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Аннотация. Синаптические процессы в вестибулярной системе подвержены влиянию многочисленных 
экзогенных и эндогенных факторов, одними из которых являются активные молекулы врожденного 
и адаптивного иммунитета. До недавнего времени считалось, что структуры внутреннего уха лишены 
своей специфической иммунной защиты из-за отсутствия лимфодренажа и наличия гематолабиринтного 
барьера. В норме количество иммунных клеток и концентрация провоспалительных цитокинов  
в структурах внутреннего уха находятся на крайне низком уровне, но значительно возрастают при 
патологии. Задача работы состояла в сравнительном изучении влияния провоспалительного цитокина 
интерферона (ИФН) и эндогенного нейтрофильного антибиотика дефенсина (ДЕФ) на афферентную 
глутаматергическую синаптическую передачу при помощи метода регистрации импульсной активности 
нерва, контактирующего с полукружным каналом (ramus ampulla posterior). ИФН (0,2–40 нг/мл)  
в зависимости от концентрации вызывал увеличение частоты фоновой импульсной активности 
афферентных волокон, которое при высоких концентрациях сопровождалось последующим уменьшением 
частоты разрядов. ДЕФ (0,001–10 нМ), оказывал противоположное действие, понижая частоту 
фоновой импульсной активности афферентных волокон. Как ИФН, так и ДЕФ уменьшали амплитуду 
ответа на аппликацию глутамата и NMDA относительно нового, ими измененного уровня фоновой 
активности. Данные свидетельствуют о полифункциональном нейромодулирующем влиянии иммунной 
системы на синаптические процессы внутреннего уха.

Ключевые слова: вестибулярный аппарат, волосковые клетки, глутаматергический синапс, 
нейроиммуномодуляция, интерферон, дефенсин, опиатные рецепторы
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Abstract. Synaptic processes in the vestibular epithelium are modulated by numerous exogenous and 
endogenous factors, including the active molecules of innate and adaptive immunity. Normally, the number 
of immune cells and proinflammatory cytokines in the cochlea and vestibular organs is extremely low, but 
they increase significantly in pathology. The objective of the study was to compare the effect of the 
proinflammatory cytokine interferon α2b (IFN) and the endogenous neutrophil antibiotic defensin (DEF) 
on glutamatergic synaptic transmission using the method of multiunit recording of pulse activity of afferent 
fibers. IFN (0.2–40 ng/ml), depending on the concentration, caused an increase in the frequency  
of background pulse activity of afferent fibers, which at high concentrations was accompanied by a subsequent 
decrease in the frequency of discharges. DEF (0.001–10 nM) displays the opposite effect, lowering  
the frequency of resting pulse activity of afferent fibers by 30%. Both substances reduced the amplitude  
of L-glutamate and NMDA evoked responses. The data indicate a multifunctional neuromodulating effect 
of the immune system on the synaptic processes of the inner ear. This suggests a range of different mechanisms 
that control the afferent flow from the vestibular organs to the central nervous system.

Keywords: vestibular apparatus, hair cells, glutamatergic synapse, neuroimmunomodulation, interferon, 
defensin, opiate receptors

Введение

Вестибулярная система играет ведущую роль 
в поддержании баланса, позы и мышечного то-
нуса. Вестибулярные рефлексы являются одними 
из наиболее быстрых рефлексов, что требует 
быстрой обработки вестибулярной информации. 
В вестибулярных органах на клеточном уровне 
эти требования удовлетворяются волосковыми 
клетками I и II типов, у базальной мембраны 
которых располагается хорошо развитое синап-
тическое тело, обеспечивающее быстрое и дли-
тельное высвобождение глутамата из пресинап-
тических зон (Moser et al. 2006; Nouvian et al. 
2006). Высокая пластичность глутаматергиче-
ского синапса обеспечивается посредством 
неквантового и квантового выделения медиа-
тора (Highstein et al. 2015; Holt et al. 2007),  

