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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ ОСНОВЫ 
ИММУНОРЕГУЛЯЦИИ, ИММУНОДИАГНОСТИКИ 
И ИММУНОКОРРЕКЦИИ 
(ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ)

СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ТОЛСТОЙ КИШКИ 
И УРОВЕНЬ ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ ПРИ 
ХОЛОДОВОМ ВОЗДЕЙСТВИИ У МЫШЕЙ BALB/C

Абдулаева С.О., Макарова О.В., Добрынина М.Т., 
Хомякова Т.И.

Московский государственный университет, Москва, 
Россия 
Учреждение российской академии медицинских наук 
НИИ морфологии человека РАМН, Москва, Россия

Введение. По данным литературы стрессорное воздей-
ствие вызывает изменения функционального состояния 
всех интегративных систем и, в первую очередь, иммун-
ной, а также нарушает баланс системы макроорганизм-
микрофлора. Морфологические изменения толстой киш-
ки во взаимосвязи с изменением состава микрофлоры 
и оценкой иммунного статуса изучены недостаточно. 

Поэтому целью работы было изучение уровня цитоки-
нов, морфологических изменений толстой кишки и со-
става ее просветной микрофлоры у мышей Balb/c.

Материалы и методы. Половозрелые мыши-самцы 
Balb/c (n = 60) подвергались холодовой нагрузке – пла-
вание в воде со льдом (t +4 °C) ежедневно в течение 
2-х мин. Снижение температуры в прямой кишке соста-
вило в среднем 4,8±0,3 °С, что соответствует глубоко-
му охлаждению согласно классификации Т.В. Козыре-
вой и Л.С. Елисеевой (2002). Мыши контрольной груп-
пы были представлены интактными животными. Иссле-
дование проводилось на 9-е, 21-е и 42-е сут холодового 
воздействия. Для гистологического исследования фраг-
мент ободочной кишки фиксировали в растворе Буэна, 
заключали в парафин, изготовляли гистологические пре-
параты, окрашивали их гематоксилином и эозином, про-
водили ШИК-реакцию. При морфометрическом иссле-
довании определяли глубину крипт (в мкм), относитель-
ное число бокаловидных клеток на крипту, соотношение 
объемной доли эпителия собственной пластинки слизи-
стой оболочки и бокаловидных клеток. Проводили диф-
ференцированный подсчет клеточных элементов в стро-
ме слизистой оболочки кишки, с определением относи-
тельного количества нейтрофилов, лимфоцитов и других 
клеточных элементов. Оценку состояния просветной ми-
крофлоры проводили путем высева из свежеполученных 
фекалий, гомогенизированных в физиологическом рас-
творе, после инкубирования в течение 40 мин по следу-
ющим параметрам (КОЕ/мг фекалий): уровень лактозо-
положительных и лактозоотрицательных энтеробакте-
рий, уровень энтерококков (E. faecalis et fecium), уровень 
лактобактерий на соответствующих питательных средах 
(HiMedia, Индия). Для определения содержания корти-
костерона в сыворотке крови методом ИФА использова-

ли набор Corticosterone ELISA IBL International GMBH. 
В культуральной жидкости спленоцитов определяли уро-
вень 10 цитокинов методом проточной цитофлюори-
метрии с использованием набора mouse Th1/Th2 10plex 
BMS820FF BenderMedSystems на приборе CytomicsFC500 
«BeckmanCoulter» США. Статистическую обработку по-
лученных данных проводили методом вариационной ста-
тистики. Достоверность различий между показателями 
определяли по t-критерию Стьюдента и F-критерию Фи-
шера.

Результаты исследования. Стрессорная реакция 
у мышей Balb/c на холодовое воздействие оценива-
лась по уровню кортикостерона.Уровень кортикостеро-
на в сыворотке крови достоверно увеличивался на 9-е сут 
и оставался высоким на 21-е и 42-е сут, что свидетельству-
ет о развитии физиологического стресса. При холодовом 
стрессе у мышей Balb/c не было выявлено патологиче-
ских изменений в слизистой оболочке ободочной кишки, 
но отмечалось изменение баланса защитного слизистого 
барьера и микрофлоры. Реакция эпителиальной выстил-
ки толстой кишки характеризовалась увеличением объ-
емной доли бокаловидных клеток на 9-е сут стрессорно-
го холодового воздействия. По данным Ф.З. Меерсона 
(1993), адаптационный процесс на 10-14-е сут стрессор-
ной нагрузки характеризуется функциональным напря-
жением систем организма, а в более поздние сроки раз-
вивается долговременная адаптация. В разные сроки хо-
лодового воздействия по сравнению с контролем показа-
тели глубины крипт, объемной доли стромы и клеточных 
элементов в собственной пластинке слизистой оболочки 
достоверно не изменялись. Объемная доля эпителия до-
стоверно снижалась на 9-е сут эксперимента, а на 42-е сут 
показатель был выше контрольного уровня. Относитель-
ное количество нейтрофилов и лимфоцитов, а также по-
казатель общего числа клеточных элементов в строме 
слизистой оболочки толстой кишки мышей Balb\c во все 
сроки холодового воздействия по сравнению с контролем 
достоверно не изменялись. Изменения микрофлоры ха-
рактеризовались достоверным увеличением числа энте-
рококков E. faecalis и Е. fecium с последующей нормали-
зацией их количества на 42-е сут и увеличением на 42-е 
сут количества лактоза-ферментирующих E. coli, сниже-
нием уровня лактоза-неферментирующих энтеробакте-
рий, что позволяет говорить о положительном влиянии 
использованного режима холодового воздействия на ми-
кробиоту кишечника. На 9-е сут стрессорного холодово-
го воздействия достоверно снижался уровень интерлей-
кина (IL)-6, IL-4 в сыворотке крови. На 21-е сут холодо-
вой нагрузки отмечали достоверное снижение IL-2, IFNγ, 
ГМ-КСФ, IL-5 и IL-17, а также повышение уровня TNFα 
и IL-10 у мышей Balb/c. На 42-е сут эксперимента досто-
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верно снижался уровень IL-2, IFNγ, TNFα, ГМ-КСФ, 
IL- 5, IL-6, IL-17.

Таким образом, холодовое воздействие в режиме пла-
вания в воде (t +4 °C) в течение 2-х мин ежедневно вы-
зывает у самцов мышей Balb/c развитие адаптивных из-
менений, характеризующихся повышением уровня кор-
тикостерона, увеличением объемной доли бокаловидных 
клеток слизистой оболочки толстой кишки, изменени-
ем количественного состава микрофлоры в сторону сни-
жения уровня условнопатогенных и повышения количе-
ства представителей бактерий-симбионтов и снижением 
во все сроки эксперимента уровня цитокинов, за исклю-
чением концентрации TNFα и IL-10, которые на 21-е сут 
холодового стресса повышались.

ИЗМЕНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ICAM-1 НА ПОВЕРХНОСТИ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В ОТВЕТ 
НА ДЕЙСТВИЕ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ

Айзенштадт А.А.1, Могиленко Д.А.2, Климович В.Б.3

1 ООО «Покровский банк стволовых клеток», 
Санкт-Петербург, Россия 
2 НИИ Экспериментальной медицины РАМН, 
Санкт-Петербург, Россия 
3 Российский научный центр радиологии и хирургических 
технологий, Санкт-Петербург, Россия

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) – рези-
дентные клетки костного мозга, существенно влияю-
щие на дифференцировку и пролиферацию гемопоэти-
ческих клеток. В последнее время особое внимание уде-
ляется изучению иммунносупрессивных свойств МСК. 
Было показано, что МСК значительно влияют на функ-
циональную активность Т, В, NK и дендритных клеток, 
причем эта система работает по принципу обратных по-
ложительных связей. Такие свойства делают МСК мно-
гообещающими кандидатами для клеточной терапии ау-
тоиммунных заболеваний, а также РТПХ. Однако меха-
низмы иммунносупрессивного действия МСК до конца 
не объяснены. В частности, не существует единого мне-
ния, является ли прямой межклеточный контакт МСК 
и клеток иммунной системы необходимым для реализа-
ции иммунносупрессии или этот процесс может осущест-
вляться через растворимые факторы. В то же время было 
показано, что МСК, активно экспрессирующее ICAM-1 
и VCAM-1, более эффективно проявляют свои иммунно-
супрессивные свойства. 

Целью данной работы было определить, влия-
ют ли провоспалительные цитокины, в частности TNFα 
и IFNγ, а также С3а на экспрессию ICAM-1 в мезенхи-
мальных стволовых клетках.

МСК были получены из костного мозга при аспи-
рации подвздошной кости донора при наличии инфор-
мированного согласия. МСК культивировали до 4 пас-
сажа в среде Advanced mesenchymal stem cell media с до-
бавлением 10% заменителя сыворотки (HyClone, Н. Зе-
ландия). Полученную культуру МСК с помощью про-
точной цитофлуорометрия проверили на наличие спец-
ифических поверхностных маркеров (CD90+, CD105+, 
CD34-, CD45-

 ). Определение уровня экспрессии ICAM-1 
также проводили методом проточной цитофлурометрии, 
для чего культуру МСК инкубировали 1 ч в среде с соот-
ветствующим цитокином, затем снимали клетки с под-
ложки холодным ратвором Версена (HyClone, Н. Зелан-
дия), после чего полученную суспензию окрашивали мо-

ноклональными антителами против ICAM-1, конъюги-
рованными с FITC (Beckman Coulter, США) в течение 
20 мин. Все измерения проводили с помощью проточно-
го цитометра FC500 (Beckman Coulter, США), анализ по-
лученных данных проводили с помощью программного 
обеспечения СХР.

Нами было показано, что IFNγ (10 нг/мл) никак 
не влиял на экспрессию ICAM-1, в то время как воз-
действие TNFα (10 нг/мл) приводило к существенному 
увеличению количества ICAM-1 на поверхности МСК. 
В меньшей степени, усиление экспрессия ICAM-1 про-
исходило при воздействии С3а (10 нМ) на МСК, причем 
при совместном воздействии TNFα и С3а повышение со-
держания ICAM-1 носило аддитивный характер. 

Чтобы выяснить, через какой сигнальный путь про-
исходит увеличение экспрессии ICAM-1 в ответ на дей-
ствие TNFα, перед добавление цитокина, на клетки дей-
ствовали в течение часа ингибиторами сигнальных пу-
тей, опосредованных p38 MAPK (ингибитор SB203580), 
NF-κB (QNZ), JNK 1/2/3 (SP600125) и МЕК 1/2 (UO126). 
Ни один из вышеперечисленных ингибиторов не снижал 
экспрессию ICAM-1 в ответ на действие TNFα. Сниже-
ние уровня ICAM-1 не происходило и при действии всех 
четырех ингибиторов одновременно. 

Таким образом, из проанализированных цитокинов 
наиболее сильное влияние на содержание ICAM-1 на по-
верхности МСК оказывал TNFα, причем данная реак-
ция реализуется через сигнальные пути, отличные от p38 
MAPK, NF-κB, JNK 1/2/3 и МЕК 1/2.

ИЗМЕНЕНИЕ МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ 
ТУЧНЫХ КЛЕТОК В ПРОЦЕССЕ ФОРМИРОВАНИЯ 
СОЕДИНИТЕЛЬНОТКАННОЙ КАПСУЛЫ ПРИ 
ВОСПАЛЕНИИ 

Арташян О.С.

Институт иммунологии и физиологии УрО РАН, 
Уральский федеральный университет имени первого 
Президента России Б.Н. Ельцина, г. Екатеринбург, 
Россия

Результаты исследований реакции тучных клеток 
на различные экстремальные воздействия дают основа-
ние высказать гипотезу о важнейшей роли миграции ма-
стоцитов в перераспределении клеток в организме. Удоб-
ной экспериментальной моделью для проверки этой ги-
потезы служит воспалительная реакция. Известно, что 
тучные клетки играют одну из ведущих ролей в  разви-
тии воспалительного процесса. Выброс тучными клетка-
ми медиаторов (гистамин, серотонин, триптазы, гепарин) 
влечет за собой изменения со стороны сосудов и системы 
крови, и, кроме этого, они влияют на эмиграцию имму-
нокомпетентных клеток к очагу воспаления. 

Цель: изучить морфофункциональное состояние туч-
ных клеток в процессе формировании соединительнот-
канной капсулы при воспалении. 

Материалы и методы. Эксперимент проводили 
на 30 белых беспородных крысах. Для получения воспа-
ления в заданном месте под кожу спины крысы вшивали 
стерильную полихлорвиниловую трубку, с наружным ди-
метром 2 мм, длиной 20 мм. Для определения динамики 
формирования соединительнотканной капсулы основа 
оставалась в организме крыс на 2, 4 и 6 недель. Гистологи-
ческие срезы окрашивали гематоксилином-эозином, пи-
крофуксином, резорцин-фуксином; для выявления туч-
ных клеток – основным коричневым. Плотность клеток 
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и межклеточных структур определяли с помощью про-
граммы «Морфология», с перерасчетом на единицу пло-
щади 1 мм2. Функциональную активность тучных клеток 
(степень дегрануляции) оценивали как отношение чис-
ла полностью дегранулированных клеток к общему числу 
анализируемых клеток, выраженное в процентах.

Результаты. При вшивании полихлорвиниловой осно-
вы в процессе воспаления на ней образуется соединитель-
нотканная капсула, в которой помимо основных элемен-
тов (фибробласты, фиброциты, лимфоциты, нейтрофи-
лы, макрофаги, коллагеновые и эластические волокна), 
присутствуют тучные клетки. Через 2 недели после опера-
ции стенка капсулы в основном представлена рыхлой во-
локнистой соединительной тканью. Преобладают проли-
ферирующие фибробласты (6920±70 клеток в 1 мм2), в не-
большом количестве – лимфоциты, макрофаги и единич-
ные сегментоядерные нейтрофилы. Преобладает клеточ-
ный компонент, волокнистые структуры тонкие. В боль-
шом количестве присутствуют все типы тучных клеток 
(437±37,02), что подтверждает факт миграции их из дру-
гих тканей, поскольку они имеют низкую способность 
к пролиферации в периферических тканях. 4-я неделя ха-
рактеризуется появлением в капсуле волокнистой соеди-
нительной ткани. Преобладают функционально-зрелые 
фиброциты (5320±160), которые располагаются ряда-
ми между коллагеновыми волокнами, ориентированны-
ми продольно. Встречаются тонкие эластические волок-
на. Определяются капилляры и тонкостенные сосуды си-
нусоидального типа. Количество тучных клеток на этом 
сроке в капсуле уменьшается (254,9±22,03). В то же вре-
мя увеличивается степень дегрануляции по сравнению 
с ранним сроком (с 18,49±3,24% по 37,26±7,39%). Через 6 
недель стенка капсулы представлена волокнистой соеди-
нительной тканью. Коллагеновые волокна разной степе-
ни зрелости, которые сопровождаются тонкими эласти-
ческими волокнами. Клеточный компонент в основном 
представлен фиброцитами. Содержание мастоцитов воз-
растает и соответствует показателям 2-х недель. Степень 
дегрануляции остается на уровне 4-х недель.

Выводы. При введении подкожно стерильной трубки 
формируется очаг воспаления. На начальных этапах вос-
паления в область имплантации основы мигрируют туч-
ные клетки, а по мере формирования соединительнот-
канной капсулы усиливаются процессы их дегрануляции. 
Пик этого процесса приходится на срок 4 недели, именно 
на данном этапе структура формирующейся капсулы на-
чинает представлять собой соединительнотканное волок-
нистое образование. Мастоциты, вероятно, оказывают 
модулирующее влияние на другие клеточные элементы, 
принимающие участие в формировании капсулы, глав-
ным образом на фибробласты и фиброциты, а также вли-
яют на их синтетическую способность. Представленные 
данные дают основание рассматривать миграцию тучных 
клеток в качестве одного из механизмов регуляции функ-
ций ткани. 

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ И ПРОТЕКТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ 
ДЕНДРИТНОКЛЕТОЧНЫХ ЭКЗОСОМ

Ахматов Э.А., Хоменков В.Г., Ахматова Н.К., 
Курбатова Е.А., Киселевский М.В.
НИИ Вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН, 
Москва, Россия

Экзосомы – мембранные везикулы эндоцитозного 
происхождения диаметром 40-100 нм, которые высво-

бождаются множеством клеточных типов путем присо-
единения мультивезикулярных телец к плазматической 
мембране, что, по-видимому, служит транспортным сред-
ством для межклеточной коммуникации.

Цель работы: изучить функциональные особенности 
и протективную активность экзосом – дериватов ден-
дритных клеток (ДК), генерированных из костного моз-
га мышей.

ДК получали из клеток костного мозга мышей CВА при 
культивировании с 20 нг/мл rGM-CSF и rIL-4 (Biosource, 
США). В качестве индукторов созревания использова-
ли комплекс антигенов вируса гриппа H

2
N

5
 (10 мкл/мл), 

фактора некроза опухоли (TNFα, 20 нг/мл) или Иммуно-
вак® (25 мкг/мл) для индукции созревания ДК. Протек-
тивную активность экзосом и ДК у мышей определяли 
при двукратном подкожном введении с двухнедельным 
интервалом. Экзосомы получали из культуральной жид-
кости ДК (100 мл/300 млн клеток) при многоступенчатом 
высокоскоростном (100 000 G) центрифугировании. Оса-
док ресуспендировали в 5 мл PBS и по 0,5 мл вводили мы-
шам. ДК вводили по 3-3,5 млн/мышь. Через 2 недели по-
сле последней аппликации экзосом/ДК мышей заража-
ли интраназально вирусом гриппа H

2
N

5
 (5 LD

50
/100 мкл). 

Уровень цитокинов в сыворотках мышей определяли че-
рез 4 и 8 часов после подкожного введения экзосом и ДК 
при помощи тест-системы FlowCytomix Mouse Th1/Th2 
10 plex с использованием шариков, сенсибилизирован-
ных моноклональными антителами к цитокинам (IFNγ, 
IL-1β, IL-12, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TNFα), 
призводство Bender MedSystems (Австрия).

Экзосомы и ДК, из которых они получены, вне за-
висимости от индуктора созревания (Иммуновак® 
или TNFα) в комбинации с антигенами вируса гриппа 
H

2
N

5
 защищали мышей практически в одинаковой степе-

ни (83,3-100% случаев) от вирусной инфекции при 100% 
гибели неиммунизированных мышей. 

При однократном подкожном введении мышам эк-
зосомы и ДК повышали уровень IFNγ (с 0 до 52±4,5% 
и 85±6,7%, соответственно), TNFα (с 15±1,1% до 274±21% 
и 311±21%), IL-12 (с 0% до 42±3,6% и 57±5,5%), IL- 1β 
(с 115±11,4 до 304±26% и 362±25%), IL-6 (с 25±2,2% 
до 577±51% и 562±44%). Через 8 часов уровень данных 
цитокинов начинал снижаться, оставаясь при этом доста-
точно высоким по сравнению с интактными животны-
ми: IFNγ (73±6,5% – экзосомы и 93±5,5% – ДК), TNFα 
(207±15,4% и 205±15%), IL-12 (22±2,7% и 22±2,3%), IL-1β 
(207±14,3% и 211±16%), IL-6 (218±19% и 353±28%). IL-5 
и IL-17 повышались при введении экзосом и ДК только 
через 8 часов (с 14,43±0,5% до 44,5±4,8% и 31,2±2,8%) 
и (с 0% до 24,8±3,3% и 48,5±2%) соответственно. 

Активация врожденных механизмов (экспрессия 
цитокинов в сыворотках в ранние интервалы време-
ни (4-8 ч) и, как предполагается, представление вирус-
специфических антигенов (H

2
N

5
) в составе экзосом 

Т-лимфоцитам приводила к формированию адаптивного 
иммунитета – возникновению стойкой антигенспецифи-
ческой защиты от вируса гриппа у мышей. Это означает, 
что экзосомы содержали антигены данного штамма виру-
са гриппа, которые при двукратном подкожном введении 
и смогли сформировать защиту у животных. В последние 
годы проводится множество исследований на основе эк-
зосом, в том числе клинических. Эти испытания касают-
ся ДК и экзосом не только при инфекционных заболева-
ниях, но и экзосом, секретируемых опухолевыми клетка-
ми и ДК, что свидетельствует о перспективности их ис-
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пользования для лечения и диагностики как злокаче-
ственных, так и инфекционных заболеваний.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ СОЧЕТАНИЯ IN VITRO ФАКТОРА 
НЕКРОЗА ОПУХОЛИ АЛЬФА (АЛЬНОРИН) 
С ПРОТИВООПУХОЛЕВЫМИ ПРЕПАРАТАМИ 
НА КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЯХ МЕЛАНОМ

Бигвава Х.А., Черткова А.И., Заботина Т.Н., 
Борунова А.А., Славина Е.Г.
Российский Онкологический научный центр 
им. Н.Н. Блохина РАМН, Москва, Россия

Введение. Диссеминированная меланома кожи явля-
ется одной из самых злокачественных опухолей с чрез-
вычайно агрессивным течением и генерализацией опу-
холевого процесса. Накоплен значительный опыт меди-
каментозного лечения меланомы кожи, однако резуль-
таты терапии по-прежнему не обнадеживают. За послед-
ние годы некоторые успехи были достигнуты в лечении 
больных меланомой комбинацией химиотерапии и ре-
комбинантного TNFα – альнорина (Государственный на-
учный центр «Вектор», Россия). В настоящем исследова-
нии мы попытались прояснить некоторые проблемы от-
носительно взаимодействия протвоопухолевых препара-
тов и TNFα.

Цель и задачи исследования. Целью настоящего иссле-
дования было изучение влияния альнорина на цитоток-
сическое действие и индукцию апоптоза противоопухо-
левыми препаратами на клеточных линиях меланом. 

Материалы и методы. В исследовании использованы 
8 клеточных линий меланом, полученные из операцион-
ного материала больных. Противоопухолевые препара-
ты – нидран (АСNU), кармустин (BCNU) и дакарбазин 
(DTIC). Отечественный рекомбинантный препарат фак-
тора некроза опухоли альфа – альнорин, в концентра-
циях 50 и 5 МЕ/мл. Цитотоксическую активность реги-
стрировали с помощью MTT-теста, а индукцию апопто-
за – методом фиксированного окрашивания ДНК пропи-
дий йодидом и методом прижизненного двойного окра-
шивания ДНК пропидий йодидом и аннексином V-FITC 
на проточном цитофлюориметре FACSCalibur (Becton 
Dickinson, USA).

Результаты. Цитотоксичность ACNU на 4-ых кле-
точных линиях проявлялась различно, 1 из 4 линий ре-
зистентна – mel Rac, а остальные 3 более чувствитель-
ны. Альнорин усиливает цитотоксическое действие 
ACNU на резистентной линии. Цитотоксическое дей-
ствие BCNU исследовали на 8-ми линиях меланом: 2 ли-
нии резистентны – mel Is, mel Ibr, а другие 6 чувствитель-
ны к BCNU. Усиление цитотоксичности BCNU альнори-
ном проявлялась в 7 из 8 клеточных линий (mel Kor, mel 
Ibr, mel Is, mel P, mel Rac, mel Cher, mel MTP). Из 8-ми 
клеточных линий исследованных к цитотоксическому 
действию DTIC 6 линий оказались резистентны, а 2 ли-
нии более чувствительными – mel Rac и mel P. Добав-
ление Альнорина существенно повышало цитотоксич-
ность DTIC в отношении клеточных линий mel MTP, mel 
IL. На линии mel IL при 24-часовой инкубации наблюда-
ется индукции апоптоза BCNU, в сочетании с альнори-
ном усиление индукции апоптоза BCNU выявлялось при 
низких дозах химиопрепарата. На линиях mel P и mel Rac 
BCNU при 24-часовой инкубации не индуцировал апоп-
тоз, однако цитотоксическая активность на этих линиях 
проявлялась, а через 48 часов инкубации индукция апоп-
тоза BCNU была хороша выражена. Альнорин не уси-

ливал индукцию апоптоза BCNU ни через 24, ни че-
рез 48 часов. На линии mel MTP при 24-часовой инкуба-
ции наблюдается индукция апоптоза BCNU, но при ком-
бинации с альнорином усиливается апоптоз в контро-
ле альнорина, это единственная клеточная линия на ко-
торой TNFα сам по себе вызывает индукцию апоптоза. 
Усиление апоптоза при низкой дозе химиопрепарата это 
эффект альнорина. Индукция апоптоза DTIC на линии 
mel IL проявляется до 60% апоптотической гибели в вы-
сокой дозе препарата при 24-часовой инкубации, аль-
норин вызывает небольшое усиление индукции апопто-
за DTIC при низкой дозе химиопрепарата. На линии mel 
Rac и mel Ibr при 24-часовой инкубации DTIC вызывает 
небольшую индукцию апоптоза, в сочетании с альнори-
ном усиление индукции DTIC наблюдается на линии mel 
Ibr. На линии mel P при 24-часовой инкубации индукция 
апоптоза DTIC незначительна, через 48 часов наблюдает-
ся увеличение процента апоптотической гибели клеток, 
а через 72 часа выраженная апоптотическая гибель клеток 
до 93% при высокой дозе химиопрепарата. На клеточной 
линии mel MTP DTIC вызывает слабый апоптоз, а в соче-
тании с альнорином происходит индукция апоптоза, вы-
званная самим альнорином; DTIC блокирует в высокой 
дозе апоптоз, вызванный альнорином. 

Заключение. Противоопухолевые препараты – ACNU, 
BCNU, DTIC вызывают различное, но достаточно вы-
раженное цитотоксическое действие и альнорин в боль-
шинстве случаев усиливает это действие. DTIC индуци-
рует заметный уровень апоптоза в клетках изученных ли-
ний, в части случаев, альнорин усиливает это действие. 
BCNU на разных линиях клеток индуцирует апоптоз либо 
через 24 часа, либо после 48 часов экспозиции. В обоих 
случаях альнорин не оказывает действия на индукцию 
апоптоза BCNU. Степень чувствительности различных 
линий меланом к DTIC, BCNU, ACNU не совпадает: ли-
нии чувствительные к одному препарату, могут быть ре-
зистентны к другому, и наоборот; и это оправдывает их 
совместное применение в лечении меланом. 

ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ РАЗНЫХ ФОРМ бЕЛКОВ 
ТЕПЛОВОГО ШОКА 70 КДА В НЕЙТРОФИЛАХ ЧЕЛОВЕКА 
ПОД ДЕЙСТВИЕМ ТЕПЛОВОГО ШОКА

Бойко А.А., Сапожников А.М., Коваленко Е.И.
Институт биоорганической химии им. акад. 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва, 
Россия

Ключевая роль нейтрофилов в организме заключается 
в обеспечении защитных функций, осуществляемых че-
рез микроцитоз и продукцию активных форм кислорода 
(АФК). Однако стрессирующие воздействия могут инду-
цировать в нейтрофилах избыточную продукцию АФК, 
оказывающих повреждающий эффект на клетку. Тепло-
вой шок (ТШ) является стрессом, но вместе с тем инду-
цирует экспрессию внутриклеточных шаперонов БТШ70, 
имеющих большое значение в защитных механизмах 
клетки.

Целью работы явился анализ изменения содержания 
БТШ70 в нейтрофилах человека в ответ на ТШ и иссле-
дование внутриклеточных молекулярных механизмов 
функционирования этого белка в клетке. 

Материалы и методы. Фракцию гранулоцитов выде-
ляли путем центрифугирования цельной крови на гради-
енте плотности Polymorphprep (Axis-Shield). Содержание 
внутриклеточного БТШ70 определяли путем двойного 
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Таблица. Содержание виТамина в12 при воСпалении (К ТезиСам быКовой м.Ю., ЮшКова Г.а.)

ЭЦМ костного мозга Плазма крови
Интактные 2 сутки 4 сутки Интактные 2 сутки 4 сутки

В12 мкг/мл 66,679±
5,058 

188,101±
17,271*

95,889±
7,299*#

51,725±
6,001

164,258±
21,983*

9,571±
0,420*#

Клетки костного мозга Клетки крови
В12 мкг/1г 
белка 

3180,176±
356,444

3561,315±
322,749

2083,345±
202,884*#

841,825±
150,410

1667,538±
205,202*

299,466±
30,381*#

Примечание. * – достоверные отличия от интактных животных (р < 0,05); # – достоверные отличия от группы Воспаление 
2 сутки (р < 0,05).

окрашивания моноклональными антителами к конститу-
тивной и индуцируемой формам (BRM22, Sigma-Aldrich), 
к конститутивной (SPA815,Stressgen) и к индуцируемой 
(SPA810, Stressgen) формам белка с последующим окра-
шиванием вторичными F(ab′) PE-конъюгированными 
антителами. Клетки предварительно фиксировали и пер-
форировали с помощью 2% параформальдегида с со-
держанием тритона X-100 0,1%. Измерения проводи-
ли на проточном цитофлуориметре FACScan (Becton 
Dickinson).

Основные результаты. Выделенные нейтрофилы под-
вергали кратковременной тепловой обработке (43 °С, 
10 мин). Как правило, сразу после ТШ цитофлуориметри-
ческим методом регистрировалось быстрое увеличение 
концентрации БТШ70, окрашенных антителами BRM22 
и SPA815, по сравнению с исходным уровнем, с после-
дующим снижением уже через 15-30 мин после заверше-
ния термического воздействия. Однако методом Вестерн-
блоттинга увеличения концентрации БТШ70 зарегистри-
ровать не удалось, что может свидетельствовать в пользу 
того, что ТШ приводил к увеличению доступности эпито-
пов молекулы БТШ70 для связывания с антителами вну-
три клетки, без увеличения экспрессии этого белка. Сни-
жение внутриклеточного уровня БТШ70 после действия 
на клетки кратковременного ТШ может быть обусловле-
но выбросом белка во внеклеточное пространство. Боль-
шинство современных исследований посвящено фено-
мену стресс-индуцированного экзоцитоза БТШ70 с вы-
свобождением в окружающую среду лишь индуцируе-
мой, а не конститутивной формы этого протеина. Одна-
ко обработка клеток глибенкламидом (0,5 мМ), ингиби-
тором ABC-транспортеров, блокирующим секрецию вну-
триклеточных белков в составе эндолизосом, приводила 
к исчезновению фазы снижения белка спустя 15-30 мин 
после окончания теплового шока за счет внутриклеточ-
ной конститутивной формы. 

Заключение. Полученные данные свидетельствуют 
в пользу того, что в нейтрофилах реализуется путь высво-
бождения конститутивной формы БТШ70 в секреторных 
эндолизосомах под действием ТШ.

СОДЕРЖАНИЕ ВИТАМИНА В12 В КЛЕТКАХ 
И МЕЖКЛЕТОЧНОЙ СРЕДЕ КОСТНОГО МОЗГА 
В УСЛОВИЯХ СТИМУЛЯЦИИ ГРАНУЛОЦИТОПОЭЗА 

Быкова М.Ю., Юшков Б.Г.
Учреждение РАН Институт иммунологии и физиологии 
УрО РАН, ФГАОУ ВПО Уральский федеральный 
университет, г. Екатеринбург, Россия

На пролиферацию, дифференцировку и созревание 
каждого класса гемопоэтических клеток существенное 

влияние оказывает состав межклеточной среды, в том 
числе содержание в ней витаминов. Однако значение это-
го для определения направления дифференцировки кле-
ток изучено недостаточно.

