из рис. 2, уровень экспрес-
сии ATF3 после 1 часа обработки не меняется, 
однако увеличивается более чем в 1,5 раза и 
более чем в 2 раза после трехчасовой и шести-
часовой экспозиции соответственно. Наблю-
даемая динамика отрицательно коррелирует с 
экспрессией IL12B. 

Несмотря на наличие DRE в гене IL12A, 
его экспрессия при воздействии диоксина не 

меняется. Учитывая постоянный уровень экс-
прессии IL12A и характер динамики изменений 
экспрессии IL12B, следовало ожидать снижения 
содержания IL12p70 в зависимости от времени 
экспозиции диоксина. Действительно, прове-
денная методом ELISA оценка показала, что 
после 4,5 и 6 ч воздействия диоксина содержа-
ние белка IL-12 находится на границе чувстви-
тельности метода (данные не приведены). Этот 
результат согласуется с литературными данны-
ми о снижении содержания белка IL12p70 после 
воздействия ТХДД на лабораторных животных 
(Fujimaki et al., 2002; Ciftci et al., 2010; Simones, 
Shepherd, 2011). 

Совокупность полученных результатов 
позволяет предложить двойной механизм регу-
ляции экспрессии гена IL12B при воздействии 
диоксина. Сначала происходит прямая актива-
ция его транскрипции диоксин-содержащим 
комплексом арил-гидрокарбонового рецептора 
через DRE в его промоторе и/или энхансере. 
Затем вследствие оксидативного стресса, вы-
званного воздействием ТХДД, увеличивается 
экспрессия ATF3, что ведет к существенному 
снижению экспрессии IL12B и, как следствие, 
IL-12 в целом. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате исследования на модели 
макрофагоподобных клеткок U937 выявлена 
различная реакция генов IL12A и IL12B на 
диоксин. Факт различной индуцибельности 
генов, кодирующих субъединицы IL-12 под 
воздействием других факторов, был известен и 
ранее (Babik et al., 1999; Gee et al., 2009; Hamza 
et al., 2010; Jalah et al., 2013), однако различная 
индуцибельность этих генов в ответ на диоксин 
показана впервые. Этот эффект, в свою очередь, 
может сказываться на содержании цитокинов, 
в состав которых входят соответствующие 
субъединицы, в частности цитокина IL-23, в 
состав которого входит субъединица IL-12p40. 
Таким образом, воздействие диоксина на 
экспрессию субъединиц IL-12p35 и IL-12p40 
может изменять баланс цитокинов, статус им-
мунной системы и характеристики иммунного 
ответа, что, в свою очередь, может частично 
объяснять широкий спектр эффектов диоксина 
на иммунную систему. Для более детального 
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изучения механизма регуляции экспрессии 
IL12B и выяснения дозо-зависимого эффекта 
при воздействии диоксина необходимы допол-
нительные исследования.
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Summary

Interleukin IL-12 is a key proinflammatory cytokine, synthesized by macrophages, but the information 
concerning the dioxin effect on its expression is still fragmentary. The presence of previously identified 
potential dioxin responsive elements (DREs) in the regulatory regions of IL12A and IL12B genes, encoding 
IL-12 subunits IL-12p35 and IL-12p40, respectively, suggests direct activation of these genes by binding of 
the dioxin/AhR/ARNT complex to DREs. This work proves the binding capacity of these DREs by gel shift 
assay. The study of the dynamics of IL12A and IL12B gene expression in the human macrophage cell line 
U937 revealed no influence of dioxin on IL12A expression. In contrast, activation of IL12B gene expression 
with subsequent inhibition was noted. The observed dynamics can be explained by direct activation of the 
expression by the dioxin-containing complex and subsequent inhibition of the expression because of oxidative 
stress caused by dioxin. Thus, the well-known dioxin influence on the immune system can be associated 
with the difference in the dioxin effect on the expression dynamics of the genes encoding IL-12 subunits.
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