а у клеток I типа — за счет спилловера глутамата 
(Sadeghi et al. 2014), высвобождения протонов 
Н+ c участием механизма экструзии (Highstein 
et al. 2014). Совокупность этих механизмов обе-
спечивает высокую чувствительность и пла-
стичность афферентного глутаматергического 
синапса. В то же время синапс подвержен эксай-
тотоксичности и крайне чувствителен к влиянию 
эндогенных (Andrianov et al. 2009; González-Garrido 
et al. 2015; Ryzhova et al. 2018; 2020) и ототокси-
ческих факторов (Barbieri et al. 2019; Jiang et al. 
2017), приводящих к патологии синаптической 
передачи в структурах внутреннего уха. Можно 
предположить, что активные молекулы иммун-
ной системы, образующиеся в процессе функ-
ционирования и при воспалении, ишемии или 
микротравме, могут модулировать афферентную 
синаптическую передачу.
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Структуры внутреннего уха защищены гема-
толабиринтным барьером, контролирующим 
обмен между кровью и интерстициальным про-
странством в улитке и в вестибулярных органах 
и поддерживающим ионный градиент эндокох-
леарного рецепторного потенциала для активных 
процессов механо-электрической трансдукции 
волосковых клеток (Zhang et al. 2015). Согласно 
современным представлениям, местный имму-
нитет в вестибулярной и слуховой системах 
регулируется эндолимфатическим мешочком, 
разрушение стенок которого вызывает снижение 
иммунного ответа внутреннего уха. Антитела  
и липополисахариды повреждают гематолаби-
ринтный барьер путем разрушения белков 
плотных контактов окклюдина, кадхерина, ZO-1 
и клаудина и подавления их экспрессии  
(Shi 2016; Zhang et al. 2015.) Повышенная про-
ницаемость гематолабиринтного барьера сопро-
вождается морфофункциональными изменени-
ями перицитов и периваскулярно-резидентных 
макрофагоподобных меланоцитов и увеличени-
ем их количества (Zhang et al. 2015). Хемокины 
и цитокины, например, фракталкин, CX3CL1, 
стимулируют движение макрофагов (Liu et al. 
2019).

У здоровых людей в структурах внутреннего 
уха количество иммунных клеток, уровень ци-
токинов и хемокинов находится на крайне 
низком уровне. Однако при патологии (болезни 
Меньера) наблюдается повышение уровня таких 
цитокинов и хемокинов, как IL-10, IL-1β, IL-6, 
CCL5, CXCL1, IFNA2, CXCL5 (Flook et al. 2019).

При акустической травме наблюдалось уве-
личение количества иммунных клеток, причем 
преобладающими являлись B, T, NK и миелоид-
ные клетки (макрофаги и нейтрофилы), что 
предполагает их рекрутирование в поврежден-
ную улитку в разные моменты времени и выде-
ление различных про- и противовоспалительных 
цитокинов (Rai et al. 2020). При патологических 
воздействиях активированные Т-лимфоциты 
могут попадать в улитку и инициировать синтез 
ИФН-γ (Baek et al. 2006). В свою очередь цито-
киновый каскад может активировать миграцию 
в улитку клеток кроветворного происхождения, 
в частности, макрофагов (Fujioka et al. 2014; Liu 
et al. 2019). Острое поражение внутреннего уха 
у мышей под воздействием шума или ототок-
сических препаратов вызывает воспаление  
и приводит к увеличению кохлеарных макро-
фагов и нейтрофилов в сосудистой полоске  
и спиральном ганглии (Zhang et al. 2012).

Актуальной задачей сенсорной патофизио-
логии является поиск маркеров при вестибу-
лярных расстройствах, травмах и имплантации 

структур внутреннего уха, нейросенсорной 
тугоухости, вызванной шумовой травмой  
и старением. Несомненным успехом являются 
данные, указывающие на повышенный уровень 
провоспалительных цитокинов IL-6, TNF-α  
и CXCL1 в волосковых клетках, а также повы-
шенный уровень цитокина CXCL1 в опорных 
клетках улитки (Landegger et al. 2019). Особую 
диагностическую важность представляют ис-
следования специфического профиля провос-
палительных цитокинов в перилимфе вестибу-
лярных органов при различных вестибулярных 
расстройствах, но одинаковых симптомах, что 
позволяет отличить пациентов с вестибулярной 
мигренью от пациентов с болезнью Меньера 
(Flook et al. 2019).