Цель работы: изучить динамику витамина В
12

 в клет-
ках и экстрацеллюлярном матриксе костного мозга при 
стимуляции гранулоцитарного ростка кроветворения.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены 
на белых беспородных крысах (n = 26) массой 200-250 г, 
которые содержались на одинаковом стандартном раци-
оне питания. Для стимуляции гранулоцитопоэза у жи-
вотных вызывали асептическое воспаление путем введе-
ния подкожно 0,5 мл скипидара. Количественное опре-
деление витамина В

12
 в плазме крови и межклеточном ве-

ществе костного мозга проводили через 2 и 4 суток после 
воздействия методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. Для оценки значимости различий меж-
ду группами использовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни.

Результаты. Миелограмма свидетельствует о нараста-
ющей в процессе воспаления гиперплазии гранулоцитар-
ного ростка. Что сопровождается изменением содержа-
ния витамина В

12
 в экстрацеллюлярном матриксе (ЭЦМ) 

костного мозга. На вторые сутки после введения скипи-
дара отмечается повышение содержания витамина, а на 
четвертые сутки его концентрация начинает понижать-
ся, но еще превышает значение интактных крыс. В плаз-
ме крови отмечается повышение уровня витамина ко вто-
рым суткам, а на четвертые сутки – значительное пони-
жение (в 6 раз). В клетках костного мозга наблюдается по-
ниженное содержание витамина В

12
 на позднем сроке ис-

следования. Тогда как в периферической крови на вто-
рые сутки эксперимента обнаруживаются клетки с высо-
ким содержанием витамина, а на четвертые сутки – на-
оборот, с пониженным. Следовательно, при активации 
гранулоцитопоэза происходит мобилизация витамина 
В

12 
из депо, на что указывает повышение его концентра-

ции в плазме крови. Увеличивается потребление витами-
на клетками костного мозга, что приводит к уменьшению 
его содержания в межклеточной среде и клетках на позд-
нем сроке эксперимента.

Заключение. Данное исследование подтверждает пред-
положение о связи пролиферативной активности костно-
мозговых клеток с биохимическим составом межклеточ-
ной среды, тогда как направленность и избирательность 
эффектов требует дальнейших исследований. Наблюда-
емая динамика витамина В

12
 указывает на его необходи-

мость в пролиферации гранулоцитарных клеток кровет-
ворной ткани, обусловленную, очевидно, участием вита-
мина в синтезе нуклеиновых кислот.
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ПРОТЕКТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ КОМПЛЕКСА АНТИГЕНОВ 
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Воробьев Д.С., Семенова И.Б., Курбатова Е.А., 
Волох Ю.В., Маркова М.Е., Романенко Э.Е., 
Батуро А.П., Михайлова Н.А. 

НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН, 
Москва, Россия

В настоящее время заболевания, вызванные 
Streptococcus pneumoniae, продолжают оставаться акту-
альной медико-социальной проблемой. По данным ВОЗ 
в 2005 г. от пневмококковой инфекции во всем мире по-
гибло более 1,6 млн. человек, причем 50% из них соста-
вили дети первых 5 лет жизни. Существующие пневмо-
кокковые вакцины как на основе полисахаридных ан-
тигенов S. pneumoniae (Pneumo-23, Sanofi-Paster, Фран-
ция), так и их конъюгатов с дифтерийным анатокси-
ном (Prevnar, Wyeth, США) не позволяют создать защиту 
от всех серотипов пневмококка. Кроме того, Pneumo-23 
неэффективна у детей первых 2-х лет и лиц пожилого воз-
раста. На протяжении последних 10-15 лет активно изу-
чаются белки S. pneumoniae как средство защиты от пнев-
мококковой инфекции, так как они входят в состав прак-
тически всех штаммов этого микроорганизма. Однако 
представляет не меньший интерес изучение активности 
естественного комплекса белков и полисахаридного ан-
тигена S. pneumoniae.

Целью нашей работы было оценить протективную ак-
тивность комплекса антигенов S. pneumoniae серотипа 3 
против заражения гомологичным штаммом S. pneumoniae.  

Материалы и методы. В работе был использован 
штамм S. pneumoniae № 3 тип 3, полученный из коллек-
ции штаммов пневмококка НИИВС им. И.И. Мечникова 
РАМН. Культуру S. pneumoniae выращивали в сердечно-
мозговом бульоне в течение 24 часов. Пневмококковый 
антиген выделяли путем осаждения ацетоном надосадоч-
ной фракции культуральной жидкости. По химическо-
му составу препарат содержал 5,5% белка, 9% углеводов 
и 3,1% нуклеиновых кислот. Протективную активность 
полученного комплекса антигенов определяли в опытах 
активной защиты мышей. 

Результаты. Мышей линии Balb/c иммунизирова-
ли двукратно внутрибрюшинно с интервалом 2 неде-
ли пневмококковым антигеном в дозах 10 мкг/мышь, 
50 мкг/ мышь и 100 мкг/мышь соответственно. Через 2 
недели после последней иммунизации животных внутри-
брюшинно заражали 79 LD

50
 S. pneumoniae серотипом 3. 

Представляет интерес тот факт, что доза 10 мкг/ мышь 
обеспечивала 90% выживаемость, а 50 мкг/мышь 

и 100 мкг/ мышь – 80% выживаемость мышей по срав-
нению с контролем, где выжило только 10% животных 
(р ≤ 0,05). При введении пневмококкового антигена, сор-
бированного на гидрооксиде алюминия (24 часа при 4 °С) 
наблюдали 100% защиту мышей по сравнению с контро-
лем (р ≤ 0,05). Мы выявили, что сорбированный препа-
рат на гидрооксиде алюминия был эффективен во всех 
трех испытанных дозах (10 мкг/мышь; 50 мкг/мышь; 
100 мкг/ мышь). Однако один гидрооксид алюминия в эк-
вивалентных дозах не защищал опытных животных.

Таким образом, продемонстрировано, что комплекс 
антигенов, выделенных из S. pneumoniae серотипа 3, об-
ладает протективной активностью при заражении мышей 
гомологичным штаммом.

РАЗРАбОТКА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ СИСТЕМ 
ДЛЯ ОЦЕНКИ СИНТЕТИЧЕСКИХ И ПРИРОДНЫХ 
ЛИГАНДОВ Toll-ПОДОбНЫХ РЕЦЕПТОРОВ

Ганковская О.А. , Лабжинов П.А., Зверев В.В.

НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН, 
Москва, Россия

Врожденный иммунитет является первой линией за-
щиты от патогенов. К настоящему времени достаточ-
но хорошо изучены Toll-подобныеe рецепторы (TLR), 
в меньшей степени RIG-подобные рецепторы, которые 
являются наиболее важными представителями семейства 
PRR. Эндосомальные TLRs (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) 
и RIG-1 распознают различные мотивы нуклеотидных 
последовательностей и обеспечивающие противовирус-
ную защиту. В последние годы активно синтезируются 
и выделяются природные лиганды PRR, которые исполь-
зуются для разработки новых иммуномодуляторов, вак-
цин, адъювантов и др. К наиболее изученным агонистам 
PRR относятся poly I:C (лиганд TLR3), UC-1V150 (лиганд 
TLR7), неметелированные участки CpG ДНК (лиганд 
TLR9), Иквимод (лиганд TLR7, 8), Изатарибин (лиганд 
TLR7, 8), одноцепочечные, двуцепочечные- РНК виру-
сов и т.д. 

Целью настоящего исследования являлась разработка 
экспериментальных подходов для оценки иммунологи-
ческой активности лигандов PRR (синтетических и при-
родных).

Материалы. В работе были использованы нуклеотид-
ные последовательности (Синтол, РФ) и штаммы ВПГ-
1 (VR-3) и ВПГ-2 (MS), полученные из Национальной 
вирусной коллекции (Великобритания). Эксперимен-
ты in vitro проводились на культуре клеток почек зеле-

Таблица. ХараКТериСТиКа лиГандов TLRs (К ТезиСам ГанКовСКой о.а. и др.)

TLR Наименование лиганда Последовательность Природа лиганда
TLR3 Poly(I:C) синтетический

TLR7/
TLR8

RNA_lig_1 uua-uua-uua-uua-uua-uua-uu синтетический
RNA_lig_2 ccg-agg-aug-cga-ggc-uug-uu синтетический
RNA_lig_3 gcc-aug-gug-ucu-agg-gcc-cg синтетический

TLR9

CpG_h (Немеет.CpG человека) tcg-tcg-ttt-tgt-cgt-tgt-cgt синтетический
Tpol1(послед.полимеразы ВПГ-1) cag-cgc-cat-acg-tac-tat-agc-g синтетический
TK-A (послед.тимидинкин. ВПГ-1) ata-ccg-acg-ata-tgc-gac-ct синтетический
HSVIF(послед. gH) gcg-ccg-tca-gcg-agg-ata-ac синтетический
ДНК ВПГ-1 природный
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ных мартышек – Vero (Институт им. Пастера, г. Санкт-
Петербург) и культуре эпителиальных клеток церви-
кального канала – HeLa (ГУ НИИ эпидемиологии и ми-
кробиологии имени Н.Ф. Гамалеи, РАМН). Для модели 
in vivo были взяты мыши линии BALB/C самцы, весом 
18-19 г. Все животные были получены из питомника «Ан-
дреевка» ГУ НЦБМТ РАМН (Москва, РФ).

Результаты и обсуждение. На первом этапе были подо-
браны последовательности синтетических лигандов, ко-
торые представлены в таблице. Все представленные ли-
ганды проверялись на цитотоксическое действие в куль-
турах клеток (Vero, HeLa). Нами было показано, что даже 
в максимальной концентрации препаратов (20 пкг/мл) 
препараты не обладали цитотоксическим эффектом. 
На следующем этапе работы в моделях in vivo была ис-
следована динамика экспрессии TLRs белыми клетками 
крови при действии нетоксичных доз природных и син-
тетических лигандов TLR3, 7, 8, 9. В качестве группы 
сравнения использовалась группа мышей, которым вво-
дили ЛПС (лиганд TLR4). 

Заключение. На основании новых данных о действии 
лигандов PRR на уровни экспрессии генов TLRs и на 
продукцию цитокинов в культуре эпителиальных клеток 
in vitro, а также в  моделях in vivo, планируется создать ме-
тодический подход, позволяющий провести оценку им-
мунологической активности лигандов TLRs.

К ВОПРОСУ О МЕХАНИЗМАХ АНТИГЕННОЙ 
АКТИВНОСТИ МИНЕРАЛОВ

Голохваст К.С.1,2, Паничев А.М.3 
1 Дальневосточный федеральный университет, 
г. Владивосток, Россия 
2 Владивостокский филиал ДНЦ физиологии 
и патологии дыхания СО РАМН – НИИ медицинской 
климатологии и восстановительного лечения, 
г. Владивосток, Россия 
3 Тихоокеанский институт географии ДВО РАН, 
г. Владивосток, Россия

Долгое время вопрос о том, являются ли частицы ми-
нералов антигенами, остается открытым. Для исследова-
ния механизмов ответной реакции иммунной системы 
на частицы минералов было изучено влияние цеолита 
Лютогского месторождения на продукцию цитокинов in 
vitro по стандартному методу Де Грута с соавторами (De 
Groote et al., 1992). Концентрацию цитокинов измеряли 
методом твердофазного иммуноферментного анализа 
с использованием коммерческих тест-систем «Протеи-
новый контур» (IFNγ, IL-10) и «Цитокин» (IL-1β). Нами 
обнаружено, что частицы минералов атмосферных взве-
сей вызывают иммунный отклик in vitro в дозировках 5 
и 50 мг/мл, выявляющиеся в усилении спонтанной ин-
дукции IFNγ в 1,6 раза, а также IL-1β и IL-10 в 2 раза. 
Минералы атмосферных взвесей (на примере цеолитов 
Лютогского месторождения) при митогенстимулиро-
ванной индукции (фитогемагглютинин) изменяют про-
дукцию цитокинов и проявляют дозозависимый эффект, 
что проявляется в снижении концентрации провоспали-
тельного IL-1β в 1,5 раза (5 мг/мл) и практически в 4 раза 
(50 мг/ мл), а также в повышении содержания IFNγ в 3 
раза (5 мг/мл) и 2,5 раза (50 мг/мл) и  IL-10 в 2,4 раза 
(5 мг/мл) и 1,5 раза (50 мг/мл). 

Таким образом, при дозе 5 мг/мл (аналог слабого «за-
пыления») при митогенстимулированной индукции про-

дукции цитокинов наблюдается яркая иммунная реак-
ция, проявляющаяся в интенсивном росте IFNγ и менее 
выраженном росте IL-1β и IL-10. Когда же модельная 
величина «запыления» достигает 50 мг/мл, концентрация 
провоспалительного IL-1β падает в 4 раза по сравнению 
с контролем. Это говорит о том, что организм позвоноч-
ных животных имеет механизм адаптации к повышению 
запыленности. Пусковым «курком» этого механизма яв-
ляется иммунная система, позволяющая интенсифици-
ровать ответ на более высокий уровень запыленности.

Рабочая гипотеза о том, что на поверхности мине-
ралов могут быть сорбированы части бактериальной 
или иной ДНК, при исследовании взятых в экспери-
мент цеолитов методом полимеразной цепной реакции, 
не подтвердилась.

Считается, что при хроническом производствен-
ном пылевом воздействии возникает окислительный 
стресс, обусловливающий развитие воспалительно-
деструктивных и аутоиммунных процессов в респира-
торной системе. При этом очевидно, что ответная реак-
ция иммунной системы при многолетнем воздействии 
пыли и при кратковременном влиянии частиц минера-
лов на иммунные клетки in vitro будут иметь разные ме-
ханизмы. Сам процесс перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) является древней сигнальной внутриклеточной 
системой, которая настроена на распознавание физико-
химических процессов с участием свободных радикалов 
(например, влияние радиации на организм). 

Известно, что микрочастицы некоторых минералов 
(например, кварц) при попадании в живой организм яв-
ляются источником свободных радикалов, что, скорее 
всего, является следствием механического повреждения 
мембраны клеток. Хотя сам процесс такого «поврежде-
ния» также заслуживает отдельной дискуссии. Скорее 
всего, речь идет не о механическом повреждении кле-
ток, а о физико-химическом контакте мембраны клет-
ки с поверхностью минералов, через ПОЛ как сигналь-
ную систему, и в зависимости от типа и свойств физико-
химических минералов проявляется в разных ответных 
реакциях – от нейтральной до канцерогенной (например, 
реакция на асбест и эрионит).

ВЛИЯНИЕ ИММУНИЗАЦИИ 
ПОЛИВИНИЛПИРРОЛИДОНОМ НА ЧИСЛЕННОСТЬ 
СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ 
КОСТНОГО МОЗГА И СЕЛЕЗЕНКИ И ЭКСПРЕССИЮ 
ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ В ПЕРВИЧНЫХ КУЛЬТУРАХ ЭТИХ 
КЛЕТОК У МЫШЕЙ СВА И СВА/N

Горская Ю.Ф., Данилова Т.А., Мезенцева М.В., 
Шаповал И.М., Нестеренко В.Г. 

НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи Минздравсоцразвития, 
Москва, Россия

Известно, что стромальные клетки обеспечивают 
в организме микроокружение для пролиферации и диф-
ференцировки гемопоэтических и лимфоидных клеток. 
Ранее нами было показано, что введение мышам СВА 
микробной массы S. typhimurium уже через сутки увели-
чивает эффективность клонирования (ЭКО-Ф) и содер-
жание стромальных клеток-предшественников (КОК-Ф) 
в костном мозге в 5 раз и селезенке в 8 раз. Кроме того, 
в первичных культурах клеток костного мозга и селезенки 
от иммунизированных животных уже через сутки появ-
лялась экспрессия генов провоспалительных цитокинов 
IL-β , IL-6, IL-8 и TNFα , которая сохранялась не менее 
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3-х суток (костный мозг) и 6-15 суток (селезенка) после 

иммунизации. В данной работе изучено влияние имму-

низации поливинилпирролидоном (ПВП) (вызывающий 

слабый иммунный ответ синтетический Т-независимый 

антиген 2 типа) на ЭКО-Ф и численность КОК-Ф кост-

ного мозга и селезенки мышей СВА и СВА/N. О количе-

стве стромальных клеток-предшественников в эксплан-

тируемых взвесях судили по числу колоний стромальных 

фибробластов, которые они образуют в монослойных 

культурах in vitro. Определение активности мРНК цито-

кинов в клетках культур проводили с использованием ме-

тодов ОТ-ПЦР. Показано, что при введении ПВП мышам 

СВА наблюдалось только двукратное повышение числен-

ности этих величин как в костном мозге, так и в селезен-

ке с максимумом на 1 сутки.

В первичных культурах костного мозга, взятого от им-

мунизированных ПВП мышей СВА, появление экспрес-

сии генов провоспалительных цитокинов IL-6 и TNFα 

было отмечено только на 1 сутки. Таким образом, степень 

активации стромальной ткани при иммунизации ПВП 

была значительно ниже по сравнению с иммунизаци-

ей антигенами S. typhimurium. У мышей СВА/N, не отве-

чающих на ПВП вследствие отсутствия CD5+B1a клеток 

в результате xid мутации, не наблюдалось ни повышения 

ЭКО-Ф, ни увеличения численности КОК-Ф в указан-

ных органах. Полученные данные свидетельствуют о том, 

что степень активации стромальной ткани при иммуни-

зации мышей коррелирует со степенью выраженности 

иммунного ответа, что указывает на тесную связь меж-

ду стромальной тканью и иммунной системой, а также 

на возможность позитивного участия стромальных кле-

ток в реализации иммунного ответа в организме.

РАЗРАбОТКА НОВЫХ ПОДХОДОВ К ЦЕЛЕВОЙ 
ДОСТАВКЕ МАКРОФАГОВ В ОРГАНИЗМЕ МЫШИ

Гришина Л.В., Перминова Е.И. , Щепотина Е.Г. , 
Пашкина Е.А., Майбородин И.В., Якушенко Е.В., 
Козлов В.А.

НИИ клинической иммунологии СО РАМН, 
г. Новосибирск, Россия

Для клеточных технологий одной из проблем явля-
ется нецелевое воздействие клеток. Доставка клеток не-
посредственно в патологический очаг – орган или ткань 
организма – значительно повысит эффективность кле-
точной терапии. Использование магнитных наночастиц 
для адресной доставки клеток в очаг повреждения явля-
ется одним из решений данной проблемы. В литерату-
ре описывается возможность управления распределени-
ем наночастиц оксида железа, в организме крысы с помо-
щью наружного магнитного поля. Однако, подобные ис-
следования пока единичны и требуют дальнейшей разра-
ботки данного направления.

Цель нашего исследования – разработать метод це-
левой доставки макрофагов, нагруженных наноразмер-
ными частицами суперпарамагнитного магнетита (Fe

3
O

4
) 

с помощью локального магнитного поля и исследовать 
безопасность используемых наночастиц Fe

3
O

4.

Материалы и методы. В работе использовали нано-
размерный суперпарамагнитный магнетит (Fe

3
O

4
), по-

лученный механохимическим способом в Томском науч-
ном центре СО РАН. Исследование проводилось на мы-
шах (CBA × C57Bl/6)F1, самцах. Животные на протяже-
нии эксперимента содержались в условиях, соответству-
ющих требованиям. Разработана методика фиксации ло-
кального магнитного поля в организме мыши – магнит 
округлой формы вшивается в мышцу или подкожно в бе-
дро животного. Перитониальные макрофаги, извлечен-
ные из мыши, культивируются in vitro с частицами супер-
парамагнитного магнетита (Fe

3
O

4
), затем макрофаги, на-

сыщенные частицами Fe
3
O

4
 вводятся внутривенно в хво-

стовую вену мыши и устремляются к магнитному источ-
нику. Идентифицировали наличие железа в гистологиче-
ском материале с помощью окраски по Перлсу. Исследо-
вались группы мышей как со вшитым магнитом, так и без 

Таблица. ЭКо-Ф в КульТураХ КлеТоК КоСТноГо мозГа и СелезенКи мышей, иммунизированныХ пвп 
(M±m) (К ТезиСам ГорСКой Ю.Ф. и др.)

Линия
мышей Орган Срок после иммунизации 

(сут.)
Число ядерных 

клеток на орган (× 107) ЭКО-Ф (× 105)
Число 
КОК-Ф 

на орган

СВА

Костный 
мозг

Контроль (интактные) 1,1±0,2 1,4±0,2 161±22
1 1,0±0,2 3,0±0,4 300±60
3 1,0±0,2 1,4±0,1 140±28

Селезенка
Контроль (интактные) 14,5±2,1 0,10±0,02 140±16

1 12,4±0,3 0,21±0,03 260±63
3 11,9±1,0 0,17±0,03 205±35

СВА/N

Костный 
мозг

Контроль (интактные) 0,8±0,2 5,5±0,2 440±110
1 0,8±0,2 7,1±0,4 568±132
3 1,0±0,2 5,5±0,1 550±110

Селе
зенка

Контроль (интактные) 8,8±1,0 0,08±0,02 69±7
1 8,0±0,4 0,08±0,01 65±2
3 9,0±1,2 0,08±0,01 72±8
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него, но с введенными внутривенно макрофагами, насы-
щенными Fe

3
O

4
. Количество форменных элементов пе-

риферической крови мыши определяли с помощью ге-
матологического анализатора ERMA PCI90 (Япония) 
на 1-е, 4-е и 6-е сутки после введения.

Результаты. Гистологическое исследование показало, 
что введенный внутривенно Fe

3
O

4
 накапливается в основ-

ном в печени и селезенке, в небольших количествах на-
блюдается в легких, отсутствует в миокарде и почках. Па-
тологических изменений во внутренних органах через 15 
суток после введения обнаружено не было. Исследова-
ние через 14 месяцев после введения Fe

3
O

4
, показало от-

сутствие ионов железа в печени, легких, почках, селезен-
ке. В отношении прооперированных животных показано, 
что в мышце на месте локализации магнита наблюдает-
ся скопление очагов железа, а также что Fe

3
O

4
 накапли-

вается в основном в печени и селезенке, в небольших ко-
личествах наблюдается в легких, отсутствует в миокарде 
и почках. В группе с магнитом наблюдали меньшее ко-
личество железа во всех органах, по сравнению с группа-
ми без магнита. Следовательно, в данной группе большая 
часть парамагнитных частиц аккумулируется у источника 
магнитного поля. При внутривенном введении суспензии 
в среде RPMI-1640 в дозе 10 мг Fe3O

4
/кг самцам мышей 

(C57BL/6 × СBA)F1 видимых признаков токсичности ис-
следуемого соединения выявлено не было. Поведение, 
состояние волосяного покрова и слизистых оболочек, по-
требление корма и воды оставались без видимых измене-
ний. Различия в количестве форменных элементов крови, 
таких как лейкоциты, тромбоциты и уровне гемоглобина 
не были статистически значимыми. Достоверное разли-
чие наблюдалось только на 6-е сутки в отношении эри-
троцитов – контроль 11,915±0,45 и Fe

3
O

4
11,135±0,43 × 106 

клеток/мкл. Показано, что инкубирование с Fe
3
O

4
 пери-

тонеальных макрофагов мыши не оказывает влияния 
на их жизнеспособность (98,5±0,71%).

Заключение. Таким образом, на основании получен-
ных нами данных, можно сделать вывод, что использо-
вание наноразмерного суперпарамагнитного магнети-
та и локального магнитного поля для адресной доставки 
макрофагов и визуализации трафика клеток, применяе-
мых при клеточной терапии, является целесообразным 
и перспективным. Показана безопасность используемо-
го соединения Fe

3
O

4 
для организма

 
мыши in vivo и клеток 

in vitro. В этом направлении будут проводиться дальней-
шие исследования.

МЕМбРАНА ЭРИТРОЦИТОВ И ИММУННАЯ 
РЕАКТИВНОСТЬ В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО 
ОСТРОГО ПАНКРЕАТИТА

Долгарева С.А., Локтионов А.Л., Азарова Ю.Э., 
Конопля А.И., Гаврилюк В.П.

Курский государственный медицинский университет, 
г. Курск, Россия

Введение. Эритроциты вовлекаются в патологиче-
ский процесс не только при гематологических заболева-
ниях, но и претерпевают серьезные изменения структу-
ры и функции при болезнях разного генеза. При стрессе 
и в условиях патологии развивается метаболическая им-
муносупрессия, обусловленная нарушением структуры 
клеточных мембран и индукцией иммуносупрессирую-
щих свойств у эритроцитов. При этом недостаточно изу-
ченным остается роль красных клеток крови в патогенезе 

заболеваний хирургического профиля, в частности, при 
остром панкреатите. 

Цель и задачи. Установление взаимосвязи между из-
менениями в мембране эритроцитов и иммунной реак-
тивности у животных в условиях экспериментального 
острого панкреатита.

Материалы и методы. Исследования проведены 
на крысах Вистар массой 180-200 г. В опытах использо-
вали животных, прошедших карантинный режим вива-
рия Курского государственного медицинского универси-
тета и не имевших внешних признаков каких-либо забо-
леваний. Все животные содержались в одинаковых усло-
виях, на обычном пищевом режиме. Для получения ста-
тистически достоверных результатов группы формирова-
ли из 15-17 животных. Экспериментальный острый пан-
креатит (ЭОП) моделировали по R.N. Wang (1995) в мо-
дификации С.А. Алехина (2006). 

Основные результаты. Установлено, что введение эри-
троцитов, полученных на 2-е сутки после воспроизве-
дения ЭОП, приводило к возникновению у аллогенных 
здоровых доноров иммуносупрессии на эритроциты ба-
рана. Еще большей ингибирующей активностью облада-
ли эритроциты, полученные на 3-и и 5-е сутки после вос-
произведения острого панкреатита. Эритроциты интакт-
ных крыс, обработанные сывороткой аллогенных доно-
ров с экспериментальным острым панкреатитом на 3-и 
(и еще больше на 5-е) сутки после воспроизведения, при 
введении здоровым аллогенным донорам также приво-
дили к развитию иммуносупрессии. Эритроциты интакт-
ных крыс, обработанные плазмой, обогащенной тромбо-
цитами аллогенных доноров с острым панкреатитом, по-
лученной на 3-и (и еще более на 5-е) сутки после воспро-
изведения, при введении в организм здоровым живот-
ным вызывали снижение количества антителообразую-
щих клеток, что не наблюдается при обработке плазмой, 
дефицитной тромбоцитами. 

Появление иммуносупрессирующих свойств у эри-
троцитов коррелирует с изменениями белкового спек-
тра в их мембране. Так, начиная со 2-х суток от модели-
рования, в сыворотке крови выявлены повышение кон-
центрации ацилгидроперекисей и малонового диальде-
гида, которое достигает максимальных значений к пя-
тым суткам, и снижение активности каталазы. На 5-е сут-
ки наблюдаются изменения количественной представи-
тельности белков в мембране, сохраняющиеся и на 7, 9 
и 12 сутки: увеличение количества анионтранспортно-
го белка (или белка полосы 3), β-спектрина и белка по-
лосы 4.5 и уменьшение содержания глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы.

Увеличение представительности β-спектрина стиму-
лирует полимеризацию спектрина, который «прошива-
ет» эритроцитарную мембрану, делая ее прочнее и ста-
бильнее, но менее эластичной и упругой. Повышение 
количества анионтранспорного белка увеличивает ско-
рость транспортировки углекислого газа из тканей в лег-
кие. Увеличение белка полосы 4.5, участвующего в транс-
порте глюкозы и аминокислот в клетку, стимулирует 
пластический и энергетический обмен в эритроцитах. 
Снижение содержания белка полосы 6 (глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназы), участвующего в формировании 
2-3-бифосфоглицератного шунта, свидетельствует о ста-
рении эритроцитов.

Заключение. Таким образом, в условиях наблюдаемо-
го окислительного стресса происходят нарушения струк-
туры клеточных мембран, накопление в сосудистом русле 
измененных продуктов метаболизма, которые, фиксиру-
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ясь на мембране эритроцитов, изменяя их архитектони-
ку, доставляются в лимфоидные органы и взаимодейству-
ют с иммунокомпетентными клетками, активируя выде-
ление иммунорегуляторных цитокинов.

УЧАСТИЕ TLR4, CD14 И CD11b РЕЦЕПТОРОВ 
В ФАГОЦИТОЗЕ бАКТЕРИЙ НЕЙТРОФИЛАМИ ЧЕЛОВЕКА 
ПРИ ПРАЙМИРОВАНИИ ЛИПОПОЛИСАХАРИДАМИ 
РАЗЛИЧНОЙ СТРУКТУРЫ

Зубова С.В., Косякова Н.И., Грачев С.В., 
Прохоренко И.Р.

Институт фундаментальных проблем биологии РАН, 
г. Пущино, Московская обл., Россия 
Отделение аллергологии и иммунологии ПНЦ РАН, 
г. Пущино, Московская обл., Россия

Введение. Фагоцитоз является важнейшей функцией 
нейтрофилов. На фагоцитарную активность клеток влия-
ет праймирование, вызываемое эндотоксинами (липопо-
лисахаридами). В процесс праймирования вовлекаются 
разные рецепторы, в том числе TLR4, CD14, CD11b, ко-
торые могут вносить свой вклад в фагоцитоз в зависимо-
сти от состава липополисахарида.

Цель и задачи. Целью работы явилось исследование 
роли TLR4, CD14 и CD11b в фагоцитозе бактерий ней-
трофилами человека, праймированными липополисаха-
ридами различной структуры. В связи с эти была исследо-
вана способность нейтрофилов в присутствии монокло-
нальных АТ, специфичных к этим рецепторам, поглощать 
ФИТЦ-меченые бактерии E. coli. Эксперименты прово-
дили на цельной крови, обеспечивая тем самым присут-
ствие всех значимых участников процесса фагоцитоза – 
белков комплемента, иммуноглобулинов и других, при-
ближая исследуемый процесс к условиям in vivo.

Материалы и методы. Исследование выполнено 
на крови 5 условно здоровых доноров 25-35 лет. В про-
бирку вносили 90 мкл цельной гепаринизированной кро-
ви и 50 мкл суспензии ФИТЦ-меченых бактерий E. coli 
(2 × 107 кл/мл, соотношение лейкоциты: бактерии – 1:10), 
тщательно перемешивали и инкубировали 30 мин при 
37 °С. Эритроциты лизировали при комнатной темпера-
туре 5 мин. Лейкоциты осаждали центрифугированием 
(21 °С, 200 g, 5 мин), отмывали охлажденным PBS, содер-
жащем 0,02% ЭДТА, осадок ресуспендировали в 400 мкл 
ПБС-ЭДТА. Анализ образцов проводили на цитофлуори-
метре EPICS XL-MCL (Beckman Coulter). Фагоцитарную 
активность нейтрофилов оценивали по средней величине 
интенсивности флуоресценции.

В экспериментах по исследованию влияния актива-
ции клеток эндотоксинами на фагоцитоз перед добав-
лением ФИТЦ-меченых бактерии E. coli в кровь вноси-
ли по 100 нг/мл различных ЛПС (из E. coli S-, E. coli Re- 
или Rb. capsulatus) и инкубировали 30 мин при 37 °С.

В серии экспериментов по исследованию роли TLR4, 
CD14 и CD11b в фагоцитозе перед постановкой реакции 
кровь инкубировали 30 мин с 1 мкг АТ. В экспериментах 
по исследованию участия рецепторов в фагоцитозе бакте-
рий нейтрофилами, праймированными эндотоксинами, 
после инкубации клеток с соответствующими АТ в кровь 
добавляли по 100 нг/мл различных ЛПС и инкубировали 
30 мин при 37 °С, а затем бактерии.