В перилимфе у больных с потерей слуха, вы-
званной шванномой, обнаружена повышенная 
экспрессия фактора некроза опухоли α (TNFα), 
хемокинового рецептора-4 (CXCR4) (Lassaletta 
et al. 2019), белка μ-кристаллина (CRYM), белка 2, 
связанного с рецептором липопротеинов низкой 
плотности (LRP2). Концентрация TNFα, экс-
прессия которого находится на крайне низком 
уровне в здоровой улитке (Zou et al. 2005), по-
вышается при воспалении (Aminpour et al. 2005), 
акустической травме (Fujioka et al. 2006; Landegger 
et al. 2019), вибрации (Zou et al. 2005), при ауто-
иммунных расстройствах (Svrakic et al. 2012)  
и при лечении ототоксическими препаратами 
(Altun et al. 2014; Jiang et al. 2017).

Таким образом, анализ современной литера-
туры позволяет заключить, что при патологии 
структур внутреннего уха иммунный ответ  
в перилимфе улитки и вестибулярных органов 
характеризуется присутствием иммунных кле-
ток, а также хемокинов и провоспалительных 
цитокинов, влияние которых на синаптические 
процессы в структурах внутреннего уха остает-
ся практически неисследованным. Известно, 
что цитокины могут оказывать разнонаправ-
ленные модулирующие влияния на синаптические 
функции ЦНС с участием различных механизмов 
(Loseva et al. 2008; Miller et al. 2013). Интерфе-
роны изменяют баланс таких физиологически 
активных молекул, как триптофан, серотонин, 
глутамат, понижают уровень астроцитарного 
переносчика глутамата — аспартата (GLAST) 
(Hosseini et al. 2020), изменяют концентрации 
эндогенных лигандов NMDA рецепторов кину-
реновой и куинолиновой кислот (Erhardt et al. 
2007; Haroon et al. 2014; Miller et al. 2013; Raison 
et al. 2010). Можно предположить, что активные 
молекулы иммунной системы, образующиеся  
в процессе функционирования и при воспалении, 
ишемии или микротравме, могут модулировать 
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афферентную синаптическую передачу вести-
булярного аппарата.

Цель работы состояла в сравнительном ана-
лизе влияния молекул врожденного иммуните-
та эндогенного нейтрофильного антибиотика 
дефенсина (ДЕФ) и провоспалительного цито-
кина интерферона (ИФН) I типа на синаптиче-
ские процессы афферентного глутаматергиче-
ского синапса. Несмотря на то, что интерфероны 
отнесены к ототоксическим веществам (Mendes-
Corrêa et al. 2011; Sharifian et al. 2013), механизм 
их нейромодулирующего и ототоксического 
влияния на синаптические процессы вестибу-
лярного аппарата до сих пор не изучался.  
Исследование влияния эндогенного антибио-
тика ДЕФ на синаптические процессы внутрен-
него уха представляло особый интерес в сравнении 
с ототоксическим влиянием аминогликозидных 
антибиотиков, также вызывающим патологию 
слуха и равновесия (Jiang et al. 2017).

Данные о влиянии ДЕФ и ИФН на синапти-
ческие процессы внутреннего уха отсутствуют.

Материалы и методы исследования

Эксперименты выполнены in vitro на 53 ве-
стибулярных препаратах лягушки Rana temporaria 
в летне-осенне-зимний период. Вестибулярный 
аппарат помещали в ванночку, непрерывно 
перфузируемую физиологическим раствором, 
максимально приближенным к составу пери-
лимфы (N), при комнатной температуре.

Регистрацию множественной импульсной 
активности нерва ramus ampulla posterior, кон-
тактирующего с рецепторными клетками за-
днего полукружного канала, осуществляли при 
помощи засасывающего стеклянного электрода 
с диаметром кончика 100–300 мкм. Регистри-
руемые сигналы подавали на усилитель AM 
systems, Inc. 3000, контролировали на экране 
катодного осциллоскопа С1-93, преобразовы-
вали в прямоугольные импульсы длительностью 
1,5 мс при помощи АЦП. Сформированные 
прямоугольные импульсы в течение всего экс-
перимента регистрировали на компьютере при 
помощи оригинальной программы. Каждая 
точка записи представляла усредненное значе-
ние частоты афферентной импульсной актив-
ности, регистрируемой за 10 с. Изучение влия-
ния различных концентраций ИФН и ДЕФ 
проводили на одном и том же препарате.