Основные результаты. Праймирование клеток ток-
сичными Re- или S-ЛПС из E. coli усиливала фагоцитоз 
в среднем на 14%. В аналогичных условиях эксперимента, 
предактивация нейтрофилов ЛПС из Rb. capsulatus прак-

тически не влияла на уровень фагоцитоза. Собственно 
AT, использованных в работе клонов, к TLR4 или к CD14 
обладают небольшим стимулирующим действием на не-
специфическую фагоцитирующую активность нейтрофи-
лов (3% и 6% соответственно), тогда как АТ к CD11b пода-
вляют фагоцитоз на 7%. Предварительная обработка кле-
ток AT к каждому из исследуемых рецепторов подавляла 
фагоцитоз бактерий приймированными нейтрофилами. 
Особенно заметное подавление наблюдается для CD11b 
при праймировании ЛПС из E. coli S-хемотипа.

Заключение. Фагоцитарная активность нейтрофи-
лов возрастает при праймировании клеток эндотоксина-
ми из E. coli; хемотип ЛПС практически не влияет на на-
блюдаемый эффект. Нетоксичный ЛПС из Rb. сapsulatus 
не влияет на фагоцитирующую актиность нейтофилов. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что в цель-
ной крови TLR4 и CD14 не играют ключевой роли в обе-
спечении активности фагоцитоза бактерий непраймиро-
ванными нейтрофилами. Эти рецепторы участвуют в ре-
гуляции фагоцитоза при праймировании клеток эндоток-
синами. 

Вклад CD11b в фагоцитозе бактерий нейтрофилами 
наблюдается для как для непраймированных, так и прай-
мированных эндотоксинами клеток.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ СТАФИЛОКОККОВЫХ АНТИГЕННЫХ 
ПРЕПАРАТОВ С Toll-ПОДОбНЫМИ РЕЦЕПТОРАМИ

Игнатова О.М., Грубер И.М., Ахматова Н.К.

НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН, 
Москва, Россия

Toll-подобные рецепторы (ТLR) имеются на мембра-
нах макрофагов, нейтрофилов, дендритных клеток (ДК), 
В-лимфоцитов и участвуют в распознавании патоген-
ассоциированных микробных структур, расположен-
ных на поверхности микробных клеток. TLR индуци-
руют созревание макрофагов и ДК, а также экспрессию 
ими костимулирующих молекул типа CD80/CD86, ко-
торые способствуют презентации микробных пептидов 
Т-лимфоцитам.

Цель работы: определение способности антиген-
ных препаратов, выделенных из вакцинных штаммов 
Staphylococcus aureus, взаимодействовать с toll-подобными 
рецепторами TLR2 и TLR4, а также выступать в роли ин-
дукторов созревания ДК. 

Методы: штаммы S. aureus № 5, 9, 1986 и 1991 выра-
щивали в различных питательных средах и условиях куль-
тивирования (на полноценных плотной и в жидкой сре-
де в условиях реакторного культивирования, в том чис-
ле в полусинтетической среде). Взаимодействие с TLR 
изучали на линии клеток эмбриональной почки челове-
ка 293, стабильно экспрессирующей hTLR4/MD2-CD2-
CD14 и  hTLR2/CD14 и несущей ген β-галактозидазы 
под контролем NF-κB-зависимого промотора. Влияние 
антигенных препаратов на созревание ДК, полученных 
из клеток костного мозга (ККМ) мышей и мононуклеар-
ных лейкоцитов периферической крови (МЛПК) доно-
ров определяли при их культивировании с изучаемыми 
препаратами. 

В результате исследования отмечено взаимодействие 
препаратов с TLR2 что обусловлено наличием лиган-
дов, входящих в их состав, и отсутствие взаимодействия 
с TLR4, поскольку в препаратах не содержится ЛПС, что 
зафиксировано в присутствии положительных контро-
лей (синтетического липопептида и ЛПС из E. coli). По-
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казано, что антигенные препараты, являясь индуктором 
созревания ДК, генерированных как из ККМ мышей, 
так и из МЛПК доноров, увеличивали численность кле-
ток, экспрессирующих TLR2, в то время как классиче-
ский индуктор созревания (TNFα) не повышал числен-
ность клеток с данным рецептором. При этом препараты, 
полученные из культур с плотной среды повышали чис-
ленность клеток, экспрессирурующих TLR2 относитель-
но ДК без индуктора созревания, соответственно, в 3,2 
и 8,5 раз и из реакторного культивирования – в 2,4 и 4,5 
раза, соответственно. Таким образом, стафилококковые 
антигенные препараты способны как индуцировать со-
зревание клеток, экспрессирующих TLR2, так и взаимо-
действовать с ним на модели линии клеток эмбриональ-
ной почки человека.

ЭФФЕКТЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ 
ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ С КРИОГЛОбУЛИНАМИ

Истомина Т.Ю., Хомякова Н.Ф., 
Константинова Н.А., Константинова Е.В.

ГОУ ВПО РГМУ Росздрава, Москва, Россия

Введение. Криоглобулинемия характеризуется при-
сутствием в крови криоглобулинов (КГ) – белков с ано-
мальной растворимостью, зависящей от температуры. 
Для многих нозологий показано, что присутствие КГ 
в крови больных является предиктором негативного ис-
хода заболевания. В организме КГ образуют криоком-
плексы (КК), которые в дальнейшем элиминируются пу-
тем фагоцитоза. Однако при ряде заболеваний КК мелко-
го и среднего размера длительно персистируют в крово-
токе, что обуславливает их высокую патогенность.

Цель: исследование взаимодействие сывороточных 
криоглобулинов с нейтрофилами здоровых доноров.

Материалы и методы. Использовалась кровь здоро-
вых доноров (n = 15). Для оценки фагоцитарной функции 
нейтрофилов использовался метод люминол-зависимой 
хемилюминесценции (ХЛ). Измерения производились 
на автоматизированной системе «Люцифер-Б». Опреде-
лялся максимальный поток ХЛ. В качестве стимула ис-
пользовался неопсонизированный зимозан. Предвари-
тельно клетки инкубировались либо с растворенными 
КГ, либо с КК. Растворенные КГ получали выдерживани-
ем в течение 30 мин при 37 °С, КК – при 18 °С. КГ полу-
чали от больных с инфарктом миокарда и ишемическим 
инсультом. Концентрация сывороточных КГ, выделен-
ных по методу A.E. Kalovidoris, в модификациях, опре-
делялась на спектрофотометре «Cary 50 Bio» (США) при 
4 °С и 37 °С. 

Основные результаты. Введение в суспензию клеток 
растворенных КГ не влияло на уровень спонтанной ХЛ 
нейтрофилов. В то время как, при добавлении КК наблю-
далась вспышка ХЛ. Предварительная инкубация с рас-
творенными КГ приводила к снижению последующего 
ХЛ-ответа нейтрофилов на НЗ более чем в 1,5 раза, даже 
несмотря на незначительные концентрации КГ (10% 
от сывороточной). Подавление ХЛ-ответа было обуслов-
лено опсонизацией зимозана растворенными КГ. Таким 
образом, растворенные КГ могут препятствовать процес-
сам клеточного фагоцитоза, что приводит к нарушению 
элиминации мелких и средних КК. ХЛ-ответ нейтрофи-
лов на НЗ после взаимодействия с КК увеличивался более 
чем в 2,5 раза. Это указывает на участие КК в кондицио-
нировании нейтрофилов и приводит к общей сенсибили-
зации фагоцитарного звена иммунитета. 

Заключение. ХЛ-ответ нейтрофилов определяется за-
висящей от температуры конформацией КГ. Инкубация 
суспензии клеток с растворенными КГ снижает их ХЛ-
ответ на НЗ. В то время как инкубация с КК, которые 
сами являются объектом фагоцитоза, приводит к прай-
мингу нейтрофилов.

ВЛИЯНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ ИЗ ВЕЧНОЙ 
МЕРЗЛОТЫ НА ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ КЛЕТОК 
В КОСТНОМ МОЗГЕ 

Каленова Л.Ф., Суховей Ю.Г., Брушков А.В., 
Новикова М.А., Беседин И.М., Костоломова Е.Г. 

Тюменский научный центр СО РАН, г. Тюмень, Россия

Введение. В вечной мерзлоте Якутии возрастом 3,5-
2 миллиона (Brouchkov A. and Williams P., 2002) обнару-
жен новый вид микроорганизмов Bacillus sp. (МО), у ко-
торого нуклеотидная последовательность 16S rRNA была 
депонирована в DDBJ/EMBL/GeneBank под номером 
AB178889. Результаты биологического тестирования по-
казали, что МО способны оказывать системное влияние 
на организм лабораторных животных – изменять функ-
циональную активность иммунной системы, поведение, 
пищевой инстинкт, мышечную силу, двигательную ак-
тивность и продолжительность их жизни (Каленова Л.Ф. 
с соавт., 2008; 2010; 2011).

Цель данного исследования – изучить влияние МО 
Bacillus sp. на дифференцировку клеток в костном мозге 
в эксперименте на лабораторных мышах. 

Материалы и методы. Исследование проведено на 32 
лабораторных мышах массой 18-20 г. МО ввели однократ-
но 16 животным внутрибрюшинно в дозе 5 × 103 микроб-
ных тел (м. т.) в 100 мкл физиологического раствора. Кон-
трольным животным (n = 16) ввели физиологический рас-
твор. Костный мозг выделяли из бедренной кости на 21 
сутки после введения МО. Активность дифференцировки 
гемопоэтических клеток оценивали методами дифферен-
цированного подсчета клеток в миелограмме и прямой 
иммунофлюоресценции с использованием моноклональ-
ных антител CD117, CD34, CD25, CD44 и TCRαβ (Becton 
Dickinson Biociencies, USA) на проточном цитофлюори-
метре FACSCalibur (Becton Dickinson, USA). Результаты 
обрабатывали в программе CellQuest. Достоверность раз-
личий между группами оценивали по t критерию Стью-
дента в программе «SPSS 11,5 for Windows». 

Основные результаты. Данные миелограммы пока-
зывают, что под влиянием МО отмечается достовер-
ное уменьшение доли недифференцированных бла-
стов (p < 0,01), миелобластов (p < 0,01) и сегментоядер-
ных нейтрофилов (p < 0,01) на фоне повышения уров-
ня лимфоцитов (p < 0,01) среди всей популяции гемо-
поэтических клеток в костном мозге. Эти данные сви-
детельствуют о модулирующем влиянии малых доз МО 
на пролиферативную активность ранних предшественни-
ков гемопоэза и дифференцировку клеток миелоцитар-
ного и лимфоцитарного ростков кроветворения в кост-
ном мозге со сдвигом баланса в сторону лимфопоэза. Ис-
следование иммунофенотипа клеток костного мозга по-
казало, что под влиянием МО отмечается снижение экс-
прессии CD34-CD117+ (2,72±0,16%, p < 0,05 относитель-
но 3,69±0,47% в контроле) и CD34+CD117- (5,17±0,75% 
против 7,81±1,15% в контроле, p < 0,05) на фоне увели-
чения доли CD34+CD117+ клеток (41,52±1,19% против 
14,09±1,14%, p < 0,01). К клеткам, экспрессирующим 
рецепторы CD117 для ФСК и CD34 молекулы адгезии 
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к строме костного мозга, относится значительная часть 
ГСК, пул лимфоидных стволовых клеток (ЛСК) и ран-
ние предшественники В-лимфоцитов (про-В, пре-В1 
и пре-В2), которые могут пролиферировать и диффе-
ренцироваться, в том числе под влиянием ФСК. Сни-
жен уровень «оседлых» CD25+CD44- лимфоцитов 
(21,96±0,95% против 45,71±1,65%, p < 0,01) и увеличе-
на доля CD25+CD44+ лимфоцитов, способных к цирку-
ляции (37,5±8,4% против 17,13±0,58%, p < 0,01) на фоне 
снижения уровня CD44+CD25- клеток (13,95±0,77% про-
тив 19,63±2,1%, p < 0,01). В их число могут входить ЛСК, 
незрелые В-лимфоциты, заканчивающие стадию ан-
тигеннезависимой дифференцировки в костном моз-
ге. Увеличение доли CD25+CD44+ лимфоцитов сочета-
ется с общим увеличением численности лимфоцитов 
в костном мозге. Отмечено достоверное снижение уровня 
лимфоцитов с экспрессией TCRαβ (3,69±0,24% против 
5,18±0,18%, p < 0,01). Данный факт может свидетельство-
вать о том, что под влиянием малых доз РМО снижается 
регуляторная функция Т-лимфоцитов в костном мозге.

Заключение. Таким образом, проведенное исследо-
вание показало, что реликтовые МО из вечной мерзло-
ты в малых дозах (5 × 103 м. т.) способны оказывать мо-
дулирующее влияние на дифференцировку клеток в кост-
ном мозге. Под влиянием МО увеличивается доля ран-
них предшественников гемопоэтических клеток и уро-
вень лимфоидных предшественников. В основе этого мо-
жет лежать изменение спектра секретируемых резидент-
ными стромальными клетками брюшной полости и пе-
ритонеальными макрофагами (согласно месту введения 
микроорганизмов) цитокинов и регуляторной функции 
Т-лимфоцитов. Проведенные нами исследования сви-
детельствуют, что МО как непосредственные участники 
многотысячелетнего эксперимента по адаптации к суще-
ствованию в экстремальных условиях среды приобрели 
некоторые свойства повышенной жизнестойкости, кото-
рые они способны передать другим видам живых существ.

СТРЕСС И КОНФОРМАЦИЯ МОЛЕКУЛЫ АЛЬбУМИНА 
СЫВОРОТКИ КРОВИ У АКТИВНЫХ И ПАССИВНЫХ КРЫС 
ПРИ ИЗМЕНЕНИИ ИММУННОГО СТАТУСА

Калинина Е.Н., Коплик Е.В., Перцов С.С., 
Калиниченко Л.С.
НИИ нормальной физиологии им. П.К. Анохина РАМН, 
Москва, Россия

Психоэмоциональный стресс возникает в условиях 
конфликтных ситуаций и сопровождается неврозами, эн-
докринными и иммунными нарушениями, изменениями 
состава крови и др. (Судаков К.В., 1981). Изменение со-
держания биологически активных веществ и метаболитов 
в организме при патологических состояниях, в частности 
при стрессорных нагрузках, во многом связано с наруше-
нием транспортной функции крови.

Обеспечивая транспортную функцию крови, аль-
бумин является переносчиком гормонов, метаболитов, 
жирных кислот и др. Это свойство белка обеспечивает-
ся наличием связывающих центров, взаимодействующих 
с лигандами (Peters T. J., 1996). Патологические состоя-
ния зачастую характеризуются постоянной общей кон-
центрацией сывороточного альбумина, но изменениями 
конформации его молекулы (Добрецов Г.Е. с соавт., 2009).

При исследованиях альбумина измеряют как общую 
(массовую) концентрацию альбумина в сыворотке кро-
ви, так и его эффективную концентрацию. Эффективная 

концентрация отражает количество свободных для свя-
зывания с лигандом центров молекулы. Соотношение 
эффективной и общей концентрации альбумина харак-
теризует связывающую способность молекулы (Добре-
цов Г.Е. с соавт., 2009). Несмотря на большое количество 
работ по исследованию конформации альбумина при 
различных патологиях, особенности молекулы белка при 
стрессорных воздействиях практически не изучены.

Стресс сопровождается изменениями соотноше-
ния про- и противовоспалительных цитокинов (Кет-
линский С.А., Симбирцев А.С., 2008). Провоспалитель-
ный цитокин интерлейкин-1b индуцирует каскад се-
креции других цитокинов в организме, оказывает влия-
ние на гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковый ком-
плекс (Gadek-Michalska A. et al., 2008). Особенностью 
противовоспалительного интерлейкина-4 является его 
влияние как на клеточные, так и на гуморальные иммун-
ные процессы (Кетлинский С.А., Симбирцев А.С., 2008).

Целью работы было изучение влияния цитокинов 
с разнонаправленными свойствами – интерлейкина-1β 
и интерлейкина-4 – на альбуминовые показатели сыво-
ротки крови у крыс с разными поведенческими характе-
ристиками при стрессорной нагрузке.

Опыты выполнены на 52 крысах самцах Вистар, ха-
рактеризующихся высокой и низкой активностью в те-
сте «открытое поле». Животные с указанными типами по-
ведения являются соответственно прогностически устой-
чивыми и предрасположенными к негативным послед-
ствиям эмоционального стресса (Коплик Е.В., 2002). Ин-
терлейкин-4, интерлейкин-1β (5 мкг/кг) или физиоло-
гический раствор вводили животным внутрибрюшин-
но за 1 час до стрессорной нагрузки. Нестрессированные 
животные получали указанные инъекции за 2 часа до де-
капитации. В качестве модели острого эмоционального 
стресса использовали 1-ч иммобилизацию крыс с одно-
временным электрокожным раздражением подпороговой 
силы в стохастическом режиме. Альбуминовые показате-
ли сыворотки крови определяли флуоресцентным мето-
дом с применением зонда К-35.

Введение интерлейкина-1β и интерлейкина-4 вызы-
вало снижение общей и эффективной концентрации сы-
вороточного альбумина у нестрессированных крыс с раз-
ными параметрами поведения. В этих условиях отмечено 
увеличение связывающей способности альбумина кро-
ви. Вероятно, после введения интерлейкина-1β и интер-
лейкина-4 наблюдалось перераспределение альбумина 
из крови в ткани. Повышение связывающей способно-
сти на фоне инъекции цитокинов, по-видимому, связано 
с изменениями конформации белка. При этом наблюда-
ется «раскрытие» его молекулы и увеличение числа мест 
связывания. Указанный эффект выявлен у активных, но 
не у пассивных крыс.

Острый эмоциональный стресс сопровождался сни-
жением общей концентрации альбумина в сыворотке 
крови пассивных крыс, но не оказывал значимого вли-
яния на связывающую способность белка у этих живот-
ных.

Предварительное введение интерлейкина-1β и интер-
лейкина-4 нивелировало изменения, выявленные у пас-
сивных крыс после стресса. У активных животных в этих 
условиях, напротив, отмечено снижение общей и эффек-
тивной концентраций альбумина, по сравнению с особя-
ми, подвергнутых стрессорной нагрузке на фоне введения 
физиологического раствора. Однако связывающая спо-
собность альбумина у этих животных повышалась.
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Таким образом, интерлейкин-1β и интерлейкин-4 
оказывают модулирующее влияние как на содержание 
альбумина в сыворотке крови крыс, так и на его свя-
зывающую способность. Более выраженные эффек-
ты интерлейкина-1β и интерлейкина-4 у активных крыс 
по сравнению с пассивными особями могут быть обу-
словлены особенностями метаболических процессов 
у животных с разной поведенческой активностью.

ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫЙ ЦИТОКИН 
ИНТЕРЛЕЙКИН-4 КАК МОДУЛЯТОР ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОГО ОТДЕЛА 
ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНО-НАДПОЧЕЧНИКОВОГО 
КОМПЛЕКСА У КРЫС С РАЗНЫМИ ХАРАКТЕРИСТИКАМИ 
ПОВЕДЕНИЯ

Калиниченко Л.С., Перцов С.С., Коплик Е.В.

НИИ нормальной физиологии им. П.К. Анохина РАМН, 
Москва, Россия

Одним из ключевых механизмов развития эмоцио-
нального стресса у млекопитающих является активация 
гипоталамо-гипофизарно-надпочечникового комплекса. 
К периферическим проявлениям этого процесса относят-
ся, в частности, фазовые колебания продукции кортико-
стерона корой надпочечников и его концентрации в сы-
воротке крови (Schneiderman N. et al., 2005). Описанная 
в составе триады биологического стресса (Selye H., 1946) 
гипертрофия коркового слоя надпочечников, продуциру-
ющих кортикостерон, также является следствием стрес-
сорных нагрузок. 

Развитие стрессорного ответа сопровождается нару-
шением иммунных функций. Описаны изменения ци-
токинового профиля биологических сред у млекопи-
тающих, подвергнутых стрессорным нагрузкам (Пер-
цов С.С. с соавт., 2009). Цитокины, являющиеся медиа-
торами межклеточных взаимодействий, регулируют це-
лый ряд процессов в условиях нормы и патологии (Кет-
линский С.А., Симбирцев А.С., 2008). В исследованиях 
in vitro показано, что противовоспалительный цитокин 
интерлейкин-4 может снижать активность гипоталамо-
гипофизарно-надпочечникового комплекса (Woods A., 
Judd A., 2008).

В ранних исследованиях эмоционального стресса об-
наружены выраженные различия устойчивости млеко-
питающих к негативным последствиям эмоционального 
стресса. Выявлено, что активные в тесте «открытое поле» 
крысы прогностически более устойчивы к стрессорным 
воздействиям по сравнению с пассивными особями (Ко-
плик Е.В., 2002).

Целью работы явилось изучение влияния интерлей-
кина-4 на содержание корикостерона в сыворотке крови, 
а также состояние надпочечников у крыс с разной устой-
чивостью к эмоциональному стрессу.

Опыты проведены на 34 крысах-самцах Вистар с ак-
тивным и пассивным типами поведения в открытом поле. 
За 1 ч до стрессорной нагрузки животным вводили IL-4 
(5 мкг/кг, в/б) или физиологический раствор. Нестресси-
рованные особи получали инъекции за 2 часа до декапи-
тации. Моделью острого эмоционального стресса служи-
ла 1-ч иммобилизация крыс с одновременным электро-
кожным раздражением подпороговой силы в стохасти-
ческом режиме. Стрессированных и интактных живот-
ных декапитировали после окончания опытов, извлекали 
и взвешивали надпочечники. Концентрацию кортикосте-

рона в сыворотке крови крыс измеряли с помощью имму-
ноферментного анализа. 

Острый эмоциональный стресс сопровождался зна-
чительным увеличением концентрации кортикостеро-
на и уменьшением относительной массы надпочечников 
у крыс.

Введение интерлейкина-4 вызывало снижение уровня 
кортикостерона в крови интактных активных крыс. Мас-
са надпочечников на фоне инъекции этого иммуномоду-
лятора снижалась у пассивных, но не у активных живот-
ных.

Стрессорная нагрузка на фоне введения интерлейки-
на-4 не оказывала значимого влияния на уровень корти-
костерона в сыворотке крови и относительную массу над-
почечников у крыс с разными поведенческими характе-
ристиками, по сравнению с нестрессированными крыса-
ми. Указанные параметры на фоне введения интерлейки-
на-4 не отличались от таковых у стрессированных живот-
ных, получавших инъекции физиологического раствора.

Таким образом, в обычных условиях противовоспали-
тельный цитокин интерлейкин-4 оказывает модулирую-
щее влияние на содержание кортикостерона в крови и со-
стояние надпочечников у интактных крыс. Выявленные 
эффекты цитокина различались у животных с разными 
параметрами поведения. В отличие от результатов иссле-
дований, проведенных in vitro, в нашей работе показано, 
что интерлейкин-4 не изменял функциональную актив-
ность гипоталамо-гипофизарно-надпочечникового ком-
плекса у животных при острой стрессорной нагрузке.

ОСОбЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ РЕГУЛЯТОРНЫХ 
ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК IN VITRO У МЫШЕЙ 
С РАЗЛИЧНОЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬЮ К ТУбЕРКУЛЕЗУ

Капина М.А., Рубакова Э.И., Апт А.С

Центральный институт туберкулеза РАМН, Москва, 
Россия

Известно, что зрелые дендритные клетки (ДК) явля-
ются антиген презентирующими клетками, тогда как не-
зрелые ДК могут угнетать Т-клеточный иммунный от-
вет; их называют регуляторными ДК (ДКрег). В настоя-
щей работе исследовали развитие ДКрег из костномозго-
вых предшественников в культуре при контакте со стро-
мой легких мышей двух инбредных линий с оппозитной 
чувствительностью к туберкулезу (ТБ): С57BL/6 – рези-
стентные мыши, I/St – высоко чувствительные мыши. 

Для оценки влияния инфекционного процесса 
на свойства стромы легкого проводили сравнение ДКрег 
выращенных на строме, полученной от интактных и зара-
женных микобактериями животных. Фенотип ДКрег ха-
рактеризовали с использованием проточной цитометрии, 
а также определяли продукцию цитокинов этими клет-
ками. Функциональную активность ДКрег оценивали 
в пролиферативном тесте с использованием Т-клеточных 
линий, специфичных к антигенам микобактерий.

Ранние костномозговые предшественники (Lin– клет-
ки) получали от интактных мышей обогащением на маг-
нитной колонке c “Lineage depletion kit” (Myltenyi 
Biotech). Lin- клетки наносили на клетки сингенной стро-
мы легкого и культивировали в течение 7 дней. В соответ-
ствии с литературными данными к популяции ДКрег от-
носили неприлипающие клетки с фенотипом CD11bhigh, 
CD11clow , MHC 2 classlow. Супрессорную активность 
ДКрег оценивали после их добавления к сингенным клет-
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кам Т-линии CD4+ в присутствии антигенпрезентирую-
щих клеток и микобактериальных антигенов. 

Было показано, что добавление ДКрег, выращен-
ных на легочной строме мышей, к пролиферирующим 
Т-клеткам приводит к угнетению этого ответа и эффект 
зависит от дозы ДКрег. ДКрег вырабатывают супрессор-
ные цитокины IL-10 , TGF-β и простагландин E. ДКрег, 
полученные на зараженной строме резистентных живот-
ных, вырабатывали IL-10 и TGF-β больше, чем аналогич-
ные клетки, выращенные на строме чувствительных мы-
шей.

ДКрег, индуцированные на строме легкого как неза-
раженных, так и зараженных резистентных мышей, су-
прессировали пролиферативный ответ Т-клеток значи-
тельно сильнее, чем аналогичные ДКрег чувствительной 
линии. 

Это согласуется с полученными ранее в нашей лабо-
ратории данными (Eruslanov и соавт., 2004), свидетель-
ствующими о том, что у чувствительных I/St мышей при 
туберкулезной инфекции наблюдается необычайно вы-
сокий пролиферативный ответ Т-лимфоцитов, приво-
дящий к нарушению функции легкого. Избыточный 
Т-клеточный ответ, приводящий к усилению патологии 
в легких у чувствительных к ТБ мышей, возможно разви-
вается вследствие сниженной способности образовывать 
супрессорные регуляторные клетки.

ЭФФЕКТЫ АУТОАНТИТЕЛ К TNFα В ТЕСТАХ IN VITRO

Киреев Ф.Д., Лопатникова Ю.А., Голикова Е.А., 
Сенников С.В.

НИИ Клинической иммунологии СО РАМН, 
г. Новосибирск, Россия

Естественные аутоантитела к цитокинам в организ-
ме могут выполнять ряд биологических функций, таких 
как нейтрализация биологических эффектов цитоки-
нов, регуляция их активности, депонирование цитокинов 
и увеличение длительности их существования.

Цель: изучить биологическую активность естествен-
ных аутоантител к TNFα, выделенных из сыворотки кро-
ви условно здоровых доноров.

Материалы и методы. Для выделения аутоантител 
(ААТ) использовалась сыворотка периферической крови 
условно-здоровых доноров. Все процедуры по получению 
ААТ проводились с помощью хроматографической систе-
мы Bio-Logic LP System и сорбентов: Bio Gel P 6 DG (Bio 
Rad), Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare), Affi-
Gel 15 (Bio Rad). Определение биологической активности 
проводили на 48-часовой культуре мононуклеарных кле-
ток периферической крови (МНК ПК) условно-здоровых 
доноров, выделенных стандартным методом на градиенте 
плотности фиколла-урографина, с оценкой содержания 
в кондиционной среде IFNγ, IL-1β, IL-6 методами ИФА 
(Вектор-Бест). Оценка нейтрализующего эффекта TNFα 
проводилась на клеточной линии мышиных фибробла-
стов L929 с помощью реактива МТТ. 

Результаты. При изучении биологической активно-
сти аутоантител было показано их специфическое дей-
ствие в нескольких тестах: по отмене цитотоксическо-
го действия TNFα на клеточную мышиную линию L929, 
а также по влиянию на продукцию иммунорегуляторных 
цитокинов в культуре мононуклеарных клеток человека. 
В экспериментах на линии мышиных фибробластов L929 
было показано, что сами аутоантитела не оказывают ка-
кого либо цитотоксического эффекта на данные клетки, 

а при соинкубации с TNFα был отмечен дозозависмый 
(1-100 нг/мл) нейтрализующий эффект цитотоксическо-
го действия TNFα. В культуре МНК ПК человека были 
показаны костимулирующие эффекты TNFα и аутоанти-
тел к TNFα на продукцию иммунорегуляторных цитоки-
нов, таких как IL-1β, IFNγ, IL-6. Биологические эффекты 
аутоантител были обнаружены при предварительной со-
инкубации с TNFα: 0,5 нг/мл TNFα, 50 нг/мл IgG ауто-
антител к TNFα в течении 3 часов при 37 °С. Для IL-1β, 
IL-6 и IFNγ отмечено достоверное увеличение продукции 
при добавлении в культуру МНК комплекса аутоантител 
и TNFα по сравнению со спонтанной культурой и стиму-
лированной TNFα. Самостоятельных эффектов TNFα 
в культуре МНК человека не обнаружено. 

Таким образом, показано, что ААТ к иммунорегуля-
торному цитокину TNFα принимают участие в регуля-
ции активности медиатора, усиливая его биологические 
эффекты, и, соответственно, могут влиять и на форми-
рование иммунного ответа. Работа поддержана грантом 
ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инно-
вационной России» на 2009-2013 гг (Госконтракт П1305 
от 09.06.2010) и РФФИ (08-04-00576-а).

ОСОбЕННОСТИ МОРФОЛОГИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЫ 
ЛИМФАТИЧЕСКИХ УЗЛОВ КРОЛИКОВ 
ПРИ ИМПЛАНТАЦИИ ПОРИСТОГО ТИТАНА 
С УГЛЕРОДСОДЕРЖАЩИМ НАНОПОКРЫТИЕМ 
И ВНЕДРЕННЫМИ В ПОРЫ ЧАСТИЦАМИ 
ГИДРОКСИАПАТИТА

Киселева Н.С.1, 2, Макарова Э.Б.1

1 ФГУ Уральский НИИ травматологии и ортопедии 
им. В.Д. Чаклина, г. Екатеринбург, Россия 
2 ГОУ ВПО Уральская государственная медицинская 
академия Минздравсоцразвития, г. Екатеринбург, 
Россия

Проблема замещения утраченной в результате трав-
мы или патологического процесса костной ткани по-
прежнему актуальна. Одно из возможных ее решений – 
использование пористых материалов, которые обладают 
механической прочностью и способны интегрировать-
ся с костным ложем. Для повышения биосовместимо-
сти пористого титана в институте физики металлов УрО 
РАН разработаны оригинальные методики нанесения 
углеродсодержащих алмазоподобных покрытий толщи-
ной ≈ 20 нм. В поры части имплантатов был введен по-
тенциальный остеоиндуктор – гидроксиапатит. Критери-
ем биоинертности имплантата является реакция иммун-
ной системы, проявляющаяся, в том числе и изменени-
ем клеточного состава и структуры лимфатических узлов. 

Цель исследования – изучить особенности морфоло-
гической структуры лимфатических узлов в ответ на вне-
дрение биоимплантатов на основе пористого титана 
с композитным нанопокрытием или с нанопокрытием 
и внедренным гидроксиапатитом. 