В опытах использовали реактивы фирмы 
SIGMA: глутамат (L-Glu), агонист ионотропных 
глутаматных рецепторов N-methil-D-aspartic 
acid (NMDA), нейтрофильный ДЕФ человека 
(HNP-1), а также ИФН α2b производства  

«Альтевир» ООО Фармапарк (раствор в ампулах  
5 млн МЕ на 1 мл). ИФН подвергали очистке  
с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. ИФН «IFN-alpha 2b human 
Sigma-Aldrich SRP4595В» использовали в каче-
стве стандарта. Растворы подавали в синапти-
ческую область методом внешней перфузии  
с использованием шестиканальной перфузион-
ной системы Warner Instruments VC-6.

Влияние ИФН и ДЕФ на уровень фоновой 
активности афферентных волокон оценивали  
в процентах как отношение максимального 
значения импульсной активности при апплика-
ции веществ к частоте фоновой активности, 
предшествующей перфузии. Статистическую 
обработку проводили для нормированных данных.

Результаты представлены средними значе-
ниями ± ошибка среднего. Анализ данных про-
водили с использованием двухвыборочных 
критериев Манна — Уитни, Вилкоксона, а также 
применяли t-тест. Исследование эффектов вли-
яния препаратов на импульсную активность 
проводили методами дисперсионного анализа 
ANOVA RM для зависимых переменных.

Графики изменения частоты импульсной 
активности под влиянием действия ИФН и ДЕФ 
строили в программе MS-Excel.

Результаты и обсуждение

Для сравнительного анализа влияния актив-
ных молекул врожденного иммунитета на си-
наптическую активность вестибулярного  
аппарата изучали влияние эндогенного анти-
биотика HNP-1 и провоспалительного цитоки-
на ИФН α2b на синаптическую передачу в глу-
таматергическом синапсе в широком диапазоне 
концентраций.

Перфузия синаптической области раствором 
ИФН в концентрациях 0,2, 1, 2 и 10 нг/мл ста-
тистически значимо увеличивала частоту фо-
новой активности афферентных волокон  
по сравнению с первоначальным уровнем фоновой 
активности (рис. 1) соответственно на 30,1 ± 4,3%, 
p = 0,018, 25,1 ± 5,9%, p = 0,028, 30,5 ± 5,8%,  
p = 0,001 и 31,1 ± 7,1%, p = 0,004 (критерий Вил-
коксона). Стимулирующий эффект ИФН был 
обратим, импульсная активность возвращалась 
к первоначальному уровню в N растворе. В этом 
диапазоне концентраций не наблюдали дозоза-
висимого эффекта. ИФН в концентрации 20 нг/мл 
увеличивал уровень фоновой активности  
на 90 ± 35,6%, p = 0,021, а при концентрации 
40 нг/мл — на 165,6 ± 71,9%, p = 0,028, по срав-
нению с фоновым уровнем.
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Рис. 1. Влияние различных концентраций ДЕФ (HNP-1) (A, B) и ИФН α2b (С, D) на уровень фоновой 
активности афферентных волокон ramus ampulla posterior, иннервирующих задний полукружный канал 

лягушки. A, С: оригинальные записи экспериментов. Каждая точка записи представляет усредненное 
значение частоты афферентной импульсной активности, регистрируемой за 10 с.  