Материалы и методы. 11 половозрелым кроликам под 
наркозом вводили импланты в мыщелки большеберцо-
вой и бедренных костей. Предварительно их насыщали 
аутологичными прилипающими клетками костного моз-
га. Количество клеток увеличивали культивированием 
в полной культуральной среде в течение 14 суток. Пяти 
животным 1 группы установлены имплантаты из пори-
стого титана (ПТ), покрытые алмазоподобным покры-
тием, трем кроликам 2 группы – ПТ, покрытые угле-
родсодержащим покрытием, а в поры внедрены части-
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цы гидроксиапатита (Ca
10

PO
4
)

6
(OH)

2
 (ГА). Группа срав-

нения – интактные животные. Через 1 и 4 месяца после 
операции животных выводили из эксперимента и про-
водили исследование регионарных и контралатеральных 
лимфатических узлов. В гистологических срезах 5-6 мкм, 
окрашенных гематоксилин-эозином, изучали соотно-
шения площадей, занимаемых структурными элемента-
ми лимфатических узлов, определяли среднюю числен-
ность клеток в поле зрения и их процентное соотноше-
ние (лимфоаденограмма). Площадь поля зрения состави-
ла 0,025 мм2. Морфометрические исследования осущест-
вляли при помощи аппаратно-программного комплек-
са ВидеоТесТ-Мастер «Морфология» 4.0. Для выявления 
различий между группами по количественному признаку 
применяли непараметрический критерий Манна-Уитни. 
Статистические гипотезы считали подтвержденными при 
уровне значимости р ≤ 0,05.

Результаты исследования. Гистологическое и морфо-
метрическое исследование регионарных и контралате-
ральных лимфатических узлов кроликов через месяц по-
сле операции выявило существенные различия между ис-
следуемыми группами. Так, у кроликов 1 группы в реги-
онарных и контралатеральных лимфатических узлах от-
мечаются умеренно выраженные изменения реактивного 
характера, преимущественно в паракортикальной зоне. 

У животных с внедренными имплантатами, содер-
жащими ГА, по сравнению с группой без ГА лимфоид-
ная гиперплазия в лимфоузлах носит смешанный харак-
тер, т.е. изменения выявляются во всех зонах органа. Вы-
ражен отек коры лимфоузла с достоверным в 1,5 раза уве-
личением площади паракортикальной зоны и снижением 
численной плотности клеток в ней в 1,2 раза. Кроме того, 
у животных 2 группы обнаружено более значимое на-
растание количества макрофагов, плазмоцитов и бласт-
ных клеток – в Т-зависимой зоне лимфоузла – в 5,3 раза, 
в В-зависимой зоне – в 2 раза, что указывает на более зна-
чительную активацию иммунной системы у животных 
с внедренными имплантатами, содержащими гидрок-
сиапатит, по сравнению с 1 группой. В контралатераль-
ных лимфоузлах у животных 2 группы обращает на себя 
внимание эозинофилия в мозговом веществе, вероятно, 
так или иначе связанная с сенсибилизацией организма. 

Через 4 месяца после операции, описанные выше тен-
денции, сохраняются. Однако происходит значимое сни-
жение (на 25,7%) численности лимфоцитов в корковом 
плато и паракортикальной зоне (на 35,4%) у животных 
с композитными имплантатами. 

Кроме того, количество лимфобластов в корковом 
плато и паракортикальной зоне у животных с ГА в порах 
имплантата начинает уменьшаться и разница между груп-
пой с композитным покрытием и группой с ГА по этому 
показателю нивелируется и приближается к значениям 
в группе интактных животных, хотя и не достигает рефе-
ренсных значений. В герминативной зоне и в мозговом 
веществе количество лимфобластов снижается до рефе-
ренсных величин.

Таким образом, на внедрение имплантатов у живот-
ных обеих групп происходит активизация клеточных и гу-
моральных механизмов иммунитета. В группе животных 
с внедренными имплантатами с нанопокрытием и с ги-
дроксиапатитом – ответ иммунной системы более выра-
жен и, вероятно, носит генерализованный характер.

MIF И ПОЛИПРЕНИЛФОСФАТ НАТРИЯ 
РАЗНОНАПРАВЛЕННО ВОЗДЕЙСТВУЮТ НА ТЕЧЕНИЕ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ 
У МЫШЕЙ 

Кожевникова Т.Н.1, Суслов А.П.1, Третьяков О.Ю.1, 
Саличев А.В.2, Санина В.Ю.1, Смирнова Е.Г.1, 
Ожерелков С.В.2, Санин А.В.1

1 ФГБУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи 
Минздравсоцразвития РФ, Москва, Россия 
2 ИПВЭ им. М.П. Чумакова РАМН, Москва, Россия 

Введение. Фактор, ингибирующий миграцию макро-
фагов (MIF), является одним из ключевых провоспали-
тельных медиаторов, играющих важную регуляторную 
роль при инфекционной патологии. В последнее вре-
мя значительно возрос интерес к роли MIF при вирус-
ных инфекциях, особенно – при инфекциях, вызванных 
флавивирусами (лихорадка Западного Нила, Денге и др.). 
Получены данные, свидетельствующие о том, что высо-
кие уровни MIF в сыворотках крови больных могут яв-
ляться показателями тяжести течения вирусных инфек-
ций, играющих важную роль в инфекционной патологии 
человека. 

В предыдущих исследованиях мы показали, что MIF, 
вводимый мышам внутрибрюшинно (в/б) одновременно 
с вирусом клещевого энцефалита (ВКЭ) в дозе 100 ЛД

50
, 

способен вызывать утяжеление инфекции. Было также 
показано, что полипренилфосфат натрия (ППФ), обла-
дающий терапевтическим эффектом при флавивирусных 
инфекциях (Ожерелков С.В. и др., 2000) подавляет вирус-
индуцированную продукцию MIF в клетках Р388D1 через 
24 часа после их заражения ВКЭ, проявляя активность 
контр-MIF. 

В настоящей работе изучали влияние MIF при ин-
трацеребральном (и/ц) способе введения на течение экс-
периментальной инфекции, вызванной у мышей ВКЭ 
в низкой дозе – 1 ЛД

50
. Кроме того, было изучено влия-

ние ППФ и/или антител к MIF на течение вирусной ин-
фекции на фоне введения MIF. 

Цель и задачи. Изучить влияние MIF при и/ц введе-
нии на течение экспериментальной инфекции, вызван-
ной у мышей ВКЭ, а также изучить влияние ППФ и/
или антител к MIF на течение данной инфекции на фоне 
введения MIF. 

Материалы и методы. В качестве источника ППФ 
использовали препарат Фоспренил производства ЗАО 
«Микро-плюс», содержавший 4 мг полипренилфосфа-
та натрия в 1 мл. ППФ вводили и/ц. В первых экспери-
ментах использовали рекомбинантный MIF, получен-
ный в лаборатории медиаторов и эффекторов иммуни-
тета НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи, в дальнейшем приме-
няли рекомбинантный человеческий MIF производ-
ства фирмы R&D (США). ВКЭ (высокопатогенный 
для мышей штамм Абсеттаров и вакцинный штамм Со-
фьин) был получен в виде суспензии мозга заболевших 
мышей-сосунков беспородных мышей, зараженных и/ц. 
Титр ВКЭ составлял 109 ЛД

50
. Вирус разводили средой 

199 на растворе Эрла до концентрации, соответствующей 
дозе 1 ЛД

50
, и вводили мышам в/б. Использовали антите-

ла поликлональные человеческие анти-MIF, афинно очи-
щенные, производства фирмы R&D (США). Исходная 
концентрация антител (АТ) в растворе составляла 1 мг/
мл. Согласно инструкции производителя, АТ разводили 
ФСБ до получения рабочей дозы – 0,05 мг/кг и вводили 
и/ц в объеме 0,05 мл на 5-е сутки после заражения.
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Результаты. В сыворотках крови мышей, инфициро-
ванных ВКЭ, выявляли стимуляцию продукции MIF в пе-
риод с 8-х по 10-е сутки после инфицирования – на фоне 
проявления клинических признаков клещевого энцефа-
лита. Введение инфицированным мышам ППФ, напро-
тив, приводило к подавлению продукции MIF в указан-
ные сроки. При введении MIF в дозе 20 нг мышам, ин-
фицированным ВКЭ, летальность значительно (на 40%) 
увеличилась, а СПЖ, напротив, сократилась на 2,3 сут. 
Таким образом, MIF в высоких дозах вызывал утяжеле-
ние инфекции, вызванной ВКЭ у мышей. Напротив, вве-
дение зараженным мышам ППФ в дозе 60 мкг приводи-
ло к защите от инфекции, вызванной ВКЭ, в 100%. Ана-
логичным образом, и/ц введение АТ к MIF зараженным 
ВКЭ мышам приводило к существенному снижению по-
казателя летальности – до 26% по сравнению с контро-
лем, и увеличению СПЖ на 5,5 суток. При одновре-
менном введении в мозг зараженных мышей MIF, ППФ 
и АТ к MIF регистрировалось предотвращение MIF-
индуцированного утяжеления тяжести течения КЭ.

Заключение. Полученные данные позволяют предпо-
ложить, что уровень MIF может служить показателем тя-
жести течения КЭ, а также возможным прогностическим 
показателем развития менинго-энцефалитической фор-
мы КЭ у людей. 

КЛЕТОЧНЫЙ СОСТАВ КРОВИ У КРЫС ПРИ ДЕЙСТВИИ 
ИММУНОМОДУЛЯТОРНЫХ ЦИТОКИНОВ

Коплик Е.В., Перцов С.С., Калиниченко Л.С., 
Калинина Е.Н.

НИИ нормальной физиологии им. П.К. Анохина РАМН, 
Москва, Россия

Цитокины – группа полипептидных медиаторов меж-
клеточного взаимодействия, участвующих в формирова-
нии и регуляции защитных реакций организма при вне-
дрении патогенов и нарушении целостности тканей. 

Иммунный статус млекопитающих во многом опре-
деляется соотношением про- и противовоспалитель-
ных цитокинов, которые, как известно, обладают анта-
гонистическими свойствами. Провоспалительный цито-
кин интерлейкин-1β является главным медиатором раз-
вития местной воспалительной реакции и острофазового 
ответа на уровне организма, индуцируя каскад секреции 
других цитокинов в организме (Кетлинский С.А., Сим-
бирцев А.С., 2008). В отличие от этого соединения про-
тивовоспалительный цитокин интерлейкин-4 ингиби-
рует продукцию цитокинов, таких как интерлейкин-1β, 
интерлейкин-6, фактор некроза опухоли-α (Turnbull A., 
Rivier C., 1999).

Основным механизмом действия интерлейкинов яв-
ляется их регуляторное влияние на пролиферацию, диф-
ференцировку и функциональную активность клеток, 
принимающих участие в реакциях иммунитета (Кетлин-
ский С.А., Симбирцев А.С., 2008). Однако эффекты ци-
токинов с разнонаправленным действием на клетки кро-
ви у крыс с разными типами поведения практически 
не изучены.

Целью работы было изучение влияния провоспали-
тельного цитокина интерлейкина-1β и противовоспа-
лительного интерлйкина-4 на клеточный состав крови 
у крыс с разными поведенческими характеристиками.

Эксперименты проведены на 34 крысах самцах Ви-
стар с активным и пассивным паттернами поведения в те-
сте «открытое поле». Интерлейкин-1β, интерлейкин-4 
(5 мкг/кг) или физиологический раствор вводили живот-
ным внутрибрюшинно за 2 ч до декапитации. Клеточный 
состав крови подсчитывали в камере Горяева.

Введение интерлейкина-1β и интерлейкина-4 сопро-
вождалось снижением количества эритроцитов в крови 
крыс с разными параметрами поведения, а также лейко-
пенией у активных животных. 

Инъекции изученных цитокинов вызывали изме-
нения в лейкоцитарной формуле животных. Введение 
интерлейкина-1β сопровождалось увеличением числа па-
лочкоядерных и сегментоядерных нейтрофилов в крови 
активных и пассивных крыс. Отмечено снижение содер-
жания лимфоцитов у особей с разными параметрами по-
ведения на фоне инъекции этого цитокина. 

Введение интерлейкина-4 вызывало увеличение ко-
личества сегментоядерных нейтрофилов избирательно 
в крови у поведенчески активных крыс. У этих животных 
отмечено уменьшение числа лимфоцитов после инъек-
ции интерлейкина-4. Указанные изменения не были вы-
явлены у пассивных животных.

Таким образом, провоспалительный цитокин 
интерлейкин-1β и противовоспалительный интерлей-
кин-4 обладают однонаправленным действием на кле-
точный состав крови у крыс с разными параметрами по-
ведения. Выявленные изменения были более выражены 
у активных, чем у пассивных животных.

ВЛИЯНИЕ МЕСТНОГО ПРИМЕНЕНИЯ бАКТЕРИАЛЬНОГО 
ЛИПОПОЛИСАХАРИДА НА ПРОЦЕССЫ РЕГЕНЕРАЦИИ 
КОЖИ

Костарной А.В., Ганчева П.Г., Логунов Д.Ю., 
Филиппова Н.Е., Народицкий Б.С.

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научно-исследовательский институт эпидемиологии 
и микробиологии имени почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения 
и социального развития Российской Федерации, Москва, 
Россия

Рецепторы врожденного иммунного ответа экспрес-
сируются широким спектром клеток, образующихся 
или присутствующих в кожи, включая иммунокомпе-
тентные клетки. Активация данных рецепторов приводит 
к запуску биохимических каскадов, индуцирующих се-
крецию спектра цитокинов, хемокинов, антимикробных 
пептидов, молекул адгезии и других факторов, которые 
теоретически могут модулировать процесс регенерации. 

В данной работе было исследовано влияние местного 
применения бактериального липополисахарида S. typhi, 
ЛПС (агониста Toll-подобного рецептора-4,TLR-4) 
на процесс регенерации кожи на резаных ранах мышей. 
Было показано, что терапия ЛПС, по сравнению с тера-
пией плацебо, приводит к изменению цитокинового и хе-
мокинового профилей раневого дефекта. В частности, 
на ранних сроках заживления достоверно повышалась се-
креция провоспалительных цитокинов IL-1α и IL-6. Так-
же было установлено статистически значимое повыше-
ние секреции СС хемокинов (MIP-1α, MCP-1, MCP-3, 
RANTES), являющихся хемоаттрактантами моноцитов, 
Т-лимфоцитов и ряда других клеток, вовлеченных в про-
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цесс регенерации, но не нейтрофилов, в то время как се-
креция CXC хемокина МIP-2 (хемоаттрактанта нейтро-
филов) оставалась без изменений. Показана способность 
ЛПС значительно повышать уровень секреции ключевых 
ростовых факторов, необходимых для успешной регене-
рации кожи (TGF-β, VEGF, EGF).

Гистологически было установлено, что местное при-
менение ЛПС дозозависимо усиливает ангиогенез и фи-
броплазию на ранних сроках заживления, способствует 
быстрому завершению воспаления, а также обеспечивает 
лучшее образование и распределение коллагена и умень-
шенный объем рубца. Биомеханические исследования 
показали ЛПС-дозозависимое увеличение прочности ра-
невого дефекта.

Таким образом, местная стимуляция врожденного им-
мунитета может быть весьма перспективна для разработ-
ки лекарственных средств, предназначенных для терапии 
заболеваний, связанных с задержкой процесса регенера-
ции, например, хронических ран и язв, а также диабети-
ческих ран.

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РЕАКЦИИ 
ИММУННОЙ СИСТЕМЫ САМЦОВ И САМОК КРЫС 
ВИСТАР В ОТВЕТ НА ВВЕДЕНИЕ ЛИПОПОЛИСАХАРИДА

Косырева А.М., Симонова Е.Ю., Макарова О.В.

НИИ морфологии человека РАМН, Москва, Россия

В экспериментальных и клинических исследовани-
ях выявлены половые различия в развитии и тяжести те-
чения инфекционно-воспалительных заболеваний, что 
указывает на ключевую роль половых стероидов в ре-
гуляции иммунного ответа (Deviche P., Cortez L., 2005; 
Boughton R.K. et al., 2007; Fargallo J.A. et al., 2007). Дан-
ные о влиянии половых гормонов на иммунологические 
и воспалительные реакции противоречивы. Многие ав-
торы указывают на иммуносупрессорные эффекты ан-
дрогенов, а эстрогены относят к иммуностимуляторам  
(Kn ferl M.W. et al., 2000; Majetschak M. et al., 2000). Од-
нако другими исследователями было показано, что 
эстрогены также могут оказывать супрессорное дей-
ствие на развитие иммунного ответа (Sener G. et al., 2005; 
Cristofaro P.A. et al., 2006). Поэтому целью работы было 
сравнительное изучение реакции иммунной системы са-
мок и самцов крыс Вистар в ответ на введение липополи-
сахарида (ЛПС).

В работе использовали 70 половозрелых крыс Ви-
стар обоего пола (питомник «Столбовая»), массой тела 
220-270 г. Все эксперименты были выполнены в осенне-
зимний период. При работе с экспериментальными жи-
вотными руководствовались приказом Минздрава СССР 
№ 755 от 12.08.1977 г. С целью изучения половых разли-
чий реакции иммунной системы крыс Вистар модели-
ровали воспалительный ответ путем введения опытной 
группе крыс Вистар (n = 50) ЛПС E. coli штамма O26:B6 
(«Sigma», США) в дозе 1,5 мг/кг. Животных выводи-
ли из эксперимента на 1-е (n = 25) и 7-е сут (n = 25) по-
сле введения ЛПС. Контрольным группам крыс Вистар 
(n = 20) внутрибрюшинно вводили физиологический рас-
твор. В гистологических срезах органов иммунной систе-
мы оценивали объемную долю коркового и мозгового ве-
щества тимуса и функциональных Т- и В-зон селезенки. 
На гистологических срезах определяли число нейтрофи-
лов в межальвеолярных перегородках легких, проводили 

полуколичественную оценку выраженности дистрофиче-
ских изменений в печени. С целью оценки тяжести пора-
жения печени в сыворотке крови определяли активность 
индикаторных ферментов АлАТ (КФ 2.6.1.2) и АсАТ 
(КФ 2.6.1.1). Использовали наборы реактивов «DiaSys» 
(«Diagnostic Systems Gmbh», Германия). Методом ИФА 
определяли содержание неоптерина (IBL, Германия), 
кортикостерона («Bio Source International», США), обще-
го и свободного тестостерона, эстрадиола и прогестерона 
в сыворотке крови («Adaltis», Италия), уровень продук-
ции IL-2, IL-4, IL-6, IFNγ, TNFα («Bender MedSystems», 
США) в культуральной жидкости спленоцитов, активи-
рованных конканавалином А. Содержание эндотокси-
на в сыворотке крови определяли с помощью хромоген-
ного теста (LAL-тест, HBT, США). Достоверность разли-
чий оценивали с помощью непараметрического критерия 
Манна–Уитни в программе Statistica 7.0, различия счита-
лись достоверными при p < 0,05.

Введение ЛПС самцам и самкам на 1-е сут приводило 
к повышению содержания эндотоксина в сыворотке кро-
ви, уровня продукции IL-2, определяющего развитие им-
мунного ответа по Th1-типу. Выявлялись признаки акци-
дентальной инволюции тимуса, опустошение белой пуль-
пы селезенки, что свидетельствует об активации иммун-
ной системы у самцов и самок при остром эндотоксикозе. 
В эти сроки после введения ЛПС в печени самцов и са-
мок наблюдались дистрофические изменения гепатоци-
тов, в межальвеолярных перегородках легких увеличива-
лось число нейтрофилов.

По ряду параметров – реакции иммунной системы, 
печени и легких крыс Вистар в ответ на введение ЛПС 
выявлены половые различия. По сравнению с самками 
на 1-е сут после введения ЛПС у самцов дистрофические 
изменения в печени и воспалительный процесс в легких 
был более выражен. При воздействии ЛПС уровень эн-
дотоксина в сыворотке крови самцов повышался в 7 раз 
по сравнению с контрольной группой, а у самок этот по-
казатель увеличивался только в 3,5 раза. Уровень корти-
костерона достоверно повышался только у самцов, у са-
мок этот показатель статистически значимо не изменял-
ся. Содержание интегрального маркера активации кле-
точного иммунитета – неоптерина у самцов повышался, 
а у самок наблюдалось его снижение.

Морфометрический анализ показал более выражен-
ную активацию органов иммунной системы у самок 
по сравнению с самцами в ответ на введение ЛПС. У са-
мок в тимусе развивалась акцидентальная инволюция ти-
муса II-III стадии, в селезенке были расширены гермина-
тивные центры лимфоидных узелков и их маргинальные 
зоны, выявлялось снижение объемной доли ПАЛМ-зоны. 

На 7-е сут после ведения ЛПС у животных обоего пола 
наблюдалось восстановление структуры органов иммун-
ной системы. В тимусе выявлялась акцидентальная инво-
люция I-II стадии, характеризующаяся расширением его 
коркового вещества и субкапсулярной зоны, а в селезенке 
наблюдалось заселение лимфоцитами Т- и В-зон.

Анализ цитокинового профиля показал, что по срав-
нению с самцами, у которых уровень продукции IL-4, 
IL-6, IFNγ, TNFα снижалось во все сроки после введения 
ЛПС, у самок наблюдалось повышение уровня продук-
ции IFNγ и IL-4, что характеризует активацию как Th1-, 
так и Th2-типа иммунного ответа.

Таким образом, по сравнению с самцами самки крыс 
Вистар в ответ на введение ЛПС характеризуются более 
выраженной морфофункциональной активацией иммун-
ной системы и менее выраженными воспалительными 
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и дистрофическими изменениями в легких и печени. Вы-
явленные половые различия реакции иммунной системы 
на воздействие ЛПС могут определяться протективным 
и иммуностимулирующим действием физиологических 
концентраций эстрадиола, а также различиями в карио-
типе, что следует учитывать при профилактике и терапии 
инфекционно-воспалительных заболеваний.

ИММУННЫЙ ОТВЕТ У ОбЕЗЬЯН ВИДА MACACA 
MULATTA ПРИ ИНТРАНАЗАЛЬНОМ ВВЕДЕНИИ 
ИСКУССТВЕННО АТТЕНУИРОВАННЫХ бАКТЕРИЙ 
BORDETELLA PERTUSSIS, ПЕРСПЕКТИВНЫХ 
ДЛЯ СОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ ПРОТИВОКОКЛЮШНЫХ 
ВАКЦИН

Кубрава Д.Т., Медкова А.Ю., Шевцова З.В., 
Матуа А.З., Синяшина Л.Н., Конджария И.Г., 
Каратаев Г.И.

Научно-исследовательский Институт 
Экспериментальной Патологии и Терапии АНА, 
г. Сухум, Абхазия 
ФГБУ НИИ Эпидемиологии и Микробиологии 
им. Н.Ф. Гамалеи МЗ РФ, Москва, Россия

Коклюш – антропонозное заболевание, вызываемое 
бактериями Bordetella pertussis. Наиболее тяжело коклю-
шем болеют новорожденные и дети первого года жизни. 
Смертность от коклюша наблюдается в основном среди 
невакцинированных детей до года. Для вакцинации про-
тив коклюша в настоящее время применяют два типа вак-
цин на основе инактивированных вирулентных бактерий 
(корпускулярная и бесклеточная), вводимых паренте-
рально и обеспечивающих поствакцинальный иммунитет 
в течение 5-7 лет. Для разработки вакцин, формирующих 
иммунитет, сопоставимый с иммунитетом после перене-
сенного заболевания, нами методами генной инженерии 
сконструированы искусственно аттенуированные бакте-
рии Bordetella pertussis KS (ИА B.p KS) для введения в ма-
кроорганизм живыми интраназальным путем, естествен-
ным для этой инфекции.

Целью работы являлось изучение иммунного ответа 
у обезьян вида Macaca Mulatta при интраназальном введе-
нии живых ИА B.p KS. Задачей исследования была харак-
теристика врожденного и адаптивного иммунитета при 
колонизации ИА B.p KS верхних дыхательных путей обе-
зьян.

В работе использованы ИА B.p KS, содержащие две 
мутации в генах ptx и dnt; обезьяны вида Macaca Mulatta 
возраста 5-6 лет, половозрелые самцы, весом 7-8 кг, выра-
щенные и содержащиеся в питомнике НИИЭПиТ АНА, 
г. Сухум, Абхазия.

Макак иммунизировали интраназально живыми ИА 
B.p KS в количестве 2 × 106 микробных клеток в 0,5 мл 
0,85% раствора хлорида натрия. Показатели иммунно-
го ответа оценивали с 3 по 152 сутки после введения бак-
терий с интервалом 1-2 недели с помощью РА, реакции 
радиальной иммунодифузии в геле по Манчини, им-
мунофенотипирования лимфоцитов методом Новико-
ва, определения фагоцитарной функции нейтрофилов, 
НСТ-теста и др. 

Результаты. 1. В ответ на интраназальное введение жи-
вых ИА B.p KS у обезьян при отсутствии внешних клини-
ческих признаков коклюша, выявлены лабораторные по-
казатели, характерные для течения коклюшной инфек-
ции у людей. 2. При изучении иммунного ответа у экспе-
риментальных животных в ответ на введение живых ИА 

B.p KS зарегистрирована выраженная реакция врожден-
ного и адаптивного иммунитета и образование противо-
коклюшных антител в высокой концентрации.

Таким образом, на модели обезьян вида Macaca Mulatta 
показана перспективность разработки противококлюш-
ных вакцин для интраназального введения на основе ис-
кусственно аттенуированных бактерий B. pertussis KS.

ДИСКОРДАНТНОЕ РАЗВИТИЕ ПЕРВИЧНОГО 
И ВТОРИЧНОГО ИММУННОГО ОТВЕТА ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ВОЗДЕЙСТВИЯХ

Кудаева О.Т., Гаврилова Е.Д., Ткачев В.О., 
Гилева И.П.1, Колесникова О.П.

НИИ клинической иммунологии СО РАМН, 
г. Новосибирск, Россия 
1 ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», Новосибирская обл., 
г. Кольцово, Россия 

Развитие первичного гуморального иммунного отве-
та не заканчивается образованием антителопродуцентов 
и синтезом антител, но приводит к формированию им-
мунной памяти, многие аспекты регуляции которой в на-
стоящее время еще далеки от разрешения. Так, не уста-
новлено четких и однозначных закономерностей разви-
тия анамнестической реакции в связи с выраженностью 
первичного IgM- или IgG-ответа. 

Целью настоящего исследования было изучение ре-
ципрокных взаимоотношений при развитии первичного 
и вторичного гуморального ответа в ситуациях его стиму-
ляции и супрессии.

Материалы и методы. В работе использовали мы-
шей линии DBA/2 и гибридов (CBA × C57BL/6)F1 
и (C57BL/6 × DBA/2)F1 (B6D2F1), самок в возрасте 2 ме-
сяцев. Индукцию хронической РТПХ осуществляли пу-
тем переноса мышам B6D2F1 лимфоидных клеток ро-
дительской линии DBA/2 по 65 × 106 клеток внутри-
венно двукратно с интервалом в пять дней (Kimura M., 
Gleichmann E., 1987). Гуморальный ответ оценивали 
по количеству IgM- и IgG-антителообразующих клеток 
(АОК) в селезенке и костном мозге мышей методом ло-
кального гемолиза и по титру гемагглютининов класса 
IgG (резистентных к 2-мертаптоэтанолу) на пике иммун-
ного ответа. Для стимуляции ответа мышам дополнитель-
но в конце лог-фазы первичного IgM-ответа вводили раз-
ные дозы ЭБ (Гаврилова Е.Д. и др., 2007). На пиках пер-
вичного IgM- и IgG-ответа у животных определяли кон-
центрацию TNFα методом ELISA. Для отмены возмож-
ных эффектов TNFα мышам вводили TNF-связывающий 
белок вируса натуральной оспы (Gileva I.P. et al., 2006). 

Результаты и обсуждение. Изучение способности реци-
пиентов с хронической РТПХ (DBA/2→(C57Bl/6 × DBA/2) 
F1) отвечать на Т-зависимый антиген обнаружило глубо-
кую депрессию первичного IgM- и IgG-ответа. Особенно 
резко снижается количество IgG-АОК в селезенке, кото-
рое составляет от 0,4% до 10,2% контрольных значений. 
На фоне выраженного угнетения первичного ответа вто-
ричный ответ при хронической РТПХ демонстрирует от-
носительную сохранность, что подтверждается не толь-
ко менее значительным снижением количества IgG-АОК 
в селезенке и костном мозге, но и высоким титром ан-
тител класса IgG, который у реципиентов не отличается 
от контрольных значений (p > 0,05). 

Стимуляция ответа приводит к другому соотноше-
нию первичного и вторичного ответа. Дополнитель-
ное введение антигена в конце лог-фазы первично-
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го IgM-ответа вызывает многократное увеличение чис-
ла IgM- и IgG-АОК в селезенке на пике первично-
го ответа, но в то же время снижает уровень вторичного 
IgG-ответа. Мыши разных генотипов - (CBA × C57BL/6)
F1 и (С57В1/6 × DBA/2)F1 – демонстрируют одинаковую 
закономерность – подавление анамнестической реакции 
при резкой стимуляции первичного ответа, отличие про-
является лишь в выраженности супрессии. 

Стимуляция первичного ответа сопровождается до-
стоверным возрастанием уровня TNFα, который участву-
ет во многих иммунных процессах, в том числе, являет-
ся важным фактором физиологических процессов акти-
вации В-клеток при иммунном ответе. Связывание TNFα 
подавляет развитие первичного IgM-ответа, не влияет 
на первичный IgG-ответ, но стимулирует вторичный IgG-
ответ. Полученные результаты свидетельствуют о воз-
можной роли TNFα в изменении физиологического ба-
ланса процессов дифференцировки В-лимфоцитов в ан-
тителопродуценты и клетки памяти.

Таким образом, регуляция первичного и вторично-
го гуморального иммунного ответа осуществляется раз-
ными механизмами, возможно, конкурирующими меж-
ду собой.

РОЛЬ ЭТАНОЛ-ИНДУЦИРОВАННОГО СТРЕССА 
В РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ бЕЛКА MICA 

Кучукова А.А., Стрельцова М.А., Каневский Л.М., 
Коваленко Е.И.

Институт биоорганической химии им. акад. 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва, 
Россия

Белок MICA (MHC class I-related chain A) является 
мембранным белком, который обнаруживается на по-
верхности клеток при опухолевой трансформации, инфи-
цировании и клеточном стрессе. На эффекторах клеточ-
ного иммунитета, цитотоксических Т-лимфоцитах и на-
туральных киллерах, имеется рецептор NKG2D, специ-
фичный к MICA. С помощью NKG2D клетки-киллеры 
распознают и уничтожают трансформированные и стрес-
сированные клетки. Также показано, что для многих опу-
холей характерен феномен сбрасывания молекул MICA 
с поверхности клеток с образованием растворимой фор-
мы белка sMICA, способной ослаблять функции NK-
клеток, в частности, за счет снижения поверхностной 
экспрессии NKG2D. Механизмы регуляции экспрессии 
MICA до сих пор не ясны. Известно, что алкоголь, в част-
ности этанол, способен вызывать клеточный стресс. 

Целью данной работы стал анализ влияния этанола 
на экспрессию MICA в клетках линий гемопоэтическо-
го происхождения: K562 (человеческая эритробластоид-
ная лейкемия), Jurkat (человеческая Т-клеточная лейке-
мия) и THP-1 (человеческая острая моноцитарная лейке-
мия), а также в лейкоцитах здоровых доноров. 

Оценка поверхностной экспрессии MICA была вы-
полнена с помощью метода проточной цитометрии и кон-
фокальной микроскопии. Экспрессия гена mica оценива-
лась с помощью метода обратной транскрипции с после-
дующей полимеразной цепной реакцией. 

Был определен значительный уровень спонтан-
ной экспрессии MICA в клетках K562 и THP-1 по срав-
нению с клетками Jurkat. Инкубация клеток в присут-
ствии этанола (0,5-3%) приводила к увеличению экспрес-
сии MICA. Также обработка клеток этанолом приводи-
ла к частичной элиминации MICA с клеточной поверх-

ности. Значительное влияние на увеличение поверхност-
ной экспрессии MICA под действием этанола оказывала 
клеточная плотность. При инкубации клеток с этиловым 
спиртом в малой плотности (200 тыс. кл./мл) увеличение 
экспрессии MICA было значительным. В то же время при 
высокой клеточной плотности (1-2 млн кл./мл) заметно-
го увеличения количества MICA на клеточной мембране 
не отмечалось, что, вероятно, было следствием роста вы-
свобождения белка с поверхности клеток и образования 
sMICA. Дальнейшее увеличение концентрации этанола 
(более 3%) приводило к уменьшению поверхностной экс-
прессии MICA и росту клеточной гибели. Также было об-
наружено, что белок MICA экспрессируется на поверхно-
сти моноцитов человека, но отсутствует на поверхности 
Т-клеток. При этом количество MICA на поверхности 
CD14-положительных лейкоцитов также возрастало под 
действием этанола (0,25-1%). Хотя исследованные кле-
точные линии и клетки крови различались по уровню по-
верхностной экспрессиия MICA, мРНК mica была найде-
на во всех клетках. 

Таким образом, было показано, что под действием 
этилового спирта увеличивается поверхностная экспрес-
сия стресс-индуцированного белка MICA, а также проис-
ходит высвобождение MICA с поверхности.

КОМПОНЕНТЫ STREPTOCOCCUS PYOGENES 
ИЗМЕНЯЮТ АКТИВНОСТЬ АДГЕЗИИ МОНОЦИТОВ 
К ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫМ КЛЕТКАМ

Лебедева А.М., Старикова Э.А., Бурова Л.А., 
Фрейдлин И.С. 

НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН,  
Санкт-Петербург, Россия

Введение. На поверхности гноеродных стрепто-
кокков экспрессируется широкий спектр патоген-
ассоциированных молекулярных паттернов (PAMPs), ко-
торые связываются с паттернраспознающими рецептора-
ми (PRR) эукариотических клеток и запускают сигналь-
ные пути активации ряда функций этих клеток. В частно-
сти, меняются адгезионные свойства клеток и активность 
их взаимной адгезии.

Цель нашего исследования состояла в изучении изме-
нений адгезионных свойств и активности адгезии моно-
цитоподобных клеток линии THP-1 к эндотелиальным 
клеткам линии EA.hy926 под влиянием ультразвукового 
лизата Streptococcus pyogenes.

Материалы и методы. В работе использовался супер-
натант разрушенных ультразвуком Streptococcus pyogenes 
типа М22, стерилизованный фильтрацией («лизат стреп-
тококка»). Клетки перевиваемой линии THP-1, которые 
по основным характеристикам соответствуют не диффе-
ренцированным промоноцитам человека, и клетки ли-
нии EA.hy926, по генотипическим и фенотипическим ха-
рактеристикам соответствующие эндотелиальным клет-
кам макрососудов человека, культивировали в среде 
с необходимыми добавками (полная культуральная сре-
да – ПКС), при 37 °C во влажной атмосфере с 5% CO

2
. 

Экспрессию поверхностных молекул оценивали с ис-
пользованием и моноклональных антител, меченых FITC 
или РЕ и проточной цитометрии после суточной инку-
бации с лизатом стрептококка. Для оценки интенсивно-
сти адгезии клеток к пластику использовали колориме-
трический метод после фиксации и окрашивания клеток 
0,2% раствором кристаллического-фиолетового. Для ис-
следования интенсивности адгезии клеток линии ТНР-1 
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к монослою эндотелиальных клеток использовали ме-
тод, основанный на окраске внутриклеточного белка кле-
ток линии ТНР-1 витальным флуоресцентным красите-
лем carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) с последу-
ющей флуориметрией. Оценку достоверности различий 
между уровнями показателей в контрольных и опытных 
культурах клеток проводили с использованием критерия 
Стьюдента. 

Результаты. «Лизат стрептококка» достоверно уси-
ливал экспрессию адгезионных молекул CD54 и CD99 
на клетках ТНР-1, не оказывая достоверного влияния 
на экспрессию молекул CD11b. В отличие от этого, тот 
же «лизат стрептококка» не оказывал достоверного вли-
яния на экспрессию молекул CD99, CD106, CD54 на по-
верхности эндотелиальных клеток. При инкубации моно-
цитоподобных клеток линии ТНР-1 с «лизатом стрепто-
кокка» в течение 2,5 часов, интенсивность адгезии кле-
ток к пластику достоверно увеличивалась по сравнению 
с интенсивностью адгезии при инкубации клеток в ПКС. 
Напротив, инкубация эндотелиальных клеток с «лизатом 
стрептококка» приводила к достоверному снижению ин-
тенсивности адгезии эндотелиальных клеток к пласти-
ку по сравнению с интенсивностью адгезии клеток при 
культивировании в стандартных условиях. Более инфор-
мативным тестом является адгезия клеток THP-1 к мо-
нослою эндотелиальных клеток. Суточная преинкуба-
ция клеток линии ТНР-1 с «лизатом стрептококка» сни-
жала интенсивность их адгезии к интактному эндотелию. 
Напротив, интенсивность адгезии интактных моноцито-
подобных клеток к эндотелиальным клеткам, преинку-
бированным с «лизатом стрептококка», была достовер-
но повышена по сравнению с контролем. В случае пред-
варительной инкубации с «лизатом стрептококка» и тех 
и других клеток наблюдали достоверное снижение ин-
тенсивности адгезии по сравнению с контрольным уров-
нем. Оценка интенсивности адгезии моноцитоподобных 
клеток к эндотелиальным клеткам в присутствии «лиза-
та стрептококка» по сравнению с интенсивностью адге-
зии этих клеток в присутствии ПКС выявила достоверное 
повышение. 

Заключение. Полученные результаты позволяют нам 
предположить, что компоненты стрептококка оказывают 
разнонаправленное действие на адгезивность моноцито-
подобных и эндотелиальных клеток, но интенсивность 
процесса адгезии моноцитоподобных клеток к эндотели-
альным клеткам в присутствии компонентов стрептокок-
ка существенно возрастает.

ЦИТОТОКСИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ МОНОНУКЛЕАРНЫХ 
ЛЕЙКОЦИТОВ МЫШЕЙ ПРИ ДЕЙСТВИИ 
ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИХ ПРЕПАРАТОВ РАЗЛИЧНОГО 
ПРОИСХОЖДЕНИЯ 

Лебединская О.В.1, Лебединская Е.А.1, 
Годовалов А.П.1, Ахматова Н.К.2

1 ГОУ ВПО «Пермская государственная медицинская 
академия им. ак. Е.А. Вагнера Росздрава», г. Пермь, 
Россия 
2 Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток им. И.И. Мечникова, РАМН, Москва, 
Россия

В настоящее время в литературе обсуждается вопрос 
о возможности регуляции механизмов врожденного им-
мунитета при помощи препаратов, несущих в своем со-

ставе патоген-ассоцированные молекулярные структуры 

микроорганизмов. 

Цель исследования: изучение влияния иммуномоду-

ляторов различного происхождения на цитотоксическую 

активность мононуклеарных лейкоцитов (МЛ) мышей. 

В исследованиях на мышах линии СВА и Balb/с ис-

пользовали препараты: поликомпонентную вакци-

ну Иммуновак, состоящую из антигенных компонен-

тов St. aureus, K. pneumoniae, P. vulgaris и E. Coli; стафило-

протейно-синегнойную жидкую вакцину (СПСА); стим-

форте (водную вытяжку из органов и тканей ужей); фу-

коидан (сульфатированный гетерополисахарид из бу-

рых водорослей) и нуклеинат натрия (низкомолекуляр-

ную NaРНК, полученную при гидролизе кормовых дрож-

жей), которые вводили внутрибрюшинно. Мононуклеар-

ные лейкоциты выделяли из селезенки мышей в резуль-

тате градиентного центрифугирования клеточной взвеси. 

Цитотоксическую активность МЛ определяли на NK-

зависимых линиях клеток мышиной лимфомы YАС-1 

и эритробластного лейкоза К-562 в тесте восстановления 

3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бро-

мида (МТТ-тест). 

Цитотоксическая активность МЛ повышается с уве-

личением соотношения опухолевых и эффекторных кле-

ток при действии всех исследуемых препаратов. Так, 

при соотношении клетки-мишени/клетки-эффекторы 

1:5 Иммуновак усиливает киллерную способность эф-

фекторных клеток в 3,6 раза, нуклеинат натрия – в 2,8 

раза. Под влиянием стимфорте цитотоксическая актив-

ность МЛ мышей повышается при соотношении клетки-

эффекторы/мишени 1:10 – в 1,3 раза. Для СПСА и фу-

коидана характерна дозозависимая активация цитоток-

сичности при введении иммуномодуляторов в культуры 

МЛ. Максимальная цитотоксическая активность МЛ от-

мечена при концентрации СПСА 100 мкг/мл, а фукоида-

на – 10 мкг/мл. На величину киллерной активности мо-

нонуклеарных лейкоцитов оказывает влияние время дей-

ствия препаратов. Например, СПСА вызывает наиболь-

ший цитотоксический эффект у МЛ через 24 часа, а ну-

клеинат натрия – через 120 часов после введения имму-

номодуляторов. 

Таким образом, все исследованные иммуномодули-

рующие препараты оказывают стимулирующее действие 

на клетки-эффекторы врожденного иммунитета и вызы-

вают пролиферативные процессы в лимфоидной ткани 

различных зон иммунокомпетентных органов. Наиболь-

шей активностью обладают иммуномодуляторы бактери-

ального происхождения, поскольку в их составе имеют-

ся патоген-ассоциированные молекулярные структуры 

микроорганизмов, являющиеся лигандами для рецепто-

ров клеток врожденного иммунитета и приводящие к их 

активации. Представляется целесообразным проведение 

клинических испытаний изученных иммуномодулирую-

щих препаратов с целью их последующего использования 

в терапевтической практике.
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НЕКОТОРЫЕ ОСОбЕННОСТИ ФАРМАКОДИНАМИКИ 
ЦИКЛОФОСФАНА У ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 
ЖИВОТНЫХ 

Лосева Л.Ф.1, Доненко Ф.В.2, Лебединская О.В.3, 
Ахматов Э.А.1, Лебединская Е.А.3, Годовалов А.П.3, 
Мелехин С.В.3

1 ГУ «Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН», Москва, 
Россия 
2 ГУ «Российский онкологический научный центр 
им. Н.Н. Блохина», Москва, Россия 
3 ГОУ ВПО Пермская государственная медицинская 
академия им. ак. Е.А. Вагнера Росздрава, г. Пермь, 
Россия 

Создание и внедрение в клиническую практику новых 
противоопухолевых препаратов открывает новые воз-
можности в химиотерапии онкологических заболеваний. 

Целью исследования явилось изучение влияния раз-
личных режимов введения циклофосфана (ЦФ) экспе-
риментальным животным на содержание его реактивных 
метаболитов, а также оценка токсических свойств этого 
препарата. 

Содержание реактивных метаболитов ЦФ определя-
ли в плазме крови у мышей по методу Friedman и Boger, 
модифицированному Alberts. ЦФ вводили мышам линии 
СВА массой 23-26 г внутрибрюшинно однократно в дозе 
100 мг/кг массы тела, двукратно или трехкратно с 72-ча-
совым интервалом. Для определения периода полуэли-
минации реактивных метаболитов циклофосфана выяв-
ляли их количественное содержание в плазме крови мы-
шей в мг/мл плазмы. Затем вычисляли десятичный лога-
рифм концентрации реактивных метаболитов в течение 
6 часов через различные промежутки времени после вве-
дения циклофосфана. Кроме того определяли массу жи-
вотных и число лейкоцитов в их периферической крови 
после каждого введения цитостатика. 

Проведенные исследования показали, что одно-
кратное введение ЦФ не влияет на массу тела живот-
ных (в контрольной группе – 21,7±2,1 г). На третьи сут-
ки после двукратного введения ЦФ масса мышей состав-
ляла 19,8±1,7 г. Статистически значимое уменьшение 
массы тела наблюдалось на третьи (до 17,9±1,1 г) и ше-
стые (до 18,7±1,1 г) сутки после трехкратного введения 
цитостатика. К двенадцатым суткам при данном режи-
ме введения ЦФ масса тела животных восстановилась 
до 20,1±1,3 г. 

Общетоксическое действие ЦФ проявлялось в из-
менении числа лейкоцитов периферической крови. 
На 3-5- й день после введения ЦФ формировалась выра-
женная лейкопения. При двукратном введении ЦФ лей-
копения наблюдалась с 3 по 8-й день, а при трехкратном 
введении ЦФ возникала стойкая лейкопения, которая 
держалась более 10 суток. 

Однократное введение ЦФ сразу повышало концен-
трацию реактивных метаболитов ЦФ в плазме крови, ко-
торые достигали максимума через 10 мин после введения 
препарата и снижались до нуля через 3 часа. Максимум 
концентрации реактивных метаболитов наблюдается че-
рез 15 мин после двукратного введения ЦФ. Максималь-
ная концентрация реактивных метаболитов при двукрат-
ном введении ЦФ была меньше, чем при однократном. 
Это связано с тем, что изначально ЦФ не обладает ни ци-
тотоксической, ни алкилирующей активностью. Для по-
явления реактивных метаболитов ЦФ нуждается в мета-

болической активации монооксигеназами печени. Одна-
ко при образовании реактивных метаболитов ЦФ они по-
вреждают гепатоциты (в которых находятся монооксиге-
назы), и активность ферментных систем клеток печени 
снижается. Полное исчезновение реактивных метаболи-
тов ЦФ в плазме крови экспериментальных мышей на-
блюдалось через 5 часов при любом режиме введения ци-
тостатика.

Таким образом, изучение фармакокинетики реактив-
ных метаболитов ЦФ показывает, что препарат быстро 
метаболизируется в печени и обладает выраженным ку-
мулятивным эффектом. Установлено изменение фарма-
кокинетики циклофосфана, снижение уровня его реак-
тивных метаболитов и расширение пика их максималь-
ной концентрации. Трехкратное введение ЦФ оказы-
вает общетоксическое действие, но не приводит к гибе-
ли животных. Продолжительность нарушений при трех-
кратном введении циклофосфана позволяет использо-
вать данный режим для создания модели индуцирован-
ной иммуносупрессии.

МЕХАНИЗМ РАЗВИТИЯ ИНВОЛЮЦИИ ТИМУСА ПРИ 
ОПУХОЛЕВОМ РОСТЕ: РОЛЬ VEGF И SEMA3A

Лямина И.В., Киселева Е.П.
НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН,  
Санкт-Петербург, Россия

Рост многих опухолей человека и животных сопрово-
ждается инволюцией тимуса. Одним из предполагаемых 
механизмов является усиленный выход тимоцитов на пе-
риферию, в котором могут быть задействованы различ-
ные факторы. Показано, что введение фактора роста эн-
дотелия сосудов (VEGF) интактным мышам приводит 
к атрофии вилочковой железы. Семафорин 3А (Sema3A), 
отвечающий за рост аксонов в нервной системе, имеет 
общий рецептор с VEGF – нейропилин-1. При этом меж-
ду факторами может возникать конкуренция за связыва-
ние. Известно, что VEGF и Sema3A оказывают влияние 
на миграцию различных клеток организма, в том числе 
и клеток иммунной системы.

Целью данного исследования было изучить влияние 
VEGF и Sema3A на миграционную активность тимоци-
тов и экспрессию этих факторов в ходе опухолевого ро-
ста в строме тимуса. Работа проводилась на самцах мы-
шей линии C3HA. Миграцию in vitro проводили с ис-
пользованием системы трансвеллов. При этом тимоциты 
в среде DMEM помещали в верхние камеры, а исследу-
емые факторы в верхние (хеморепелленция) и/или ниж-
ние (хемотаксис). Миграцию проводили в течение 4 часов 
в CO

2
-инкубаторе. При изучении трансэндотелиальной 

миграции (ТЭМ) и адгезии в лунки предварительно вно-
сили клетки эндотелия EA.hy926 до образования моно-
слоя, а затем тимоциты. Содержание белка VEGF в экс-
трактах стромы тимуса изучали с использованием ИФА-
набора (R&D), экспрессию Sema3A в строме – с помо-
щью Вестерн-блота. 

VEGF (100 нг/мл) при добавлении в нижние ка-
меры трансвеллов проявлял хемотаксические свой-
ства по отношению к тимоцитам (усиление миграции 
в 1,4 раза по сравнению с контролем). Предобработка эн-
дотелия VEGF приводила к усилению адгезии к эндоте-
лию и ТЭМ тимоцитов (в 1,5 и 2 раза соответственно). 
Sema3A (100 нг/мл), напротив, оказывал хеморепеллент-
ный эффект при добавлении фактора в верхние каме-
ры (в 1,6 раза по сравнению со спонтанной мигра цией) 
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и не оказывал влияния на адгезию тимоцитов к эндоте-
лиальным клеткам. В ходе роста прививаемой гепато-
мы 22а содержание белка VEGF в строме тимуса не из-
менялась (8,33±0,7 мкг/1 мг белка у интактных мышей 
и 7,84±0,6 мкг/1 мг белка на 28 день опухолевого роста), 
но усиливалась экспрессия Sema3A. 

Таким образом, на основании полученных результатов 
можно предположить, что Sema3A , выступая в качестве 
хеморепеллента, участвует в инволюции тимуса при опу-
холевом росте за счет механизма усиленной эмиграции 
тимоцитов. VEGF может усиливать этот процесс, влияя 
непосредственно на эндотелий и усиливая ТЭМ тимоци-
тов. Работа поддержана грантом РФФИ № 09-04-00429.

АНТИГЕНПРЕЗЕНТИРУЮЩИЕ КЛЕТКИ И РЕПЛИКАЦИЯ 
ВИЧ-1 В СD4+ ЛИМФОЦИТАХ

Макарова М.В.1, Мустафин И.Г. ,2, Бойчук С.В.1

1 Казанский государственный медицинский 
университет, Республика Татарстан, г.  Казань 
2 Республиканский ЦПБ СПИД МЗ РТ, Республика 
Татарстан, г. Казань

Введение. Установлено, что пусковыми механизма-
ми активации СD4+ лимфоцитов, являющихся основны-
ми мишенями для ВИЧ-1, являются их взаимодействия 
с профессиональными антигенпрезентирующими клет-
ками (АПК), локализующимися, в основном, в лимфо-
идной ткани. Данный факт, являющийся убедительно 
доказанным и неоспоримым, тем не менее, не объясня-
ет механизмов репликации ВИЧ-1 и выраженности вире-
мии на стадиях прогрессирования заболевания и разви-
тия СПИДа, сопровождающихся, как известно, деструк-
тивными изменениями герминативных центров лимфо-
идных органов. 

Цель исследования. Исследована роль антигенпрезен-
тирующих клеток (АПК) разного типа (макрофаги, ден-
дритные клетки, эндотелиальные клетки) в процессах ре-
пликации ВИЧ-1 в СD4+ лимфоцитах. 

Материалы и методы. Инфицирование лимфоци-
тов ВИЧ-1 проводили в условиях культивирования кле-
ток в присутствии АПК. Количество лимфоцитов, инфи-
цированных ВИЧ-1, определяли методом проточной ци-
тометрии по внутриклеточной экспрессии р24gag белка 
ВИЧ-1. Репликацию ВИЧ-1 определяли по уровню р24gag 
белка в супернатанте клеточных культур методом ИФА. 

Результаты. Установлено, что репликация ВИЧ-1 
в СD4+ лимфоцитах индуцируется разными типами АПК. 
В контроле (неактивированные лимфоциты) реплика-
ция ВИЧ-1 не регистрировалась. Эндотелиальные клет-
ки относят к факультативным АПК и индукцию реплика-
ции ВИЧ-1 в лимфоцитах наблюдалась лишь после пред-
варительной активации эндотелиальных клеток (ЭК) 
IFNγ. Пик репликации ВИЧ-1 в культуре лимфоцитов, 
инкубированных с ЭК наблюдался на 9-10 сутки после 
инфицирования и коррелировал с количеством ВИЧ-
инфицированных клеток. Дендритные клетки индуци-
ровали репликацию ВИЧ-1 в СD4+ лимфоцитах, и пик 
репликации отмечался на 6 день культивирования, тог-
да как в культуре с макрофагами пик репликации наблю-
дался на 8 день. Профессиональные АПК (ДК и Мф) об-
ладают способностью инициировать репликацию ВИЧ-1 
как в «наивных» Т-лимфоцитов, так и Т-лимфоцитов, 
относящихся к пулу клеток-памяти. Основным пулом 
клеток-продуцентов ВИЧ-1 в экспериментальной мо-
дели с ЭК являются СD4+ лимфоциты, относящиеся 

к клеткам-памяти (СD45RO), в то время как «наивные» 
Т-лимфоциты, культивированные в присутствии ЭК, 
не являются источником вирусной репликации Наиболь-
ший индуцирующий эффект АПК в отношении репли-
кации ВИЧ-1 был выявлен у ЭК. Для выяснения роли 
растворимых факторов были проведены эксперименты 
с культивированием ЭК и СD4+ лимфоцитов, раздельных 
полупроницаемой мембраной. Было выявлено, что ин-
фицирование вирусом СD4+ лимфоцитов, разделенных 
от ЭК полупроницаемой мембраной, существенным об-
разом снижало репликацию ВИЧ-1. При исследовании 
роли лиганд-рецепторных взаимоотношений между ЭК 
и СD4+ лимфоцитами в репликации ВИЧ-1 были исполь-
зованы «блокирующие» мАТ к молекулам CD2, LFA1, 
DS-SIGN и МНС II класса. Для достижения оптимальной 
концентрации мАТ, последние вносили в культуру клеток 
каждые 3 дня во время замены половины среды для куль-
тивирования. Было выявлено, что внесение в культуру 
ЭК/CD4+ лимфоцитов мАТ, блокирующих СD58/LFA-3, 
CD2/LFA-2 и ICAM-1/LFA-1 взаимодействия индуци-
ровало снижение репликации ВИЧ-1 (p < 0,001). Наи-
большее снижение уровня вирусной репликации дости-
галось при использовании мАТ к молекулам гистовсов-
местимости II класса. Применение мАТ к CD2 молекуле, 
а также LFA-1 в меньшей степени ингибировало реплика-
цию ВИЧ-1. Использование мАТ к молекуле DC-SIGNR 
не оказывало влияния на репликацию ВИЧ-1 в исполь-
зованной нами экспериментальной модели. Культивиро-
вание как ДК, так и Мф с СD4+ лимфоцитов в присут-
ствии анти-CD80 и анти-CD86 мАТ к существенному по-
давлению вирусной репликации (p < 0,001). Использова-
ние мАТ к молекулам МНС II класса также оказывало вы-
раженный ингибирующий эффект (p < 0,001). Внесение 
в культуру ДК/СD4+ лимфоцитов, Мф/СD4+ лимфоци-
тов анти-CD2 мАТ, а также анти-LFA1 мАТ не оказыва-
ло аналогичного эффекта. Блокада рецептора DC-SIGN 
с помощью мАТ приводила к умеренному подавлению 
вирусной репликации.

Заключение. Профессиональные и факультативные 
антигенпрезентирующие клетки индуцируют реплика-
цию ВИЧ-1 в СD4+ лимфоцитах. Индукция репликации 
ВИЧ-1 в СD4+ лимфоцитах антигенпрезентирующими 
клетками обусловлена главным образом межклеточными 
взаимодействиями.

АДЪЮВАНТНЫЕ СВОЙСТВА ПРОИЗВОДНЫХ 
ХИТОЗАНА, ПРОЯВЛЯЕМЫЕ ПРИ МУКОЗАЛЬНОЙ 
ВАКЦИНАЦИИ ЖИВОЙ И ИНАКТИВИРОВАННОЙ 
ГРИППОЗНЫМИ ВАКЦИНАМИ

Маркушин С.Г., Гендон Ю.З., Кривцов Г.Г., 
Акопова И.И., Коптяева И.Б., Сухно А.С., 
Переверзев А.Д.

НИИВиС им. И.И. Мечникова РАМН, Москва, Россия

Вакцинация является наиболее эффективным сред-
ством профилактики гриппозных инфекций. Поми-
мо инактивированных гриппозных вакцин в настоящее 
время широко используются живые холодоадаптирован-
ные гриппозные вакцины. Живые ха гриппозные вакци-
ны индуцируют нейтрализующие секреторные IgА анти-
тела, являются стимуляторами местного иммунного отве-
та и вызывают иммунную защиту от дрейфовых вариан-
тов вируса гриппа. Однако они обладают сниженной про-
филактической активностью для лиц пожилого возраста. 
Иммуногенность инактивированных вирусных вакцин 
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повышают адьюванты. В последнее время было показа-
но, что инактивированные гриппозные вакцины мож-
но использовать при мукозальном введении, применяя 
адьюванты, в частности, катионный полисахарид есте-
ственного происхождения – хитозан. Хитозан также был 
успешно использован в качестве адьюванта при паренте-
ральном введении инактивированных гриппозных вак-
цин. Исследованием адъювантных свойств хитозана за-
нимается лаборатория генетики РНК-содержащих виру-
сов НИИВиС им. И.И. Мечникова РАМН.

Цель и задачи: исследовать возможность повыше-
ния защитного эффекта живой ха гриппозной вакцины 
с помощью адьювантов (производных хитозана); прове-
сти сравнение адъювантных свойств производных хито-
зана при мукозальной иммунизации живой и инактиви-
рованной гриппозными вакцинами; изучить иммунные 
реакции организма подопытных животных при муко-
зальном введении живой и инактивированной гриппоз-
ных вакцин с хитозановыми адъювантами. Использова-
ны 1) вирусы: ха донор аттенуации штамм вируса гриппа 
А/Краснодар/101/35/59(Н2N2) и эпидемический штамм 
вируса гриппа А/Краснодар/101/59(Н2N2) из коллекции 
отдела вирусологии; 2) адъюванты: глютамат хитозана 
(300kD), деацетилированный на 85% (рН 6.2) в конечной 
концентрации 0,5%); 1% суспензия микрочастиц сульфа-
та хитозана (1000-3000 нм); 3) вакцины: ха штамм виру-
са гриппа А/Краснодар/101/35/59 (Н2N2); инактивиро-
ванная расщепленная гриппозная вакцина «Ваксигрипп» 
(Sanofi Pasteur, Франция). Беспородных мышей (10-12 г) 
двукратно (с интервалом 21 день) интраназально имму-
низировали заданными дозами. Через 10 дней после им-
мунизации определялось наличие антител в крови. Срав-
нивался титр сывороточных антител в РТГА. Для изуче-
ния защитного эффекта мышей инфицировали интра-
назально вирулентным штаммом А\Краснодар/101/59 
(Н2N2) в дозе 105.5 ЭИД50/0.05 мл. Через 3-4 дня из лег-
ких готовили 10% суспензию, титровали ее путем зараже-
ния 10-дневных куриных эмбрионов.

Результаты. Выявлено, что при интраназальной имму-
низации мышей ха штаммом донором аттенуации введе-
ние в вакцинный материал глютамата хитозана повыша-
ет содержание сывороточных IgG ,секреторных IgA и за-
щитный эффект иммунизации. Добавление адъюванта 
к ха штамму донору не вызывает изменения ts- маркера 
ха штамма. Инактивированный УФ облучением ха штамм 
донор в комбинации с адъювантом не защищает от инфи-
цирования вирулентным штаммом А/Краснодар/101/59 
(Н2N2) в отличие от интактного ха штамма донора с хи-
тозаном. Хитозан не увеличивает размножение ха штам-
ма донора в верхних дыхательных путях. Титры секретор-
ных IgA были существенно выше во всех отделах респира-
торного тракта и легких мышей, иммунизированных жи-
вой ха гриппозной вакциной.

По нашим данным, хитозан значительно активней 
повышает индукцию секреторных IgA антител у мышей, 
иммунизированных ха штаммом донором аттенуации 
А/Краснодар /101/35/59, но обладает незначительным 
адьювантным эффектом при индукции секреторных IgA 
антител у мышей, иммунизированных инактивирован-
ной гриппозной вакциной. 

При сравнении адьювантного эффекта было обна-
ружено некоторое преимущество суспензии микроча-
стиц сульфата хитозана над раствором глютамата хитоза-
на (рН 6.2). Объективные данные о сравнительной адью-
вантной эффективности этих форм хитозана можно бу-
дет получить после детального изучения стимуляции всех 

звеньев иммунного ответа у иммунизированных живот-
ных. 

Заключение. Показана принципиальная возможность 
повышения защитного эффекта гриппозных вакцин при 
использовании хитозана в качестве адъюванта.

Сравнение титров сывороточных антител в РТГА по-
казало некоторое преимущество использования микро-
частиц сульфата хитозана по сравнению с глютаматом хи-
тозана.

Живая гриппозная вакцина в сочетании с хитозаном 
дает более высокий защитный эффект, чем инактивиро-
ванная гриппозная вакцина.

АЦЕТИЛИРОВАННЫЕ И ОКИСЛЕННЫЕ ЛИПОПРОТЕИНЫ 
НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ УСИЛИВАЮТ ЭКСПРЕССИЮ 
И СЕКРЕЦИЮ КОМПОНЕНТА КОМПЛЕМЕНТА C3 
МАКРОФАГАМИ ЧЕЛОВЕКА: РОЛЬ TLR4 И ЯДЕРНЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ LXR

Могиленко Д.А., Кудрявцев И.В., Шавва В.С., 
Баженова М.А., Орлов С.В.

НИИ экспериментальной медицины РАМН,  
Санкт-Петербург, Россия

Компонент комплемента C3 является ключевым 
белком, который участвует в трех каскадах активации 
комплемента, а также обладает иммунорегуляторны-
ми свойствами, направленными на дифференцировку B 
и T-лимфицитов и созревание дендритных клеток. С3 во-
влечен в процессы формирования атерогенных повреж-
дений сосудов, однако, механизм накопления С3 в атеро-
ме плохо изучен. Мало известно про экспрессию и син-
тез С3 в ходе превращения макрофагов в пенистые клет-
ки при захвате модифицированных липопротеинов низ-
кой плотности (мЛПНП).