Горизонтальные линии — отметки аппликации HNP-1 и ИФН. А: наложение кривых, полученных  
в одном опыте при воздействии различных концентраций ДЕФ: 1 — 0,001 нМ; 2 — 0,01 нМ; 3 — 0,1 нМ;  
4 — 1 нМ. Промежуток между аппликацией препаратов составлял не менее 15 мин. B: суммарная кривая 
ингибирования фоновой активности различными концентрациями HNP-1. Каждая точка представляет 

среднее и ошибку среднего (%). N = 6. С: изменение частоты фоновой импульсной активности 
афферентных волокон при аппликации различных концентраций ИФН α2b, зарегистрированных в одном 

опыте. D: диаграмма, отражающая средние значения и ошибки среднего (%) увеличения импульсной 
активности ramus ampulla posterior при воздействии различных концентраций ИФН. N = 6 – 13

Fig. 1. Effect of different concentrations of DEF (HNP-1) (A, B) and IFN α2b (C, D) on the background activity of 
ramus ampulla posterior afferent fibers. A, C: original records of experiments. The horizontal bars above each 

record indicate the duration of drug application. A: overlay of the impulse activity traces, recording in the same 
experiment. HNP-1 concentrations: 1—0.001 nM; 2—0.01 nМ; 3—0.1 nМ; 4—1 nМ. Each trace point was 

determined over sequential 10s periods from the corresponding computer records. The interval between the 
applications of drugs was at least 15 minutes. B: summary curve of background activity inhibition by different 

concentrations of HNP-1. The influence of DEF is presented as a change in the frequency of background activity, %. 
Each point represents the mean ± SEM. N = 6. C: effects of different concentrations of IFN α2b on the resting 

activity in the semicircular canal nerve afferent fibers, recording in the same experiment. D: average chart of the 
impulse activity (the mean ± SEM, %) in response to various concentrations of IFN. N = 6 – 13
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HNP-1 оказывал противоположное ИФН-γ 
депрессорное влияние на уровень фоновой 
активности. Пороговая концентрация состав-
ляла 0,1 пМ. В диапазоне концентраций дефен-
сина от 0,1 пМ до 1 нМ ингибирующее действие 
антибиотика увеличивалось и достигало мак-
симального эффекта, до 30% от фона.

Для того чтобы показать, что ДЕФ и ИФН 
оказывают модулирующее влияние именно  
на глутаматные рецепторы, сравнивали ампли-
туду ответов на аппликацию L-Glu и агониста 
ионотропных глутаматных рецепторов NMDA  
до и на фоне перфузии синаптической области 
растворами HNP-1 и ИФН α2b в течение двух 
минут (рис. 2). Для этого вначале синаптическую 
область перфузировали раствором L-Glu или 
NMDA, после возвращения импульсной актив-
ности в N растворе к первоначальному уровню 
и 15-минутной отмывки препарата апплициро-
вали ИФН (или ДЕФ), а затем L-Glu или NMDA 
на фоне перфузии ИФН (или ДЕФ). Несмотря 
на то, что дефенсин и интерферон оказывали 
противоположное действие на уровень фоновой 
активности, оба вещества уменьшали ответы 
L-Glu и NMDA относительно измененного ими 
нового уровня импульсной активности.

Нами впервые представлены данные о том, 
что афферентный глутаматергический синапс 
вестибулярного аппарата является мишенью 
активных метаболитов иммунной системы. 

Действительно, такие молекулы врожденного 
иммунитета, как HNP-1 и IFN могут значимо  
и разнонаправленно изменять синаптическую 
активность вестибулярного эпителия.

В вестибулярном эпителии ИФН I типа зна-
чимо увеличивал уровень фоновой импульсной 
активности афферентных волокон, что наблю-
далось уже при концентрации 0,2 нг/мл (соот-
ветствует 268 пмоль/л).

Стимулирующее влияние ИФН на глутама-
тергическую синаптическую передачу было 
выявлено Куин с соавторами, которые на срезах 
спинного мозга крыс показали, что IFN-α до-
зозависимо увеличивал частоту возбуждающих 
спонтанных постсинаптических токов в нейро-
нах желатинозной субстанции. Авторы приходят 
к выводу о том, что IFN-α усиливает возбужда-
ющие процессы на пресинаптическом уровне 
(Qin et al. 2012).

Противоположное депрессорное влияние 
ИФН на частоту фоновой активности нейронов 
задних рогов спинного мозга было отмечено 
при концентрации 25 нг/мл, что сопоставимо  
с концентрациями, вызывающими модулирую-
щий эффект в афферентном синапсе вестибу-
лярного эпителия (Liu et al. 2016).