Было показано, что ацетилированные и окисленные 
липопротеины низкой плотности (ацЛПНП и окЛПНЛ) 
увеличивают экспрессию гена и секрецию белка С3 ма-
крофагоподобными клетками THP-1 и макрофагами, по-
лученными из моноцитов периферической крови чело-
века. При помощи Real Time RT-PCR было установле-
но, что мЛПНП усиливают экспрессию С3 в макрофа-
гах человека уже через 24 ч и уровень транскрипции гена 
С3 остается повышенным даже через 4 суток после добав-
ления к клеткам мЛПНП. При помощи сортировки кле-
ток методами проточной цитофлуорометрии с последую-
щим выделением РНК было установлено, что значитель-
ное увеличение экспрессии гена С3 наблюдается в клет-
ках, захватывающих мЛПНЛ, в то время как макрофаги, 
не захватывающие мЛПНП, лишь незначительно увели-
чивают экспрессию С3 находясь в среде с мЛПНП. Ис-
пользуя синтетический агонист ядерного рецептора LXR 
и блокирующие антитела для TLR4, было показано, что 
мЛПНП усиливают экспрессию гена С3 через активацию 
LXR и частично TLR4, в то время как мЛПНП-зависимое 
усиление секреции С3 требует участия TLR4. В промоторе 
гена С3 человека был идентифицирован сайт для связы-
вания LXR, методами задержки ДНК-белковых комплек-
сов в геле и иммунопреципитации хроматина было про-
демонстрировано, что LXRβ взаимодействует с этим сай-
том в макрофагах THP-1. Следует отметить, что промотор 
гена С3 мыши лишен сайта связывания LXR, и экспрес-
сия С3 мыши не увеличивается при обработке перитоне-
альных макрофагов мыши агонистом LXR. В ходе соб-
ственных экспериментов установлено, что обработка ма-
крофагов человека IL-4 (так называемые альтернативно 
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активированные макрофаги – М2 макрофаги) подавля-
ет экспрессию и секрецию С3, однако лиганд-зависимая 
активация LXR приводит к большему увеличению уровня 
экспрессии С3 по сравнению с макрофагами, дифферен-
цировавшимися в отсутствие IL-4. В то же время в таких 
макрофагах обнаруживается увеличенный уровень LXRβ, 
связанного с промотером гена С3. Несмотря на значи-
тельную активацию экспрессии гена С3 в М2 макрофа-
гах, обработка мЛПНП приводит к меньшей стимуляции 
секреции в такими клетками по сравнению с макрофага-
ми, дифференцированными в отсутствие IL-4. Одновре-
менно с этим, М2 макрофаги демонстрируют сниженную 
экспрессию поверхностного TLR4, что может объяснить 
сниженную активацию секреции С3 в ответ на мЛПНП. 
Для изучения возможных последствий увеличенной се-
креции C3 макрофагами, захватывающими мЛПНП, 
мы обрабатывали макрофаги человека очищенным С3а. 
Дифференцировка макрофагов в присутствии 10 нМ C3a 
приводит к усилению захвата окЛПНП и стимулирует 
окЛПНП-зависимое увеличение экспрессии С3.

Полученные результаты показывают новый механизм 
мЛПНП-зависимого увеличения экспрессии и секреции 
C3 макрофагами в атеросклеротических повреждени-
ях сосудов. Кроме того, С3 ген человека впервые иден-
тифицирован как прямая мишень для регуляции со сто-
роны ядерных рецепторов LXR, лигандами для которых 
являются оксистеролы, накапливающиеся в макрофагах 
в ходе их превращения в пенистые клетки.

Fc-РЕЦЕПТОРЫ – УНИВЕРСАЛЬНОЕ ЗВЕНО 
МЕХАНИЗМА ОПСОНИЗАЦИИ ДЛЯ ВРОЖДЕННОГО 
И АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА 

Назаров П.Г. 

НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН,  
Санкт-Петербург, Россия

Fc-рецепторы (FcR) представляют собой гетероген-
ную группу мембранных гликопротеинов, способству-
ющих взаимодействию комплексов антиген-антитело 
с эффекторными клетками иммунной системы. У мле-
копитающих они регулируют многие гуморальные и кле-
точные процессы: фагоцитоз, дегрануляцию, антитело-
зависимую цитоктоксичность, регуляцию транскрип-
ции и экспрессии цитокинов и хемокинов, активацию 
В-лимфоцитов, клиренс иммунных комплексов. Fc-
рецепторы различаются по сродству к подклассам IgG 
[FcgRI (CD64), FcgRII (CD32), FcgRIII (CD16)] и по спо-
собности усиливать или ингибировать иммунные реак-
ции, такие как фагоцитоз, цитотоксичность, дегрануля-
ция, презентация антигена, продукция цитокинов, благо-
даря наличию в цитоплазматической части активирующе-
го (ITAM) или ингибиторного (ITIM) пептидов (у FcgRI, 
FcgRIIA/C, FcgRIII и FcgRIIB, соответственно). Предпо-
лагают, что эволюционный возраст Fc-рецепторов боль-
ше возраста иммуноглобулинов и сопоставим с возрас-
том пентраксинов, с которыми функция Fc-рецепторов 
первично связана. Многократно показано разными ав-
торами, что Fc-рецепторы (например, FcγR, FcαR) свя-
зывают не только иммуноглобулины, но и многие пен-
траксины, такие как С-реактивный белок, сывороточный 
Р-компонент амилоида, РТХ3. Эволюционный возраст 
пентраксинов значительно превосходит возраст иммуно-
глобулинов. Пентраксины присутствуют уже у беспозво-
ночных (например, у мечехвоста Limulus polyphemus), тог-
да как иммуноглобулины появляются только у позвоноч-

ных (хрящевые рыбы), т.е. значительно позже. Пентрак-
сины иногда называют «протоантителами», т.к.они напо-
минают антитела многими свойствами. Подобно антите-
лам, пентраксины связывают многие лиганды, правда, их 
«активные центры» константны и не имеют вариабель-
ных зон. Связавшись с лигандами, они могут активиро-
вать комплемент по классическому пути, и этим также на-
поминают антитела. Наконец, пентраксины связываются 
с Fcγ-рецепторами различных клеток, в том числе фаго-
цитов. Классическим является представление об опсони-
зации как о процессе связывания с частицей (например, 
с микробом) антител с последующей активацией компле-
мента, что повышает эффективность клиренса микробов 
благодаря усилению фагоцитоза за счет вовлечения в за-
хват Fc-рецепторов, связывающихся с Fc-концами анти-
тел, и рецепторов комплемента. Но и пентраксины свя-
зываются со многими микроорганизмами, причем по-
следствием связывания также является активация колм-
племента. Пентраксины, связавшиеся с микробом, ис-
пользуют тот же ассортимент рецепторов, что и «класси-
ческие», Ig-содержащие иммунные комплексы, а имен-
но Fc-рецепторы и рецепторы комплемента. Учитывая 
это многократно повторяющееся сходство функций пен-
траксинов и иммуноглобулинов, почти аналогию между 
ними, можно предполагать, что в доиммуноглобулино-
вый период эволюции пентраксины с их фиксированной 
лигандной специфичностью играли роль«протоантител» 
(«предантител»), а Fc-рецепторы (равно как и рецепто-
ры комплемента) – роль клеточных мембранных элемен-
тов, обеспечивающих взаимодействие пентраксинов (гу-
моральных факторов защиты) с клетками примитивного 
иммунитета. Помимо обеспечения элиминации микроб-
ных агентов Fc-рецепторы участвуют и в других процес-
сах, как связанных с процессом фагоцитоза, так и не свя-
занных с ним. Fc-рецепторы являются посредниками по-
глощения клетками иммунной системы и клетками эндо-
телия сосудов комплексов, содержащих модифицирован-
ные липопротеины и связавшиеся с ними аутоантитела 
или пентраксины (С-реактивный белок). Fc-рецепторы 
ответственны за индукцию быстрой секреции ряда цито-
кинов и ростовых факторов из фагоцитирующих клеток 
под влиянием активации IgG или С-реактивным белком, 
в том числе фактора, стимулирующего В-лимфоциты 
к продукции аутоантител (BLyS/BAFF). Таким образом, 
Fc-рецепторы являются древним элементом защиты, воз-
никшим раньше иммуноглобулинов, и одна из их основ-
ных функций состояла (и состоит) в обеспечении «облег-
ченного» фагоцитоза.

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ДЕТОКСИКАЦИИ 
ЛИПОПОЛИСАХАРИДА КОМПЛЕКСНОГО ВАКЦИННОГО 
ПРЕПАРАТА ДЛЯ ПРОФИЛАКТИКИ КОКЛЮША

Назиров М.Р., Поддубиков А.В., Бажанова И.Г.

НИИВС им. И.М. Мечникова РАМН, Москва, Россия

Введение. Возможной причиной увеличения забо-
леваемости коклюшем является использование вак-
цин с ограниченным набором антигенов. В НИИВС 
им. И.И. Мечникова РАМН разработана оригинальная 
бесклеточная коклюшная вакцина, представляющая со-
бой природный антигенный комплекс содержащий липо-
полисахарид (ЛПС). Научные идеи и технологические ре-
шения, касающиеся антигенного состава разработанной 
вакцины, являются ступенью в разработке нового поко-
ления бесклеточных коклюшных вакцин, по своим ха-
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Таблица. резульТаТы иССледованиЯ аКТивноСТи и оСТрой ТоКСиЧноСТи препараТов лпС B. pertussis 
(К ТезиСам назирова м.р. и др.)

Препарат

Летальный эффект в биопробе 
с Актиномицином D Активность в ЛАЛ-тесте

LD50 LD84 LD100
Снижение 

токсичности ЕЭ/мкг/мл Снижение 
активности

ЛПС шт. 475 0,796 1,922 2,484
до детоксикации 1 950 000

в 1,005 раз
после детоксикации 1 940 000

ЛПС шт. 162 4,401 8,549 10,623
до детоксикации 2 400 000

в 1,017 раз
после детоксикации 2 360 000

Вакцинный препарат 
до детоксикации 1,120 2,197 2,736

в 22,6-24,1 раз
5 265±1880

 в 4,7-6,5 раз
Вакцинный препарат по-
сле детоксикации 25,263 52,538 66,175 906±189

рактеристикам не уступающих корпускулярным вакцин-
ным препаратам.

Целью работы является характеристика ЛПС 
B. pertussis, в том числе в составе вакцинных препаратов 
для профилактики коклюша. 

Материалы, методы и результаты. Комплекс протек-
тивных антигенов B. pertussis был изучен в иммуноэлек-
трофорезе до и после детоксикации нагреванием и фор-
малином. В качестве источника антител использова-
ли коммерческую поливалентную диагностическую ан-
тисыворотку и полученную нами кроличью антисыво-
ротку к ЛПС B. pertussis. Результаты исследования сви-
детельствуют об изменениях, происходящих в антиген-
ной структуре препарата. Так, наблюдали исчезновение 
и/или смещение полос преципитации из области элек-
тронейтральных антигенов. Происходящeе можно объ-

яснить комплексообразованием – химической сшивкой 
и изменениями в антигенной структуре в результате воз-
действия формалина. Активность препарата в ЛАЛ-тесте, 
после детоксикации снижалась на 83% (табл.). В пользу 
механизма детоксикации ЛПС в результате комплексоо-
бразования свидетельствуют результаты, полученные при 
воспроизведении условий детоксикации для препара-
тов комплекса протективных антигенов и параллельной 
детоксикации препарата ЛПС B. pertussis. Исследование 
в ЛАЛ тесте указанных препаратов и контролей показало 
снижение активности только для комплексного препара-
та антигенов, тогда как активность препарата ЛПС не из-
менялась. Токсические свойства ЛПС B. pertussis были из-
учены при определении летального эффекта ЛПС на не-
инбредных мышах, обработанных актиномицином Д. 
Полученные результаты свидетельствуют о снижении 
токсичности вакцинного препарата в результате детокси-
кации по LD

50
 в 22,5 раза. Токсичность по LD

50
 получен-

ных препаратов ЛПС B. pertussis была ниже токсичности 
препаратов E. coli в 1464 раза для препарата ЛПС шт. 475 
и в 8097 раз для ЛПС шт. 162. 

Заключение. Таким образом, полученные результа-
ты свидетельствуют о возможности снижения активно-
сти и детоксикации ЛПС B. pertussis формалином в соста-
ве комплексного вакцинного препарата для профилакти-
ки коклюша, определенных нами тремя различными спо-
собами (ЛАЛ-тест, иммуноэлектрофорез, биопроба с ак-

тиномицином Д). Введение в состав вакцинного препа-
рата детоксицированного ЛПС, являющегося лигандом 
Toll-подобных рецепторов, активирующего врожденный 
и адаптивный иммунитет и обладающего выраженными 
адъювантными свойствами в отношении антигенов, вхо-
дящих в состав вакцинного препарата.

ФИбРОбЛАСТО-ЛИМФОЦИТАРНЫЕ РОЗЕТКИ

Никольский И.С., Никольская В.В.

Институт генетической и регенеративной медицины 
НАМН Украины, г. Киев, Украина

Становление и последующее формирование гемопоэ-
тической системы осуществляется в тесной связи с муль-
типотентными стромальными клеточными (МСК) эле-
ментами мезенхимального происхождения. В костном 
мозге они представляют собой один из основных ком-
понентов так называемых ниш – микроокружения гемо-
поэтических стволовых клеток, принимающего большое 
участие в процессах самоподдержания, дифференциров-
ки и пролиферации последних, эффективная реализа-
ция которых рестриктирована по главному комплексу ги-
стосовместимости (Sugiurа K. et al., 2001). По-видимому, 
по крайней мере частично, такую важную роль костно-
мозговые МСК играют благодаря способности к кон-
тактному взаимодействию с незрелыми клетками (Barda-
Saad M. et al., 1996). Однако необходимость мезенхималь-
ного влияния становится очевидной и в качестве одно-
го из решающих факторов лимфоидного развития. Так, 
показано, что происходящие из нейрального гребня ти-
мусные МСК, совершенно необходимы для полноцен-
ной дифференцировки тимоцитов, а вследствие дефек-
та МСК тимуса у животных возникают нарушения весь-
ма сходные с синдромом Ди Джорджи (Suniara R.K. et al., 
2000). Взаимодействие экспрессирующих фибронектин 
МСК тимуса с тимоцитами осуществляется, главным об-
разом, благодаря высокой экспрессии на двойных нега-
тивных клетках VLA-4 (Sawada M. et al., 1992). Возможно, 
при этом происходят важные изменения дифференци-
ровки тимоцитов, сходные с индуцируемыми тимусными 
эпителиальными клетками (Ярилин А.А., 2001).

Однако возможность и особенности контактного вза-
имодействия МСК тимуса с лимфоцитами и, в частности, 
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с тимоцитами, остаются мало изученными и требуют про-
ведения специальных исследований, тем более, что неко-
торые данные указывают на существенное значение кон-
тактных взаимодействий с участием МСК тимуса для по-
вышения иммунобиологической активности клеток (Ни-
кольский И.С., 2010).

Культуру МСК получали на поверхности пластиковых 
6-луночных планшетов, внося на них мелко измельчен-
ный тимус. Культивирование проводили в среде DMEM/
F12 с 10% ЭТС и добавлением L-глютамина, HEPES-
Na соли и антибиотиков. Среду заменяли каждые 3 дня. 
Чаще всего наблюдали рост клеток виде колоний непо-
средственно от эксплантатов, реже – от отдельной клет-
ки. Колонии были представлены адгерентными фибро-
бластоподобными клетками с типичной морфологией. 
Практически таким образом обнаруживалось довольно 
большое количество КОЕ-Ф. 

При совместном культивировании in vitro тимусных 
МСК с сингенными тимоцитами мышей выяснилось, 
что часть тимоцитов обладает адгерентными по отноше-
нию к МСК свойствами. Модифицированием методики 
со смешиванием МСК и тимоцитов в суспензии с после-
дующим осаждением обоих типов клеток и ресуспендиро-
ванием обнаружено, что у тимоцитов и МСК имеется вы-
раженное мембранное сродство, визуально проявляюще-
еся формированием клеточных ассоциаций с центрально 
расположенной МСК, присоединившей несколько тимо-
цитов, наподобие хорошо известных фигур под названи-
ем розеток. Такие фибробласто-лимфоцитарные розет-
ки (ФЛР) образовывали почти все МСК тимуса и только 
30-40% этих клеток из костного мозга. Клетки лимфати-
ческих узлов мышей образовывали с МСК тимуса менее 
20% ФЛР, что вместе взятое позволяет считать, что наи-
более выраженным мембранным сродством обладают ти-
мусные МСК и тимоциты.

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ КОМПЛЕКСА ТАФТСИНА 
С КУКУРбИТ[7]УРИЛОМ НА ПРОДУКЦИЮ 
ИММУНОАКТИВНЫХ ЦИТОКИНОВ

Пашкина Е.А., Гришина Л.В., Щепотина Е.Г., 
Якушенко Е.В., Козлов В.А.
НИИ клинической иммунологии СО РАМН, 
г. Новосибирск, Россия

Введение. Кукурбит[7]урил – это макроциклический 
наноразмерный кавитанд, построенный из шести глико-
льурильных фрагментов, соединенных через метилено-
вые мостики и имеющий форму полого бочонка. Наличие 
внутренней полости позволяет кукурбит[7]урилу образо-
вывать комплексы «гость-хозяин» с различными молеку-
лами или ионами. Образование комплексов кукурбит[7]
урила с лекарственными средствами предлагается приме-
нять для достижения различных преимуществ, в том чис-
ле для увеличения стабильности лекарственного средства 
и снижение коэффициента деградации in vivo. Известно, 
что известно, что образование комплексов пептидов с ку-
курбит[7]урилом препятствует гидролизу субстратов фер-
ментами ЖКТ. В связи с этим для нас представляет инте-
рес исследование комплексов кукурбит[7]урила с имму-
номодулирующими пептидами, в частности с тафтсином.

Цель: исследовать влияние комплексообразования 
иммуномодулирующего пептида тафтсина с кукурбит[7]
урилом на продукцию иммуноактивных цитокинов фак-
тора некроза опухоли-α (TNFα) и интерферона-γ (IFNγ) 
мононуклеарами периферической крови (МНК ПК).

Материалы и методы. В качестве источника МНК 
ПК использовалась венозная кровь соматически здоро-

вых доноров. МНК ПК проводилось центрифугирова-
нием в градиенте плотности фиколла. Мононуклеары 
ПК культивировались в стандартных условиях в среде 
RPMI-1640 с добавлением 10% FCS в течение 24 ч и 48 ч 
для исследования продукции TNFα (n = 6) и IFNγ (n = 9) 
соответственно. В качестве контроля использовались 
супернатанты от интактных и стимулированных ЛПС, 
свободным пептидом и кукурбит[7]урилом мононуклеа-
ров ПК. Концентрацию цитокинов оценивали используя 
тест-системы производства ЗАО «Вектор-Бест» (Россия).

Результаты и обсуждение. Нами было проведено срав-
нение продукции IFNγ и TNFα при спонтанной индукции 
и при стимуляции комплексом и свободным пептидом. 
Между спонтатанной продукцией TNFα и стимулиро-
ванной комплексом, свободным пептидом и кукурбит[7]
урилом достоверных различий обнаружить не удалось. 
Однако по IFNγ было обнаружено, что присутствие ком-
плекса повышало в несколько раз уровень данного ци-
токина, в то время как добавление свободного пептида 
при культивировании не давало достоверных различий 
по сравнению со спонтанной индукцией. Из литератур-
ных источников известно, что в опытах in vitro на моно-
нуклеарах периферической крови показано отсутствие 
эффекта при добавлении пептида и в то же время повы-
шение уровня указанных цитокинов при стимуляции 
аналогами тафтсина, что связывают с более быстрой био-
деградацией нативного пептида. Следовательно, полу-
ченный нами результат может свидетельствовать о защи-
те от биодеградации пептида наноразмерным кавитандом 
кукурбит[7]урилом.

Выводы. Исходя из полученных результатов, дальней-
шее исследование комплекса кукурбит[7]урила с тафт-
сином, а возможно и с другими иммуномодулирующи-
ми пептидами, является перспективным для разработки 
защиты от биодеградации и создания пероральных форм 
иммуномодулирующих пептидов.

ИММУНОФЕНОТИП И ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ 
ЛЕЙКОЦИТОВ МЫШЕЙ ПРИ ИММУНИЗАЦИИ 
ВАКЦИНОЙ ВАКСИГРИП В КОМбИНАЦИИ С ХИТОЗАНОМ

Переверзев А.Д., Ахматов Э.А., Сорокина Е.В., 
Маркушин С.Г., Сухно А.С., Хоменков В.Г., 
Ахматова Н.К.

НИИ Вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН, 
Москва, Россия

В настоящее время для профилактики гриппа в пода-
вляющем большинстве стран мира применяют инакти-
вированные вакцины, формирующие преимущественно 
гуморальный иммунитет. Одной из зарекомендовавших 
себя противогриппозных инактивированных вакцин яв-
ляется высокоочищенная расщепленная вакцина Вакси-
грип (Авентис Пастер, Франция). Она обладает низкой 
реактогенностью и высокой иммуногенностью, приво-
дящей к индукции антител на защитном уровне ко всем 
трем компонентам вакцины. Учитывая данные свойства 
вакцины интерес представляет возможность использова-
ния Ваксигрипа с препаратом Хитозан (Россия), облада-
ющим, как иммуномодулирующими, так и уникальными 
сорбционными свойствами.

Целью работы явилось изучение комбинированно-
го действия вакцины Ваксигрип (0,2 мл) и препарата Хи-
тозан (3 мкг) на клеточный иммунитет у мышей СВА 
при двукратном внутримышечном введении с интерва-
лом в 4 недели. Цитотоксическую активность МЛ селезе-
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нок против опухолевой линии клеток К-562 определяли 
в тесте восстановления 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолия бромида (МТТ-тест). Пролиферати-
вую активность МЛ селезенок мышей проводили в коло-
риметрическом тесте с использованием витального кра-
сителя AlamarBlue (Biosours, США). Оценку субпопуля-
ционной структуры лимфоцитов осуществляли методом 
проточной цитометрии с применением моноклональных 
антител (МКА) (Caltag Laboratories, США) против кле-
точных антигенов.

При одновременном введении вакцины и хитозана 
в селезенках животных усиливалась цитотоксическая ак-
тивность NK по отношению к NK-чувствительной ли-
нии клеток К562 (с 18,5±1,3% до 68,7±4,2%, при введе-
нии вакцины – до 58,0±1,15%) и пролиферативная ак-
тивность мононуклеарных лейкоцитов (с 20,7±2,3% 
до 83,3±1,2%, при введении вакцины – до33,8±2,3%), уве-
личивалось количество СD3 Т-лимфоцитов (с 23±2,4%, 
до 35,6±3,1%), NKТ-клеток (с 2,03±0,2% до 5,15±0,8%), 
В-лимфоцитов (с 25,06±2,6% до 49±3,6%). Вакцина при 
этом снижала численность CD3-клеток до 13±2,3%.

Сочетание Хитозана с вакцинацией корригирова-
ло содержание числа клеток, экспрессирующих MHC II, 
устраняя повышенную реактивность клеток иммунной 
системы под воздействием Ваксигрипа, а также повы-
шало содержание клеток, экспрессирующих MHC I, что 
указывает на усиление свойств клеток, распознающих 
внутриклеточные патогены, а, следовательно, актива-
цию не только гуморального, но и клеточного иммуни-
тета. В связи с этим, можно предположить, что дополни-
тельное включение хитозана в вакцинацию Ваксигрипом 
позволяет корригировать переключение иммунного отве-
та с Th2- на Th1- путь.

ДЕЙСТВИЕ ИНТЕРЛЕЙКИНА-4 НА УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ 
В КРОВИ КРЫС С РАЗНЫМИ ХАРАКТЕРИСТИКАМИ 
ПОВЕДЕНИЯ ПРИ ЭМОЦИОНАЛЬНОЙ СТРЕССОРНОЙ 
НАГРУЗКЕ

Перцов С.С., Калиниченко Л.С., Коплик Е.В.
НИИ нормальной физиологии им. П.К. Анохина РАМН, 
Москва, Россия

Психоэмоциональный стресс сопровождается нару-
шениями иммунного статуса у млекопитающих (Корне-
ва Е.А. с соавт., 1987; Godbout J.P., Glaser R., 2006). Это 
проявляется, в частности, в изменении цитокиново-
го профиля биологических сред. Цитокины – полипеп-
тидные медиаторы межклеточных взаимодействий, ре-
гулирующие физиологические процессы как в норме, 
так и при патологических состояниях. Особое внимание 
исследователей привлекает противовоспалительный ци-
токин интерлейкин-4, особенностью которого является 
его регуляторное влияние как на клеточные, так и на гу-
моральные иммунные процессы (Кетлинский С.А., Сим-
бирцев А.С., 2008).

В работах Судакова К.В. (1998) и Коплик Е.В. (2002) 
показаны выраженные индивидуальные различия ре-
зистентности крыс к негативным последствиям стрес-
сорных нагрузок. Установлено, что поведенчески актив-
ные в тесте «открытое поле» животные более устойчивы 
к стрессорным воздействиям по сравнению с пассивны-
ми особями.

Целью работы было изучение действия интерлейки-
на-4 на цитокиновый профиль сыворотки крови у крыс 
с разными характеристиками поведения при эмоцио-
нальной стрессорной нагрузке.

Эксперименты проведены на 40 крысах самцах Ви-
стар с активным и пассивным паттернами поведения 
в открытом поле. За 1 ч до стрессорной нагрузки живот-
ным внутрибрюшинно вводили интерлейкин-4 (5 мкг/кг) 
или физиологический раствор. Нестрессированные осо-
би получали указанные инъекции за 2 часа до декапита-
ции. В качестве модели стрессорной нагрузки использо-
вали 1-ч иммобилизацию крыс с одновременным элек-
трокожным раздражением подпороговой силы в стоха-
стическом режиме. Концентрацию провоспалительно-
го цитокина интерлейкина-1β и противовоспалительно-
го интерлейкина-4 в сыворотке крови определяли имму-
ноферментным анализом.

Внутрибрюшинное введение интерлейкина-4 сопро-
вождалось значительным повышением уровня этого ци-
токина в сыворотке крови крыс. Инъекция интерлейки-
на-4 не оказывала влияния на содержание интерлейки 
на-1β в крови нестрессированных животных.

После острой стрессорной нагрузки концентрация 
провоспалительного интерлейкина-1b снижалась в крови 
у поведенчески пассивных крыс, но увеличивалась у ак-
тивных животных. У активных особей в этих условиях 
выявлено повышение уровня интерлейкина-4. Получен-
ные данные отражают разнонаправленный характер им-
мунного ответа при стрессорной нагрузке у крыс с разны-
ми параметрами поведения. В этих условиях происходит 
подавление иммунных функций у предрасположенных 
к стрессу пассивных животных. Активация иммунных 
процессов, проявляющаяся в усилении продукции цито-
кинов, отмечена у прогностически устойчивых к стрессу 
активных особей в этих условиях.

Введение интерлейкина-4 предупреждает стрессо-
генные изменения концентрации провоспалительного 
цитокина интерлейкина-1β в крови животных. Извест-
но, что интерлейкин-1β принимает участие в формиро-
вании гипоталамо-гипофизарно-надпочечникового от-
вета на стрессорное воздействие (Gadek-Michalska A. 
et al., 2008). Исходя из полученных данных можно пред-
положить, что интерлейкин-4 нивелирует активацию 
гипоталамо-гипофизарно-надпочечникового комплекса 
при стрессе.

Результаты наших исследований показывают, что ан-
тагонистические взаимоотношения про- и противоспа-
лительных цитокинов не наблюдаются в обычных усло-
виях, но ярко проявляются при патологических состоя-
ниях (в частности, в условиях стрессорной нагрузки). По-
добные взаимоотношения между цитокинами играют 
важную роль в целостной организации иммунных реак-
ций у млекопитающих.

ОЦЕНКА ИММУНОМОДУЛИРУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ 
ЭХИНОХРОМА А ИЗ МОРСКОГО ЕЖА SCAPHECHINUS 
MIRABILIS

Попов А.М., Артюков А.А., Цыбульский А.В., 
Кривошапко О.Н. 
Тихоокеанский институт биоорганической химии ДВО 
РАН, г. Владивосток, Россия 

Введение. Изучено влияние пигмента морских ежей 
Scaphechinus mirabilis полигидроксинафтохинона эхинох-
рома А (ЭХА), который является действующей основой 
кардиопротекторного и офтальмологического препарата 
«Гистохром», на иммунную систему экспериментальных 
животных в дозах от 1 до 30 мг/кг. 

Материалы и методы. Иммунологические показатели 
включали тесты оценки гуморального и клеточного им-
мунитета. В качестве стандартного тест-антигена приме-
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няли эритроциты барана (ЭБ). Титры антител оценивали 
в реакции прямой гемагглютинации (РПГА) через14 дней 
после однократной внутрибрюшинной (в/бр) иммуниза-
ции мышей ЭБ. Реакцию трансплантат против хозяина 
(РТПХ) применяли для оценки действия ЭХА на транс-
плантационный иммунитет. Влияние ЭХА на актив-
ность эффекторов воспаления клеточного типа оценива-
ли по реакции гиперчувствительности замедленного типа 
(ГЗТ). Реакцию высвобождения медиаторов воспаления 
регистрировали при в/бр введении ЭХА и одновремен-
ном введении в лапку конканавалина А (Кон А). Исследо-
вание аллергенности ЭХА проводили путем его инъекции 
морским свинкам в подушечки лапок в дозах 1 и 10 мг/кг 
в смеси с полным адъювантом Фрейнда.

Основные результаты. ЭХА избирательно действует 
на гуморальное и клеточное звено иммунитета, в низких 
дозах (1 мг/кг и ниже) активируя гуморальный иммуни-
тет, а в дозе 30 мг/кг незначительно подавляя клеточный 
иммунитет. По числу микроскопически видимых зон ге-
молиза ЭБ вокруг отдельных АОК установлено, что при 
введении препарата в дозе 1 мг/кг число АОК увеличи-
валось на 77% по сравнению с контролем. Влияние ЭХА 
на ГЗТ было иммуносупрессивным: в дозе 10 мг/кг ЭХА 
подавлял клеточный иммунитет на 26%, а в дозе 1 мг/кг – 
на 19% от показателей контроля. Введение животным 
ЭХА оказывало стимулирующее влияние на развитие 
трансплантационного иммунитета: для доз ЭХА 1 мг/кг, 
10 мг/кг и 30 мг/кг стимулирующий эффект (в %) относи-
тельно показателей контроля составил 175%, 112% и 75% 
соответственно. При изучении влияния ЭХА на высво-
бождение медиаторов воспаления все исследуемые дозы 
в случае его в/бр введения одновременно с подкожным 
введением Кон А приводили к снижению интенсивности 
местного воспаления в сравнении с контрольной груп-
пой животных. Показано отсутствие собственной имму-
ногенной и аллергенной активности ЭХА. 

Заключение. Учитывая достаточно выраженную имму-
номодулирующую активность ЭХА в дозе 1 мкг/кг, мож-
но предположить перспективность продолжения работ 
по исследованию иммунотропной активности ЭХА в до-
зах меньших, чем 1 мг/кг. При условии проведения допол-
нительных исследований иммуномодулирующей и имму-
ноадъювантной активности ЭХА возможно расширение 
вариантов фармакологического использования данного 
нафтохинонового препарата путем его применения в им-
мунологической практике, а также – как вероятного им-
мунологического адъюванта при вакцинации.

СТИМУЛИРУЮЩЕЕ ВЛИЯНИЕ ИНГИбИТОРА 
АКТИВНОСТИ ИНДОЛАМИН-2,3-ДИОКСИГЕНАЗЫ 
1-МЕТИЛ-D-ТРИПТОФАНА НА РОСТ ИММУНОГЕННОЙ 
ОПУХОЛИ У МЫШЕЙ

Попова Н.А. , Васильева Е.Д., Каледин В.И., 
Николин В.П.

Институт цитологии и генетики СОРАН, 
г. Новосибирск, Россия 

Фермент индоламин-2,3-диоксигеназа (ИДО), ка-
таболизирующий триптофан по кинурениновому пути, 
создает его локальный дефицит при избытке токсичных 
для Т-лимфоцитов продуктов катаболизма. Таким обра-
зом ИДО ингибирует иммунный ответ. Поскольку ИДО 
экспрессируется во ногих опухолях и макрофагах, ин-
фильтрирующих опухоль, полагают, что активность этого 
фермента может играть роль в механизме регуляции роста 

иммуногенных опухолей. Можно предположить, что син-
тезируя ИДО, иммуногенные опухоли избегают иммун-
ную атаку со стороны организма. В представленной рабо-
те мы на модели заведомо иммуногенной опухоли гепато-
карциноме Г-29 (Г-29) изучали влияние ингибитора ак-
тивности ИДО 1-метил-D-триптофана на противоопухо-
левый иммунитет. Эта опухоль, возникшая у мыши линии 
СВА, прививается и у мышей линии С3НА, однако у по-
следних в ряде случаев прекращает рост и регрессирует. 
При введении ингибитора ИДО 1-метил-D-триптофана 
непосредственно в опухоль в течение 13 дней ежедневно 
в дозе 1 мг на мышь, мы вопреки ожидаемому получили 
не торможение роста опухоли, а стимуляцию. В резуль-
тате продолжительность жизни подопытных животных 
была достоверно меньше, чем контрольных. Получен-
ный парадоксальный на первый взгляд результат может 
быть объяснен сложностью механизмов патологической 
иммунной привилегии, в которых развивается опухоль. 
В этих условиях стимуляция иммунитета может привести 
не к торможению, а к стимуляции опухолевого роста.

ПОЛУЧЕНИЕ КОЛЛЕКЦИИ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 
АНТИТЕЛ К АФП 

Порываева В.А., Агафонова О.А., Шевченко Ю.А., 
Решетников С.С., Гришаев М.П.
ЗАО «Вектор-Бест», п. Кольцово, Новосибирская обл., 
Россия

Количественное определение альфафетопротеина 
(АФП) в современной диагностике может быть исполь-
зовано для мониторинга состояния плода во время бе-
ременности и для диагностики некоторых форм раковых 
заболеваний. АФП представляет собой гликозилирован-
ный белок, причем гликозидная часть имеет непостоян-
ную структуру и состав. Раковый и эмбриональный бел-
ки имеют одинаковую белковую основу, но разные гли-
козидные части.

Целью работы было получение моноклональных ан-
тител (МоАТ) к АФП с задачей дальнейшего использова-
ния их для диагностических целей.

Материалы и методы. Для получения гибридом мышей 
линии BALB/c иммунизировали двумя препаратами АФП 
природного происхождения: раковым (АФПр) и эмбрио-
нальным (АФПэ). Спленоциты иммунизированных мы-
шей сливали с клетками мышиной миеломы NS1. Иссле-
дование наличия целевых антител к АФПр и АФПэ про-
водили в непрямом твердофазном ИФА. Гибридомы кло-
нировали методом предельных разведений. Эпитопное 
картирование проводили с использованием конкурент-
ного ИФА.

Результаты и обсуждение. В результате получено 187 
первичных культур гибридом с синтезом целевых анти-
тел. Из них 12 культур гибридом получили от мышей, им-
мунизированных раковым антигеном, а остальные 175 – 
от мышей, иммунизированных эмбриональным антиге-
ном. Первичный скрининг антителопродукции получен-
ных гибридом проводили по реакции культуральных су-
пернатантов с раковым и эмбриональным АФП в непря-
мом ИФА. Дальнейшее титрование культуральных супер-
натантов с АФПэ и АФПр показало, что многие АТ оди-
наково реагировали как с раковым, так и с эмбриональ-
ным АФП. Антитела 20% гибридом предпочитали АФП 
эмбриональный как по соотношению титров, так и по со-
отношению сигналов. Не было АТ, предпочитающих ра-
ковый АФП, а также таких, которые реагировали толь-
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ко с одним из 2-х АФП. Известно, что АФП имеет очень 
высокую степень гомологии с рядом белков, в частности 
с ЧСА. Нами показано, что перекрестную реакцию с ЧСА 
имели антитела только 5 гибридомных культур.

10 гибридом были отклонированы до однородности 
свойств субклонов по продукции антител, для них полу-
чены асцитные препараты, антитела очищены и синтези-
рованы пероксидазные конъюгаты моноклональных ан-
тител. С помощью полученных нами конъюгатов методом 
твердофазного конкурентного ИФА на сегодняшний день 
нами выявлено 4 неперекрывающихся антигенных участ-
ка как на молекуле АФПэ, так и аналогично на АФПр. 
Антитела мажорной группы конкуренции, связываю-
щие эпитоп для МоАТ 36А6, присутствуют в культураль-
ных супернатантах 36% гибридом нашей коллекции, ан-
титела для каждого из других 3-х эпитопов – в менее чем 
17%. Используя препараты очищенных МоАТ для сорб-
ции в лунки полистироловых планшетов и пероксидаз-
ные конъюгаты МоАТ из разных групп конкуренции мы 
получили пилотные варианты тест-систем для выявления 
АФПр и АФПэ в «сэндвич»-варианте ИФА.

ИНДУКЦИЯ ГУМОРАЛЬНОГО ОТВЕТА К АУТОАНТИГЕНУ 
С ПОМОЩЬЮ В-ЭПИТОПА АУТОАНТИГЕНА 
И Т-ЭПИТОПА ЧУЖЕРОДНОГО АНТИГЕНА

Прохоров А,В.1, Зубарева А.А., Свирщевская Е.В.
ИБХ РАН, Москва, Россия 
1 Центр «Биоинженерия» РАН, Москва, Россия

Для изучения патогенеза аутоиммунных заболеваний 
в ряде случаев требуется получение антител у опытных 
животных к собственным антигенам. Поскольку ответ 
на собствнные антигены находится под контролем цен-
тральной и периферической толерантности, то зачастую 
бывает невозможно смоделировать аутоиммунный про-
цесс.

Целью данной работы была проверка гипотезы ин-
дукции антител к собственному белку десмоглеину 3 
(ДСГ3) с помощью пептидной конструкции, состоящей 
из В-эпитопа ДСГ3 и Т-эпитопа чужеродного белка. Мы 
использовали три пептида из вируса гриппа штамма H1N1. 
Для эффективного распознавания В-эпитопов требуется 
физическая связь между Т- и В-эпитопами. С этой целью 
использовали либо линкер из низкомолекулярного хито-
зана, либо наночастицы гексаноилхитозана, на которые 
сорбировали Т- и В - эпитопы. Мышей линии BALB/c 
иммунизировали внутрибрюшинно смесью пептидов; 
коньюгатами пептидов или сорбированными на наноча-
стицах пептидами. Иммунизацию повторяли через неде-
лю. Кровь на анализ забирали через 5 дней после второй 
иммунизации. Наличие антител к В-эпитопу ДСГ3 опре-
деляли с помошью пептдного иммуно-ферментного ана-
лиза. Показали, что введение смеси пептидов не вызы-
вает гуморального ответа на В-пептид ДСГ3, также как и 
на Т-пептиды белков вируса гриппа. Иммунизация ко-
ньюгатом Т-В пептидов на хитозановом линкере вызы-
вала выраженный гуморальный ответ на В-эпитоп. Им-
мунизация пептидами, сорбированными на наночасти-
цах также вызывала иммунный ответ, хотя и менее вы-
раженный. Таким образом, мы показали, что для индук-
ции ответа на аутоантиген можно использовать В-эпитоп 
из этого антигена и универсальный Т-эпитоп из чужерод-
ного антигена, например из белков вируса гриппа. 

Работа поддержана ФЦП «Научные и педагогические 
кадры иновационной России на 2009-2013 годы», Госкон-
тракт № 14.740.11.0454.

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ МЕСТНОГО ПРИМЕНЕНИЯ 
РЕКОМбИНАНТНОГО ИНТЕРЛЕЙКИНА-1β НА ПРОЦЕССЫ 
ВОСПАЛЕНИЯ, РЕПАРАЦИИ И ИНФИЛЬТРАЦИИ 
ЛЕЙКОЦИТАМИ СЛИЗИСТОЙ ОбОЛОЧКИ ЖЕЛУДКА 
КРЫС

Сазонова Т.А., Варюшина Е.А., Александров Г.В., 
Симбирцев А.С.

ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА России, Санкт-
Петербург, Россия

Введение. Заживление повреждений слизистой обо-
лочки желудка (СОЖ) регулируется многими факторами, 
центральную роль в нем играют цитокины. Интерлей-
кин-1β (IL-1β) является одним из ключевых цитокино-
вых медиаторов иммунного ответа с широкой биологи-
ческой активностью. Мишенями IL-1β являются практи-
чески все типы клеток. Известно, что IL-1β играет важ-
ную роль в процессах репарации. Местное применение 
рекомбинантного IL-1β способно стимулировать репа-
ративные процессы, при этом позволяет избежать многих 
побочных эффектов, которые могут возникать при си-
стемном применении. 

Цель. Целью нашей работы было изучение местно-
го влияния рекомбинантного IL-1β человека на процес-
сы репарации слизистой оболочки желудка (СОЖ) у крыс 
и инфильтрацию ее лейкоцитами (макрофагами и ней-
трофилами) в очаге поражения. 

Материалы и методы. Была использована модель хро-
нического поражения СОЖ, индуцированного апплика-
цией уксусной кислоты, а также модель острого пораже-
ния СОЖ, индуцированного внутрижелудочным введе-
нием 96% этанола. Контрольные группы получали содо-
вый раствор без IL-1β. Опытным группам вводили реком-
бинантный IL-1β в 4% содовом растворе внутрижелудоч-
но с помощью зонда. Проводилось планиметрическое, 
гистологическое и гистохимическое исследование. 

Результаты. Вначале нами была изучена модель хро-
нического поражения. Результаты планиметрическо-
го и гистохимического исследования показали, что трех-
кратное введение IL-1β с 3 по 5-й день эксперимента 
в дозе 100 нг/мл позволяло добиться максимального сни-
жения площади поражения СОЖ, а также достоверно-
го увеличения как общего числа нейтрофильных грану-
лоцитов, так и количества активных нейтрофилов в под-
слизистой основе СОЖ. При изучении модели спиртово-
го поражения, было показано, что максимальные пора-
жения и инфильтрация СОЖ нейтрофилами происходит 
на сроке 24 часа, максимальное количество макрофагов 
наблюдалось на сроке 72 часа. В экспериментах с IL-1β, 
препарат вводили через два часа после введения спирта. 
Применение IL-1β в дозе 50 нг/мл и 5 мкг/мл достоверно 
уменьшало площадь поражения СОЖ на сроке наблюде-
ния 24 часа. Гистохимическое исследование показало, что 
IL-1β в дозе 5 мкг/мл достоверно увеличивал инфильтра-
цию СОЖ макрофагами на данном сроке.

Заключение. Таким образом, при внутрижелудочном 
введении IL-1β может снижать поражения СОЖ в двух 
изученных моделях, и влиять на лейкоциты в очаге пора-
жения.
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ 
В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ МЫШЕЙ ПРИ ИНФЕКЦИИ 
ВИРУСОМ КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА

Саличев А.В., Гришина К.Г., Санин А.В.1, 
Пронин А.В.1, Наровлянский А.Н.1, Ожерелков С.В.

Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов 
им. М.П. Чумакова РАМН, Москва, Россия 
1 ФГБУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи 
Минздравсоцразвития РФ, Москва, Россия

Исторически вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) 
был отнесен к нейротропным возбудителям инфекции. 
На основании имеющихся на сегодняшний день лите-
ратурных данных (Леонова Г.Н., 2009) можно утверж-
дать, что у данного вируса имеется тропность прежде все-
го к лимфоидным клеткам. Коррекция иммунного отве-
та при инфекции ВКЭ может существенно облегчить её 
течение. Одним из препаратов, обладающих как притово-
вирусным, так и иммуномодулирующим свойством, явля-
ется Фоспренилтм (ФП), содержащий полипренилфосфат 
натрия. ФП проявляет противовирусную активность в от-
ношении целого ряда вирусов (среди которых ВКЭ, вирус 
простого герпеса 1-го типа и др.). В то же время особен-
ности защитного действия ФП в непосредственном очаге 
воспаления – головном мозге, не изучены.

Целью данной работы являлось изучение влияния 
препарата ФП на течение инфекции ВКЭ и индукцию 
цитокинов (ЦТ) в головном мозге мышей при интрацере-
бральном (ИЦ) введении вируса и препарата.

В ходе работы выявлено, что при ИЦ заражении мы-
шей линии Balb/c массой 12-14 г ВКЭ и одновременном 
введении ФП в дозе 60 мкг/мышь наблюдается суще-
ственное снижение летальности животных по сравнению 
с группами, зараженными той же дозой вируса, но без 
введения ФП. Наблюдалось снижение летальности с 67% 
в группе животных, инфицированных ВКЭ, до 9% в груп-
пе мышей, которым одновременно вводили ФП и ВКЭ. 
При ИЦ заражении мышей ВКЭ в более низкой дозе, ре-
гистрировалась гибель 27% животных, а при совмест-
ном введении ФП и ВКЭ мыши выживали в 100% случа-

ев. Было отмечено, что у большинства животных, зара-
женных ВКЭ, проявлялась выраженная неврологическая 
симптоматика инфекции (парезы или параличи задних 
конечностей) с последующей гибелью. При заражении 
животных ВКЭ и совместном введении ФП случаев не-
врологической симптоматики отмечено не было. Можно 
предположить, что наблюдаемая высокая степень защиты 
мышей препаратом ФП обусловлена его иммуномодули-
рующим действием и влиянием на выработку различных 
ЦТ в очаге инфекционного поражения ткани головного 
мозга. Для проверки данной гипотезы, а также для изу-
чения механизмов иммунопатогенеза ВКЭ-инфекции 
было проведено определение уровней экспрессии генов 
различных ЦТ (IL-1α, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12α, 
IL-12β, IL-15, IL-18, IL-23, IFNγ, TNFα), поверхностных 
клеточных маркеров – CD4 и CD25 и транскрипционно-
го фактора NF-κB в ткани головного мозга мышей. В ис-
следование вошли группы с наличием (на 5-9 сутки по-
сле заражения) и отсутствием (на 15-е сутки после зара-
жения) неврологической симптоматики. В группе живот-
ных с параличами задних конечностей было зарегистри-
ровано значительное повышение экспрессии ряда ЦТ 
(см. табл.). Контролем послужили животные, которым 
вводили ИЦ 0,03 мл среды 199. Уровни экспрессии на 5-е 
и 9-е сутки после заражения, помеченные звездочкой (*), 
достоверно отличаются друг от друга. Транскрипты генов 
TNFα и IL-10 в контроле не обнаруживались, поэтому их 
минимальное значение (в группе на 5-е сутки после за-
ражения) принято за 1. Уровни экспрессии генов IL-12α, 
IL- 18, IL-23 и CD4 не отличались от контрольных зна-
чений. Отмечено, что транскрипт гена IL-4 определял-
ся у всех контрольных животных, при этом у животных 
с неврологической симптоматикой КЭ он присутствовал 
только у 2 из 6-ти особей. Значения экспрессии исследу-
емых генов у выживших мышей не отличались от кон-
трольных. 

Таким образом, показано, что неврологическая сим-
птоматика ВКЭ-инфекции ассоциирована с целым ка-
скадом увеличения экспрессии генов различных имму-
норегуляторных молекул в головном мозге, что является 
как отражением остропротекающего КЭ, так и, вероятно, 

Таблица. увелиЧение ЭКСпреССии Генов цТ в Головном мозГе мышей С невролоГиЧеСКой 
СимпТомаТиКой на 5-е и 9-е СуТКи поСле иц введениЯ вКЭ по СравнениЮ С КонТролем (p < 0,05) 
(К ТезиСам СалиЧева а.в. и др.)

5-е сутки после заражения 9-е сутки после заражения

IL-1α 6,14 10,55

IL-1β 12,43 28,1

IL-6 116,54 1260,32

IL-10 1* 87,8*

IL-12b 1975,42 7974

IL-15 4,8 20,71

IFNγ 9,26* 1234,5*

TNFα 1* 10,5*

NF-κB 6 5

CD25 27,85* 458,47*
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дополнительным патогенетическим фактором инфекци-
онного процесса.

ВЛИЯНИЕ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЖИРОВОЙ 
ТКАНИ (СКЖТ) НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ И ПРОДУКЦИЮ 
ИММУНОГЛОбУЛИНОВ (Ig) КУЛЬТИВИРУЕМЫМИ 
B-КЛЕТОЧНЫМИ ЛИНИЯМИ

Самойлович М.П., Шашкова О.А., Вартанян Н.Л., 
Пиневич А.А., Руденко И.Я., Климович В.Б.
ФГУ РНЦ радиологии и хирургических технологий, 
Санкт-Петербург, Россия

Сведения о влиянии СКЖТ на функции B-лимфоцитов 
противоречивы, что может быть обусловлено различия-
ми в способах тестирования, а также неодинаковой сте-
пенью зрелости исследуемых клеток. Культивируемые 
B-клеточные линии представляют собой однородные по-
пуляции трансформированных клеток, блокированных 
на разных стадиях дифференцировки. Лимфобластоид-
ные клетки линии Namalva соответствуют стадии незре-
лых В-лимфоцитов. Они синтезируют небольшие коли-
чества IgM лямбда-типа. Клетки линии U266 по уровню 
дифференцировки соответствуют стадии плазмабластов 
и являются сильными продуцентами IgE- лямбда-типа. 

Задача работы состояла в изучении влияния СКЖТ 
на пролиферацию клеток указанных линий и продукцию 
ими молекул Ig. 

Клеточные линии Namalva и U266 были получены 
из Российской коллекции клеточных культур ИЦ РАН. 
Источником СКЖТ служила подкожная жировая ткань 
пациентов, удаленная в ходе выполнения плановых хи-
рургических операций. Ткань измельчали, диссоциирова-
ли с помощью коллагеназы и помещали в культуральные 
флаконы. Неприлипающие к пластику клетки удаляли 
через 24 часа. СКЖТ культивировали в среде DMEM-F12 
с 10% эмбриональной телячьей сыворотки в атмосфере 
с 5% CO

2
. Фенотипирование с помощью проточной цито-

метрии выявило набор характерных для СКЖТ маркеров. 
Для сокультивирования с В-клеточными линиями СКЖТ 
засевали в планшеты из расчета 5000 клеток на см2, че-
рез сутки в те же ячейки рассевали лимфоидные клетки 
в концентрациях от 500 до 100 000 клеток в мл. В ряде экс-
периментов вместо СКЖТ использовали среду, кондици-
онированную этими клетками. На 5 сутки после пере-
сева собирали клеточные суспензии и в них определяли 
концентрацию клеток. С помощью проточной цитоме-
трии оценивали состав клеточных популяций по содер-
жанию цитоплазматического Ig. Методом ИФА исследо-
вали концентрацию Ig в среде культивирования. 

Установлено, что клетки Namalva и U266 могут вы-
живать и пролиферировать только при рассеве в высоких 
концентрациях (5000 и 2000 клеток в мл, соответственно). 
Сокультивирование этих клеток с СКЖТ способствовало 
их выживанию и стимулировало пролиферацию даже при 
самых низких посевных концентрациях. Эффект под-
держания жизнеспособности и стимуляции пролифера-
ции был наиболее выражен при культивировании в усло-
виях дефицита сывороточных ростовых факторов. Сре-
да, кондиционированная СКЖТ, частично воспроизво-
дила эффект присутствия СКЖТ, т.к. стимулировала про-
лиферацию только после достижения критической кон-
центрации лимфоидных клеток. При сокультивировании 
клеток Namalva с СКЖТ отмечено 3-10-кратное сниже-
ние продукции IgM. Присутствие СКЖТ при культиви-

ровании клеток U266 не влияло на внутриклеточное со-
держание и секрецию IgE. Выявленные особенности двух 
линий по продукции Ig, вероятно, связаны с различиями 
в распределении синтетической и секреторной активно-
сти на протяжении клеточного цикла.

Таким образом СКЖТ при сокультивировании с клет-
ками двух трансформированных B-клеточных линий, 
различающихся по стадии дифференцировки, способ-
ствовали их выживанию и пролиферации.

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ ПРИ ЭТАНОЛОВОМ 
И СТРЕССОРНОМ ПОВРЕЖДЕНИЯХ ЖЕЛУДКА У КРЫС 
РАЗНЫХ ЛИНИЙ

Сангаджиева А.Д.1, Бакаева З.В.1, Самонина Г.Е.1, 
Шаповал И.М.2, Осипова В.А.2, Мезенцева М.В.2

1 Московский Государственный Университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия 
2 ФГБУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи 
Минздравсоцразвития России, Москва, Россия

Глипролины (ГП) – эти короткие пептиды, облада-
ющие широким спектром биологических активностей, 
являются эндогенными регуляторами. Они образуются 
в процессе синтеза и деградации коллагена и других бел-
ков соединительнотканного матрикса. К данному семей-
ству относятся простейшие ди- и трипептиды Pro-Gly-
Pro (PGP), Pro-Gly (PG), Gly-Pro (GP) и другие. На раз-
ных моделях язвообразования, отражающих различные 
аспекты ульцерогенеза, были показаны протекторные 
и лечебные свойства многих глипролинов. 

Целью данной работы являлось изучение влияния 
Pro-Gly-Pro (PGP) на экспрессию генов основных регу-
ляторных цитокинов при этаноловом и стрессорном яз-
вообразовании у крыс, используемых для эксперимен-
тальных исследований. 

Материалы и методы. Эксперименты проводили 
на самцах белых беспородных крыс (этаноловая модель) 
и самцах крыс линии Вистар (стрессорная модель). Жи-
вотным опытных групп за час до проведения экспери-
мента интраназально вводили короткий пептид PGP, раз-
работанный в Институте Молекулярной генетике РАН, 
в дозе 3,7 мкм/кг в объеме 10 мкл/200 г, контрольной груп-
пе – физиологический раствор в том же объеме. Этано-
ловые повреждения слизистой оболочки желудка (СОЖ) 
вызывали внутрижелудочным введением 96°-го этанола 
(1 мл/200 г веса). Стресс вызывали 30-минутным плава-
нием в «холодной воде» при температуре 21 °С. Площадь 
язвенных повреждений СОЖ (мм2) рассчитывали с помо-
щью бинокулярной лупы с окуляр-микрометром. Стати-
стическую обработку результатов рассчитывали по крите-
риям Стьюдента и Манна–Уитни. Для определения ак-
тивности мРНК 11 цитокинов в мононуклеарах перифе-
рической крови использовали методы обратной транс-
крипции и полимеразной цепной реакции.

Результаты. Выявлено, что экспрессия генов интерфе-
рона IFNα и IFNγ происходит на одном и том же уровне 
у крыс разных линий, причем, в 10-20% случаев у беспо-
родных крыс чаще наблюдается активная транскрипция 
интерлейкина IL-1β, IL-12, IL-17 и реже – IL-2, IL-10 
и IL-18. Статистически значимые отличия были получе-
ны по следующим показателям: у крыс линии Вистар до-
стоверно чаще регистрируется мРНК IL-6, а у беспород-
ных крыс чаще выявляется мРНК противовоспалитель-
ного цитокина IL-4 и провоспалительных – IL-8, TNFα. 
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Можно предположить, что у беспородных крыс выше 
функциональная активность Th2 (ориентируясь на ак-
тивную экспрессию гена IL-4) и моноцитов/макрофа-
гов (IL-1β, IL-12, IL-8, TNFα), чем у крыс линии Вистар, 
у которых активнее экспрессируются гены цитокинов, 
синтезируемые Th1 лимфоцитами (IL-2), Treg (IL- 10) 
и также макрофагами (IL-6, IL-18).

Через час после введения PGP (3,7 мкмоль/кг, интра-
назально) у крыс линии Вистар выявлена тенденция к ак-
тивации транскрипции цитокинов, участвующих в анти-
тельном ответе IL-4 (статистически достоверно) и IL-10, 
а также – IL-8 и IL-18. У беспородных крыс примене-
ние PGP вызывало угнетение транскрипции IFNα, IL-6, 
IL- 8, IL-10, IL-17, TNFα. Изменение уровня транскрип-
ции цитокинов у крыс под влиянием PGP, вероятно, свя-
зано с тем, что этот глипролиновый трипептид относится 
к регуляторным пептидам.

Этанол и стресс вызывали повреждения СОЖ, пло-
щадь которых в среднем составила 144,46 мм2 и 0,88 мм2 
соответственно. Противоязвенный эффект (ПЭ) PGP 
на этаноловой и стрессорной моделях язвообразования 
был равен 52% и 76% соответственно. Внутрижелудочное 
введение этанола сопровождалось активацией экспрес-
сии генов IFNγ, IL-6, IL-8, IL-17 и подавлением транс-
крипции IL-12. На фоне PGP этаноловые повреждения 
сопровождались достоверным понижением транскрип-
ции IL-12. Также наблюдалась тенденция к угнетению 
транскрипции IFNγ. Стресс повышал экспрессию проти-
вовоспалительного цитокина IL-4 (p < 0,05), IL-12, угне-
тал экспрессию – IL-1β, IL-18. При этом введение PGP 
способствовало активации транскрипции IL-4 и угнете-
нию экспрессии гена IL-6. 

Заключение. Проведенные исследования позволили 
выявить закономерности экспрессии генов цитокинов 
у крыс в норме и при язвообразовании на разных экспе-
риментальных моделях. Сделана попытка провести кон-
тролируемое лечение язвообразования у крыс с помощью 
короткого пептида.

Работа выполнена при поддержке РФФИ. Грант 
№ 09-04-00669-а.

ФОСФОРИЛИРОВАННЫЕ ПОЛИИЗОПРЕНОИДЫ 
РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ ПРОЯВЛЯЮТ 
ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ
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Введение. Фосфорилированные полиизопреноиды 
(ФП) растительного происхождения, в частности Фо-
спренил и Гамапрен, обладают высокой противовирус-
ной активностью, которая связана как с прямым дей-
ствием на вирусные частицы, так и опосредована через 
воздействие на иммунную систему. Поскольку одним 
из важных компонентов противовирусного иммунитета 
является воспалительная реакция, было начато исследо-
вание возможных противовоспалительных свойств ФП 
в различных тест-системах. В частности, была продемон-

стрирована способность ФП оказывать выраженное ин-
гибирующее воздействие на активность 5-липоксигеназы 
(катализирует первые два шага метаболизма арахидоно-
вой кислоты в лейкотриены) и 15-липоксигеназы (в ре-
зультате последовательного действия двух липоксиге-
наз – 15-ЛПГ и 5-ЛПГ – из арахидоновой кислоты об-
разуются липоксины, регулирующие клеточные реакции 
воспаления).

Целью данной работы было изучение возможного 
противовоспалительного действия ФП на моделях отека 
лапы крыс, индуцированного каррагинаном или полным 
адъювантом Фрейндта (ПАФ). 

Материалы и методы. В качестве источника ФП ис-
пользовали препарат Фоспренил производства ЗАО 
«Микро-плюс», содержавший 4 мг полипренилфосфата 
натрия в 1 мл.

1. Модель каррагинан–индуцированного отека лапы 
крыс. В правую лапу крысы субплантарно вводили 1% 
раствор каррагинана в объеме 0,1 мл. ФП в дозах 2, 4, 
10 мг/кг вводили внутрибрюшинно за 30 мин до вве-
дения каррагинана, препарат сравнения индометацин 
в дозе 10 мг/кг применяли внутрижелудочно за 60 мин 
до инъекции каррагинана. Измерение объема лап про-
водили с помощью цифрового водяного плетизмометра 
(Ugo Basеl) через 4 часа после введения каррагинана. Те-
рапевтическое воздействие вещества оценивали по степе-
ни угнетения воспалительной реакции в сравнении с ин-
тактной левой лапой данного животного и реакцией лап 
крыс контрольной группы.

2. Модель ПАФ-индуцированного отека лапы крыс. 
ПАФ вводили субплантарно в правую лапу крысы в объе-
ме 0,1 мл. ФП в дозах 2,4, и 10 мг/кг вводили в/б за 30 мин 
до введения ПАФ и через 1 час после введения. Препарат 
сравнения индометацин в дозе 10 мг/кг применяли вну-
трижелудочно за 1 час до введения ПАФ и через 1 час по-
сле введения. 

Результаты. Установлено, что ФП на модели 
каррагинан-индуцированного отека оказывает противо-
воспалительное действие, хотя и более слабое, чем индо-
метацин. В дозе 2 мг/кг ФП ингибирует отек лапы на 22,8 
%, а в дозе 10 мг/кг – на 34,5 %. 

На модели ПАФ-индуцированного отека ФП проявил 
слабовыраженный противовоспалительный эффект. Ин-
гибирование отека в дозе 2 мг/кг составляло 17,1%, в дозе 
4 мг/кг –19,8 и в дозе 10 мг/кг – 11,5%. 

Заключение. Таким образом, при изучении противо-
воспалительного действия ФП на моделях каррагинан- 
и ПАФ-индуцированных отеков лапы крысы у ФП обна-
ружены противовоспалительные свойства. Учитывая ра-
нее полученные данные о наличии ингибирующего воз-
действия ФП на активность 5-липоксигеназы и 15-ли-
поксигеназы, мы заключаем, что ФП обладает проти-
вовоспалительной активностью, которая проявляется 
по-разному в различных тест-системах.

ИЗМЕНЕНИЯ МИГРАЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ 
МОНОЦИТОПОДОбНЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ THP-1 
ПОД ВЛИЯНИЕМ КОМПОНЕНТОВ STREPTOCOCCUS 
PYOGENES M22.

Старикова Э.А., Бурова Л.А., Фрейдлин И.С. 
НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН,  
Санкт-Петербург, Россия

Введение. В участке воспаления в ходе развития ин-
фекционного процесса накапливаются продукты дегра-
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дации бактериальных клеток. Мишенями действия ком-
понентов бактерий становятся эндотелий сосудов и ми-
грирующие в очаг инфекции лейкоциты.

Целью данного исследования было сравнительное из-
учение влияния компонентов S. pyogenes на хемотаксис 
и трансэндотелиальную миграцию (ТЭМ) моноцитопо-
добных клеток.

Материалы и методы. В работе использовался супер-
натант разрушенных ультразвуком S. pyogenes тип М22, 
стерилизованный фильтрацией («лизат стрептококка»). 
Моноцитоподобные клетки перевиваемой линии THP-1 
и эндотелиальные линии EA.hy926 культивировали в сре-
де с необходимыми добавками, при 37 °C во влажной ат-
мосфере с 5% CO

2
. Экспрессию поверхностных моле-

кул после 4-часовой инкубации с «лизатом стрептокок-
ка» оценивали с использованием моноклональных анти-
тел, методом проточной цитометрии. Миграцию (хемо-
таксис) клеток THP-1 изучали в трансвеллах с диаметром 
пор 8 мкм (экспозиция 2 ч), трансэндотелиальную мигра-
цию (ТЭМ) клеток THP-1 оценивали в таких же транс-
веллах с преформированным конфлюэнтным монослоем 
эндотелиальных клеток (экспозиция 3 ч). Для оценки ин-
тенсивности миграции и трансмиграции в содержимом 
нижних камер подсчитывали количество клеток THP-1. 
В некоторых случаях проводили суточную преинкубацию 
клеток с «лизатом стрептококка».