В противоположность ИФН эндогенный 
антибиотик HNP-1 в пикомолярных концентра-
ции ингибировал уровень фоновой активности, 

Рис. 2. Изменение амплитуды ответов L-Glu и агониста ионотропных глутаматных рецепторов NMDA  
на фоне перфузии синаптической области растворами ДЕФ (HNP-1) (A, C) и ИФН α2b (B, D). 

Оригинальные записи опытов
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Fig. 2. Effects of DEF (HNP-1) (A, C) and IFN α2b (B, D) on the amplitude of L-Glu and NMDA evoked 
responses. Original records of experiments

а его тормозный максимальный эффект наблю-
дался при наномолярных концентрациях.

Сопоставляя микромолярный уровень анти-
бактериального действия дефенсина (Azimova 
et al. 2015; Raj, Dentino 2002) и пикомолярные 
концентрации его нейроиммуномодулирующе-
го влияния в вестибулярном эпителии, можно 
предположить, что модуляция глутаматергиче-
ской синаптической передачи в волосковых 
клетках осуществляется с участием механизмов, 
отличных от иммунологических.

В вестибулярном эпителии основным меди-
атором является глутамат, спонтанное выделе-
ние которого из базальной мембраны волоско-
вой клетки обусловливает фоновую активность 
афферентных волокон вестибулярных нервов, 
которая осуществляется путем активации АМРА 
рецепторов постсинаптической мембраны 
(Bonsacquet et al. 2006). Обращает на себя вни-
мание тот факт, что, несмотря на различный 
вектор влияния ДЕФ и ИФН на уровень фоновой 
активности, оба вещества уменьшают амплиту-
ду ответов на аппликацию L-Glu и NMDA от-
носительно нового ими созданного уровня. Это 
предполагает, что ионотропные глутаматные 
рецепторы NMDA и AMPA подтипов являются 
мишенью различного нейроиммунологическо-
го влияния молекул врожденного иммунитета.

Факт разнонаправленного влияния ДЕФ  
и ИФН на уровень фоновой активности гипо-

тетически можно объяснить различными меха-
низмами влияния исследуемых веществ  
на пре- и постсинаптическом уровне. Ранее нами 
было показано, что депрессорный эффект ДЕФ 
на фоновую активность афферентных волокон 
осуществляется с участием µ- и κ-опиатных 
рецепторов на пре- и постсинаптическом уров-
не (Ryzhova et al. 2013), что однако не исключа-
ет и другие механизмы влияния ДЕФ, отличные 
от опиоидных.

ИФН может оказывать нейроиммуномоду-
лирующее действие посредством целого ряда 
механизмов. ИФН связывается со специфиче-
скими рецепторами интерферона IFNRI (Cohen 
et al. 1995) и с опиатными рецепторами (Pan-
chenko et al. 1987), которые модулируют синап-
тическую передачу на пре- и постсинаптическом 
уровне (Reeves et al. 2022). Показано, что ИФН 
облегчает выход медиаторов из пресинаптиче-
ских мембран и изменяет их обратный захват 
(Miller et al. 2013). ИФН может косвенно изменять 
уровень фоновой активности афферентного 
синапса посредством влияния на медиаторные 
процессы эфферентной системы, модулируя 
допаминергическую и холинергическую синап-
тическую передачу.

Механизмы влияния интерферона на синап-
тические процессы в вестибулярном эпителии 
остаются совершенно неизученными. Отсут-
ствуют данные о локализации рецепторов  
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интерферона на волосковых и опорных клетках, 
и, следовательно, остается открытым вопрос  
о модулирующем влиянии JAK-STAT сигналь-
ного каскада на функцию афферентного синап-
са. Совершенно неисследованным остается 
вопрос и о вовлечении опиоидной системы  
в модулирующий эффект интерферона.

Даже эти немногочисленные данные указы-
вают на наличие различных механизмов в мо-
дуляции синаптической функции вестибуляр-
ного эпителия со стороны иммунной системы.
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