Результаты. «Лизат стрептококка», помещенный 
в нижнюю камеру трансвелл, проявлял высокую, стати-
стически достоверную и дозозависимую активность хе-
моаттрактанта для клеток THP-1. Интенсивность ми-
грации клеток ТНР-1 при наличии лизата только в верх-
ней камере достоверно не отличалась от уровня спонтан-
ной миграции. Интенсивность миграции клеток ТНР-1 
в случае присутствия лизата и в верхней и в нижней каме-
рах была достоверно ниже, чем интенсивность миграции 
этих клеток в случае присутствия лизата только в нижней 
камере, хотя была в 7 раз выше соответствующего спон-
танного уровня. Интенсивность ТЭМ в присутствии ли-
зата в нижней камере трансвелл была в 2,7 раза выше, чем 
спонтанная ТЭМ. Для уточнения точек приложения дей-
ствия «лизата стрептококка» проводили преинкубацию 
эндотелиальных клеток или клеток ТНР-1 в присутствии 
«лизата стрептококка». Суточная преинкубация клеток 
ТНР-1 в присутствии лизата приводила к полной инги-
биции их миграции и трансмиграции. В то же время, су-
точная преинкубация ЭК в присутствии лизата не влия-
ла на интенсивность трансмиграции. После инкубации 
клеток THP-1 в присутствии «лизата стрептококка» в те-
чение 4 часов уровни экспрессии адгезионных молекул 
CD49d, CD99, CD31 повышались незначительно, а уро-
вень экспрессии CD11b снижался. После инкубации эн-
дотелиальных клеток в присутствии «лизата стрептокок-
ка» уровни экспрессии лигандов для этих молекул на эн-
дотелиальных клетках несколько снижались. Таким обра-
зом, стимулирующее миграционную активность клеток 
THP-1 действие «лизата стрептококка» не было связано 
с изменениями уровней экспрессии адгезионных моле-
кул. Однако преинкубация клеток THP-1 или эндотели-
альных клеток в присутствии блокирующих антител про-
тив адгезионной молекулы CD99 приводила к полной ин-
гибиции спонтанной ТЭМ и снижению интенсивности 
индуцированной «лизатом стрептококка» ТЭМ до уров-
ня спонтанной (в 3 раза). Оба эффекта были статистиче-
ски достоверны. 

Заключение. Полученные данные говорят в пользу 
участия адгезионных молекул CD99 в регуляции спон-

танной и индуцированной «лизатом стрептококка» ТЭМ 
клеток THP-1. Компоненты лизата стрептококка в зави-
симости от срока инкубации разнонаправленно влияют 
на миграционную активность клеток THP-1. Повышение 
интенсивности ТЭМ в присутствии лизата, в основном 
связано с активностью трансмигрирующих клеток.

ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ШТАММОВ 
СТРЕПТОКОККОВ ГРУППЫ А СЕРОТИПА М49 
НА ГЕПАТОМУ 22а У МЫШЕЙ

Суворова М.А., Потатуева О.О., Киселева Е.П.

НИИЭМ СЗО РАМН, Санкт-Петербург, Россия

Поиск альтернативных подходов к терапии онколо-
гических заболеваний – одна из важнейших задач со-
временной иммунотерапии. Механизмы, приводящие 
к регрессии опухолей при применении продуктов жиз-
недеятельности микроорганизмов, содержащих патоген-
ассоциированные микробные паттерны (PAMPs), актив-
но изучаются. Было показано, что стрептококки груп-
пы А (СГА) серотипа М49 обладают высоким терапев-
тическим эффектом в отношении перевиваемой опухо-
ли поджелудочной железы у мышей (Maletzki et al., 2008). 
Предполагается, что основе противоопухолевого эффек-
та стрептококков лежат иммунологические механизмы. 
В ходе разработки экспериментальной модели для их из-
учения нами было исследовано взаимодействие различ-
ных штаммов СГА из коллекции Отдела молекулярной 
микробиологии НИИЭМ СЗО РАМН с клетками синген-
ной перевиваемой опухоли гепатомы 22а у мышей.

Целью данного исследования был поиск наиболее 
эффективного штамма стрептококков серотипа М49, 
способного ингибировать рост мышиной гепатомы 22a 
в культуре ткани in vitro, а также развитие данной опухо-
ли у мышей in vivo.

СГА культивировались на среде Todd–Hewitt с 0,5% 
дрожжевым экстрактом при 37 °С в течение суток. Кон-
центрация микроорганизмов определялась спектрофото-
метрически при длине волны 600 нм и методом счетно-
го высева на плотную среду (Columbia blood agar). Опре-
деление генов токсигенности СГА проводилось мето-
дом ПЦР с использованием специфических праймеров 
для генов токсинов (speA, speI, speH). Линия мышиной ге-
патомы 22a культивировалась в среде DMEM с добавле-
нием 10% FCS. Цитотоксические свойства стрептококков 
изучали с помощью метода MOI (multiplicity of infection) 
(Maletzki et al., 2008). Для этого стрептококки и клетки 
гепатомы совместно инкубировали в 96-луночных план-
шетах в течение 4 часов при 37 °С в среде без антибио-
тиков (200000  кл/мл гепатомы/108 КОЕ/мл ), после чего 
количество жизнеспособных клеток гепатомы оценивали 
стпектрофотометрически путем окрашивания метилено-
вым синим. Для изучения влияния СГА на рост опухоли 
мышам C3HA подкожно инокулировали 105 клеток гепа-
томы 22а. Через 14 дней средний размер опухоли достигал 
1,5 см3. Животным однократно вводили различные штам-
мы стрептококков внутрь опухоли по 50 мкл в концентра-
ции 107 КОЕ/мл и в течение 3 недель проводили измере-
ния размера опухолевых узлов..

Эксперименты in vitro показали, что большинство 
штаммов, обладали цитотоксической активностью по от-
ношению к линии мышиной гепатомы. Из 22 исследо-
ванных штаммов 20 обладали различной степенью выра-
женности цитотоксической активности. Только 2 штам-
ма (№ 1, № 6) не приводили к ингибированию роста опу-
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холевых клеток. В дальнейшее исследование были ото-
браны штаммы (№ 1, 13, 15, 16, 22), которые отличались 
по данным исследования in vitro, а также по спектру ге-
нов токсигенности. Эксперимент in vivo показал, что эф-
фект внутриопухолевой инъекции СГА М49 серотипа за-
висел от размеров исходной опухоли у животных и сте-
пени токсигенности штамма СГА. Наиболее эффектив-
но замедляли рост опухолей у мышей штаммы СГА № 13 
и № 16. У двух животных наблюдалось полное исчезнове-
ние опухоли.

В данном исследовании показано, что различные 
штаммы СГА М49 обладают выраженной способностью 
ингибировать рост клеток гепаттомы 22а в экспериментах 
in vitro и in vivo, что указывает на связь данных эффектов 
со способностью стрептококков экспрессировать гены 
токсинов speA, speI, speH. В ходе дальнейших исследова-
ний будут изучены иммунологические механизмы, опо-
средующие противоопухолевый эффект стрептококков.

КЛЮЧЕВЫЕ МУТАЦИИ УСКОЛЬЗАНИЯ ВИРУСА 
ГЕПАТИТА В: ВСЕ ЕЩЕ МУТАНТ ИЛИ НОВЫЙ ВИРУС?

Суслов А.П., Эльгорт Д.А., Фельдшерова А.А., 
Баженов А.И., Хац Ю.С., Третьяков О.Ю., 
Будницкая П.З., Коноплева М.В., Годков М.А., 
Ольшанский А.Я., Туполева Т.А., Голосова Т.В., 
Диденко Л.В., Шевлягина Н.В.
ФГБУ «НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздравсоцразвития России, Москва, Россия

Введение. Вирус гепатита В (ВГВ) постоянно эволю-
ционирует в течение продолжительного времени, что ве-
дет к его генетическому и серологическому разнообра-
зию. Это разнообразие обусловлено в значительной мере 
взаимодействием вируса с его единственным хозяином – 
человеком, а также эволюцией по географическим реги-
онам. Вмешательство человека в эволюционный процесс 
в виде массовой вакцинации или иммунопрофилактики 
или противовирусной терапии может ускорить эволюцию 
вируса, оказав при этом предпочтение его отдельным му-
тантным формам. Мутант G145R, открытый в 1991 году 
Carman et al. – это мутантная форма ВГВ, которая харак-
теризуется выраженной серологической модификацией 
«а» детерминанты малого поверхностного S-белка. Защи-
та против всех генотипов ВГВ определяется антителами, 
направленными против «а» детерминанты. Эта детерми-
нанта представляет собой совокупность конформацион-
ных эпитопов, образованных гидрофильной двухпетель-
ной структурой, образованной и поддерживаемой дис-
ульфидными связями между парами цистеинов, находя-
щимися в 124 и137, а также в 139 и 147 позициях S-белка. 
Мутант G145R, затрагивающий позицию 145 во второй 
петле S-белка, наиболее типичный и стабильный му-
тант ВГВ диагностического и вакцинального «ускольз-
ания». Его обнаруживают при естественной инфекции 
ВГВ, у вакцинированных лиц с «прорывом» инфекции 
ВГВ, а также при специфической иммунотерапии. Этот 
мутант передается как горизонтально, так и вертикально, 
а инфекция этим мутантным вирусом может приводить 
к развитию гепатита. Относительно быстрое и широкое 
распространение мутанта G145R определяется не толь-
ко иммунным прессингом, но и его особыми биологиче-
скими свойствами, которые в настоящее время остают-
ся мало изученными. Серологические свойства мутанта 
G145R настолько изменены, что его не распознают зна-
чительная часть антител, специфичных к эпитопам дико-

го типа ВГВ. Другая широко распространенная серологи-
чески значимая мутация S143L также затрагивает вторую 
петлю S-белка, но глубина серологических изменений от-
носительно незначительна.

Цель работы: оценить взаимосвязь между комплексом 
серологических, конформационных и морфологических 
изменений, вызванных ключевыми серологическими му-
тациями ВГВ, и механизмами эволюции этого вируса.

Задачи работы:
 – определить глубину серологических изменений 

HBsAg, вызываемых двумя рядом расположенными 
в S-гене серологически значимыми мутациями G145R 
и S143L, в сравнении с диким типом ВГВ, используя 
модификации ИФА, специально разработанные авто-
рами для характеристики мутантных HBsAg и количе-
ственной оценки анти-мутантной активности анти-
HBs антител;

 – провести электронно-микроскопическое сравни-
тельное исследование морфологии дикого типа ВГВ 
и его HBsAg-мутантов G145R и S143L;

 – охарактеризовать возможную связь серологи-
ческих различий HBsAg-мутантов с генетической 
и структурной вариабельностью ВГВ; 

 – оценить значение глубины структурных, гене-
тических и серологических преобразований HBsAg-
мутантов для эволюции ВГВ.
Материалы и методы. Сравнительную эпитопную ха-

рактеристику HBsAg мутантного и дикого типа проводи-
ли в твердофазном ИФА с использованием набора из 11 
моно- и 1 поликлонального конъюгатов анти-HBs анти-
тел по разработанному ранее методу (Баженов и соавт., 
2008). Сравнение реактивности против HBsAg мутантно-
го и дикого типа анти-HBs антител, индуцированных при 
вакцинации против гепатита В, а также от пациентов, пе-
реболевших гепатитом В, поводили модифицированным 
конкурентным методом ИФА с использованием диагно-
стических тест-систем производства «Вектор» Новоси-
бирск (Баженов, 2009). HBsAg-мутанты G145R и S143L 
были выделены из изолятов, обнаруженных в результате 
серологического скрининга и генетически охарактеризо-
ванных ранее (Баженов и соавт., 2008). Выделение прово-
дили путем ультрацентрифугирования при 70000 g в гра-
диенте сахарозы. Полученные фракции, в которых со-
держалось минимальное количество общего белка (метод 
Бредфорд) и максимальное содержание HBsAg (ИФА), 
использовали для анализа методом негативного контра-
стирования на трансмиссионном электронном микро-
скопе JEOL 100B, JEOL Japan Co.). Электронную им-
муноцитохимию ВГВ проводили с использованием вто-
ричных антимышиных антител, меченных Au размером 
10 нм.

Основные результаты. Исследование глубины сероло-
гических изменений мутантных вирусов по сравнению 
с диким типом показало следующие результаты. Моди-
фикация S-белка, вызванная мутацией G145R, была кар-
динальной. Из 11 анти-HBs конъюгатов у 10 активность 
снижалась на несколько порядков (среднее снижение 
в 319 раз). У одного моноклинального конъюгата (Н2) ак-
тивность возрастала более, чем на порядок. Серологиче-
ские изменения, вызванные мутацией S143L, были вы-
раженными значительно слабее: резкое (на 3-4 порядка) 
снижение активности было выявлено для 20% мАТ; ак-
тивность мАТ Н2 также увеличивалась, но всего в 2 раза. 

Методом конкурентного ИФА было показано, что 
среди антител, индуцированных при вакцинации против 
гепатита В и содержащихся в сыворотке у людей в отно-
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сительно высоком титре, практически нет антител про-
тив антигенов G145R, тогда как антитела против S143L 
присутствуют на том же уровне, что и антитела против 
ВГВ дикого типа. В то же время, у пациентов, переболев-
ших гепатитом В, антитела против G145R имеются, хотя 
и примерно вдвое меньшем количестве, чем антител про-
тив дикого типа.

При исследовании ультраструктуры ВГВ дикого типа 
были выявлены хорошо описанные ранее частицы ВГВ 
в основном в виде мелких полиморфных сферических ча-
стиц с диаметром 20-30 нм, а также филаметозных форм 
разной длины, но практически того же диаметра. В изо-
ляте c мутантным вирусом G145R, помимо вышеуказан-
ных частиц, в больших количествах были обнаружены ча-
стицы в виде икосаэдра с диаметром более 60 нм, что пре-
вышает размер частиц Дейна (42 нм). Методом иммуно-
цитогистохимии было показано, что с крупными части-
цами связываются антитела Н2, которые хорошо выявля-
ют мутантный вариант G145R, но не антитела 11F3, свя-
зывание которых с мутантом практически отсутствует. 
Оба типа антител хорошо связывались с ВГВ дикого типа. 
Таким образом, методом темнопольной электронной ми-
кроскопии был обнаружен новый морфологический ва-
риант ВГВ увеличенного размера, который можно ассо-
циировать с мутантом G145R.

Заключение. Полученные нами данные показыва-
ют, что глубина серологических изменений поверхност-
ного антигена ВГВ может быть столь значительной, что 
они могут приводить не только к конформационным из-
менениям HBsAg, но и к морфологическим изменениям 
вируса. Выявленные резкие даже по сравнению не толь-
ко с диким типом, но и с другим широко известным се-
рологически значимым мутантом S143L антигенные, им-
муногенные и структурно-морфологические изменения, 
вызванные мутацией G145R, позволяют предположить, 
что эта мутация может быть эволюционно ключевой, ве-
дущей к границе образования нового вида. 

В пользу данного предположения свидетельству-
ют данные других авторов, указывающих на особый ста-
тус мутации G145R в биологии, серологии и иммуноло-
гии ВГВ. Для подтверждения гипотезы необходимы рас-
ширенные исследования биологии, морфологии мутанта, 
особенностей его взаимодействия с иммунной системой, 
а также механизмов патогенности и распространения му-
танта среди разных групп инфицированных ВГВ лиц.

СВЯЗЫВАНИЕ С-РЕАКТИВНОГО бЕЛКА 
С ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ EA.HY 926

Трулев А.С., Назаров П.Г.

НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН,  
Санкт-Петербург, Россия

Исследования по выявлению маркеров воспаления, 
которые могли бы быть полезны в качестве прогности-
ческих при оценке риска развития сердечно-сосудистых 
заболеваний, показали, что, среди прочих, пентраксин 
С-реактивный белок (CRP) – один из наиболее значимых 
предсказателей возможного инфаркта миокарда или на-
рушений в работе сосудов. Более того, CRP не только 
важен в прогностическом отношении, но и сам облада-
ет свойствами, которые могут способствовать или, нао-
борот, препятствовать развитию атеросклероза. Извест-
но, что основным рецептором для CRP на клетках эн-
дотелия являются Fcγ-рецепторы II класса (CD32). Про-
демонстрировано сходство в осуществлении функций 

CRP и иммуноглобулинов класса IgG, в частности, в та-
ких процессах, как опсонизация бактерий и их структур-
ных компонентов, активация комплемента путем связы-
вания C1q. 

Нами было произведено изучение связывания с эн-
дотелиальными клетками человека линии EA.hy 926 очи-
щенного CRP человека, выделенного из асцитной жидко-
сти больных раком (MB Biochemicals, США), который пе-
ред использованием диализовали против большого объе-
ма забуференного фосфатами физиологического раство-
ра (ЗФР; Биолот, Санкт-Петербург, Россия) в течение 24 
часов при 4 °С. Для этого использовали модифицирован-
ный клеточный иммуноферментный анализ: за двое су-
ток до эксперимента в лунки 96-луночного планшета 
вносили клетки линии EA.hy 926 в количестве 15-20 ты-
сяч и инкубировали до образования сплошного моно-
слоя. Затем лунки планшета промывали ЗФР и добавля-
ли 0,05% раствор глутарового альдегида (Reanal, Венгрия) 
на ЗФР для фиксации клеток. После этого производили 
блокировку 3% раствором бычьего сывороточного альбу-
мина. Затем к клеткам добавляли по 50 мкл раствора CRP, 
меченого биотином, в DPBS с ионами Ca2+ и Mg2+ (Био-
лот) или, если изучали связывание CRP и клеток в услови-
ях без катионов, DPBS без катионов с EDTA. Если в опы-
те изучали конкуренцию между CRP и человеческим IgG 
за связывание с клеточными рецепторами, то одновре-
менно с CRP к клеткам добавляли IgG (НИИЭМ им. Па-
стера, Санкт-Петербург); в контрольных лунках иммуно-
глобулин отсутствовал. Кроме того, для того, чтобы по-
казать связывание CRP с Fcγ-рецепторами II и III типа 
на клетках, в лунки одновременно с CRP добавляли ан-
титела против СD16 (Fcγ-рецепторов III типа; МедБио-
Спектр, Москва) и CD32 (Fcγ-рецепторов II типа; Catlag 
Laboratories). В качестве контроля использовали антите-
ла к ICAM-1 (СD54, МедБиоСпектр). По окончании ин-
кубации лунки промывали ЗФР с 0,05% Tween-20, и ин-
кубировали со стрептавидином, конъюгированным с пе-
рексидазой хрена (Calbiochem). После этого лунки опять 
промывали, добавляли раствор 3,3’,5,5’-тетраметилбен-
зидина гидрохлорида (TMB; BD Biosciences, США) и ин-
кубировали в темноте до развития окраски 7 минут, по-
сле чего реакцию останавливали добавлением 50 мкл 1 N 
H

2
SO

4
. Измеряли оптическую плотность продукта реак-

ции при длине волны 450 нм.
Результаты исследования показали, что CRP связы-

вается с клетками независимо от наличия в среде ионов 
Са2+ и Mg2+. Причем в отсутствие катионов это связы-
вание происходило даже интенсивнее. Опыты по конку-
рентному взаимодействию с клетками CRP и IgG, ког-
да к клеткам одновременно добавляли CRP и IgG чело-
века, показали, что при наличии катионов IgG снижает 
связывание. Тогда как в среде без ионов Са2+ и Mg2+ та-
кого ингибирования не происходило. Кроме того, нам 
удалось показать, что одновременное добавление к клет-
кам CRP и антител против Fcγ-рецепторов II и III типа 
приводит к уменьшению количества связавшегося CRP 
(на 24% и 35% соответственно, по отношению к связы-
ванию CRP в отсутствие антител) только при наличии 
в среде катионов Ca2+ и Mg2+. При отсутствии катионов 
различия с контролем не были достоверны. Таким обра-
зом, можно утверждать, что CRP связывается с эндотели-
альными клетками не только за счет Fcγ-рецепторов, но 
и за счет каких-то других кальций-независимых рецеп-
торов. В то же время, ионы кальция способствуют коо-
перации Fcγ-рецепторов и этих «иных» сайтов связыва-
ния CRP на мембране. При агрегации Fcγ-рецепторов 
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IgG-лигандом в присутствии кальция наблюдается нега-
тивная кооперативность и ингибиция связывания CRP.

ИММУНОМОДУЛИРУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ 
КОМПЛЕКСНОГО АДАПТОГЕННОГО РАСТИТЕЛЬНОГО 
СРЕДСТВА ТИбЕТСКОЙ МЕДИЦИНЫ

Тулесонова А.С.1, Хобракова В.Б.2, Гатыпова Д.Ю.1
1 Бурятский государственный университет, г. Улан-Удэ, 
Россия  
2 Институт общей и экспериментальной биологии 
СО РАН, г. Улан-Удэ, Россия

В настоящее время в связи с усилением эколого-
социального прессинга, ростом числа стрессогенных 
факторов, действующих на человека на современном эта-
пе развития общества, отмечается увеличение числа рас-
стройств, связанных с депрессией адаптационных меха-
низмов организма. Одним из путей поиска и разработки 
новых лекарственных средств, повышающих неспецифи-
ческую сопротивляемость организма, является использо-
вание многовекового опыта традиционной тибетской ме-
дицины, отличительной особенностью которой являет-
ся наличие большой группы тонизирующих средств, на-
зываемых «жудлэны». Эти средства назначаются для ле-
чения хронических «истощающих» заболеваний, в герон-
тологической практике, а также для повышения неспец-
ифической сопротивляемости организма. В основопола-
гающих трактатах тибетской медицины (Чжуд-ши, 2001; 
Кунпан дудзи, 2008), а также в рецептурных справочни-
ках приведено более 60 прописей «жудлэнов», в состав 
которых входит сырье природного происхождения: 73 
вида растительного, 20 видов – животного, 9 – минераль-
ного. Нами на основании анализа указанных прописей 
разработано новое многокомпонентное средство, услов-
но названное «жудлэн № 1», в состав которого входит сы-
рье растительного происхождения: плоды шиповника 
(Roza cinnamomea L.), боярышника (Crataegus Sanguinea 
Pall.), облепихи (Hippophae rhamnoides L.), корни астрага-
ла шерстистоцветкового (Astragalus dasyanthus Pall.), лев-
зеи (Rhaponticum carthamoides (Willd.) Iljin.) и корневища 
ревеня (Rheum palmatum L.). Данное средство оказывает 
выраженное адаптогенное действие, повышая неспеци-
фическую резистентность организма к действию стрес-
сорных факторов различной природы. Поскольку извест-
но, что стрессорная реакция, независимо от этиологии 
повреждающего фактора, сопровождается развитием им-
мунодефицитных состояний, представляло интерес ис-
следовать влияние указанного средства на состояние им-
мунной системы организма при экспериментальном им-
мунодефиците.

Целью настоящего исследования явилось опреде-
ление иммуномодулирующего действия комплексного 
адаптогенного растительного средства в отношении кле-
точного и гуморального звеньев иммунного ответа при 
экспериментальном иммунодефиците.

Эксперименты проведены на мышах-самцах линии 
СВА массой 18-20 г. Действие исследуемого средства было 
изучено на животных, находящихся в состоянии иммуно-
депрессии, вызванной азатиоприном, который вводили 
контрольной группе животных в дозе 50 мг/кг перораль-
но 1 раз в сутки в течение 5 дней. Водный раствор сухо-
го экстракта в экспериментально-терапевтической дозе 
100 мг/кг вводили мышам перорально на фоне азатио-
приновой иммуносупрессии в течение 14 дней 1 раз в сут-
ки. Интактная группа животных получала воду очищен-

ную по аналогичной схеме. Состояние гуморального им-
мунитета оценивали по количеству антителообразующих 
клеток (АОК), определяемых методом локального гемо-
лиза по A.J. Cunningham (1965). Состояние клеточного 
звена иммунного ответа оценивали в реакции гиперчув-
ствительности замедленного типа (ГЗТ) согласно стан-
дартной методике локальной ГЗТ. Полученные результа-
ты обработаны статистическим методом с помощью кри-
терия t-Стьюдента.

В результате проведенных исследований установле-
но, что введение испытуемого средства на фоне иммуно-
супрессии приводило к достоверному увеличению коли-
чества АОК как в абсолютных значениях, так и при рас-
чете на 106 спленоцитов в 1,8 и 1,9 раза, соответственно, 
по сравнению с контролем. При исследовании влияния 
сухого экстракта на клеточно-опосредованную реакцию 
ГЗТ установлено, что испытуемое средство существенно 
увеличивает индекс реакции ГЗТ в условиях азатиопри-
новой иммуносупрессии в 3,5 раза по сравнению с кон-
тролем.

Таким образом, комплексное адаптогенное расти-
тельное средство тибетской медицины способно осла-
блять супрессивное действие азатиоприна на показате-
ли клеточного и гуморального звеньев иммунного отве-
та. Эффективность исследуемого средства обусловлена 
совокупным действием комплекса биологически актив-
ных веществ, преимущественно, флавоноидами, фенол-
карбоновыми кислотами, дубильными веществами, по-
лисахаридами, тритерпеновыми сапонинами, витамина-
ми, обладающими выраженными иммуномодулирующи-
ми свойствами. Можно полагать, что выявленное имму-
номодулирующее действие испытуемого средства являет-
ся одним из ведущих механизмов реализации его стрес-
спротективной активности.

ВЛИЯНИЕ СТРЕССА НА ГЕМОПОЭТИЧЕСКУЮ ФУНКЦИЮ 
МАКРОФАГОВ

Улитко М.В., Быкова М.Ю., Юшков Б.Г.

Уральский государственный университет 
им. А.М. Горького, г. Екатеринбург, Россия

Иммунная система, осуществляя противоинфекци-
онную защиту, поддерживает гомеостаз, участвует в вос-
становлении нарушенных функций организма, осущест-
вляет контроль роста и регенерации тканей. Особое место 
в этом процессе отводится макрофагам, стимулирующим 
регенераторные процессы в кроветворной ткани в физио-
логических условиях и при действии на организм экстре-
мальных факторов. Располагаясь в центре эритробласти-
ческого островка, макрофаги костного мозга регулируют 
пролиферацию и дифференцировку эритроидных клеток. 
Взаимосвязь макрофагальных механизмов регуляции ге-
мопоэза с другими регуляторными системами организма 
является актуальной и требует целенаправленных иссле-
дований. 

Цель работы: оценить влияние стрессовых воздей-
ствий на гемопоэтическую функцию макрофагов костно-
го мозга. Для этого проанализировали динамику показа-
телей моноцитопоэза в костном мозге, активность эри-
тропоэза в эритробластических островках и состояние 
периферической крови при кровопотере, гипоксии и им-
мобилизационном стрессе, а также некоторые механиз-
мы регуляторного влияния надпочечников на эритропо-
этическую функцию макрофагов.
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Таблица (К ТезиСам улиТКо м.в. и др.)

Время после 
воздействия

Количество 
моноцитов 

костного мозга 
на 100 г массы 

тела, млн.

Количество 
моноцитов 

периферической 
крови, Г/л 

Показатель 
интенсивности 

вовлечения КОЕэ 
в дифференцировку, 

× 10³/бедро

Показатель 
созревания 

эритробластичес-
кого островка, 

отн. ед.

Показатель 
повторного 
вовлечения 
макрофагов 

в эритропоэз, 
отн. ед.

Интактные 1,34±0,04 0,28±0,03 31,8±4,6 1,65±0,08 0,43±0,01
Кровопотеря
6 ч 2,29±0,12* 0,37±0,07 40,0±5,2 0,48±0,03* 1,66±0,18*
1 сут 2,37±0,16* 0,59±0,05* 51,5±3,8* 1,02±0,06* 0,92±0,07*
3 сут 1,83±0,15* 0,34±0,01 82,3±9,2* 1,09±0,04* 0,93±0,08*

Гипоксия
4 сеанса 1,82 ± 0,26* 0,24±0,02 36,26±2,01 0,26±0,06* 1,54±0,17*
7 сеансов 2,26 ± 0,28* 0,28±0,04 107,99±6,49* 0,33±0,04* 0,62±0,05

Иммобилизационный стресс
6 часов 2,99±0,46* 0,21±0,02 27,03±5,06 0,54±0,025* 1,48±0,09*
2-е сутки 2,59±1,1* 0,57±0,06* 109,90±7,49* 0,41±0,09* 1,30±0,25*

Иммобилизационный стресс на фоне адреналэктомии
6 часов 4,58±0,65* ** 0,67±0,06* ** 21,98±2,03 0,66±0,07* 0,68±0,04**
2-е сутки 3,06±0,57* 0,62±0,09** 64,36±5,06* ** 0,31±0,02* 1,16±0,05*

Примечание. * – достоверные различия от интактных животных; ** – достоверные отличия адреналэктомированных 
животных от группы без адреналэктомии.

Эксперименты выполнены на белых беспородных 
крысах массой 180-200 г. Активность моноцитопоэза 
определяли путем подсчета общего количества клеток 
моноцитарного после цитохимической окраски мазков 
костного мозга по методике G. Gomori. Состояние кост-
номозгового кроветворения определяли на основе коли-
чественного и качественного анализа эритробластиче-
ских островков костного мозга (Ю.М. Захаров, 2001). 

Результаты исследования приведены в таблице.
При всех указанных стрессовых воздействиях име-

ет место активация моноцитарного ростка кроветворе-
ния. Удаление надпочечников приводит к более значи-
тельной пролиферативной активности и миграции моно-
цитов в кровь, что свидетельствует о наличии дублирую-
щих механизмов регуляции активности системы монону-
клеарных фагоцитов.

Все исследованные воздействия активируют гемопоэ-
тическую функцию макрофагов, что проявляется в усиле-
нии интенсивности вовлечения КОЕэ в дифференциров-
ку, ускоренном созревании эритроидных клеток в эритро-
бластических островках и повторном вовлечении макро-
фагов в эритропоэз. У адреналэктомированных живот-
ных наблюдается ослабление адаптивной реакции эри-
троидной ткани на стрессовое воздействие, позволяющее 
предполагать участие гормонов, вырабатываемых надпо-
чечниками в стимуляции эритропоэтической активности 
макрофагов. 

Таким образом, типичной реакцией моноцитарно-
го ростка кроветворения на различные стрессорные воз-
действия является неспецифическая активация моноци-
топоэза, сопровождающаяся изменением эритропоэти-
ческой функции макрофагов костного мозга и развитием 
адаптивной реакции в кроветворной ткани. 

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ФАРМАКОДИНАМИКИ 
НОВОГО ОТЕЧЕСТВЕННОГО ПРЕПАРАТА бИОАНАЛОГА 
РИТУКСИМАбА И ПРЕПАРАТА МАбТЕРА® 
В ЭКСПЕРИМЕНТАХ IN VITRO И IN VIVO

Устюгов Я.Ю., Марченко А.В., Вятчанин А.С., 
Павлова Е.Ю., Кренделева Е.А., Быстров Е.С.

ЗАО «Биокад», Санкт-Петербург, Россия

Ритуксимаб – химерные моноклональные анти-
тела (человек/мышь) к трансмембранному антигену 
В-лимфоцитов человека CD 20, используемые для лече-
ния В-клеточных неходжкинских лимфом, а также ряда 
аутоиммунных заболеваний. Клиническая практика при-
менения ритуксимаба и его аналогов показала высокую 
эффективность, сочетающуюся с низкой токсичностью 
и минимальной иммуногенностью (Hauptrock B., Hess G., 
2008; Roche Investigator’s Brochure, 2006). Недостатком те-
рапевтических схем, включающих ритуксимаб, является 
высокая стоимость импортных препаратов моноклональ-
ных антител. В настоящее время российские фармацевти-
ческие компании не производят препараты данного клас-
са, что обуславливает актуальность разработки и внедре-
ния в клиническую практику отечественного препарата 
биоаналога ритуксимаба.

Целью данного исследования являлось проведение 
сравнительной оценки фармакодинамики (in vitro, in vivo) 
нового отечественного препарата биоаналога ритукси-
маба (ЗАО «Биокад») и препарата сравнения Мабтера® 
(Hoffmann-La Roche).

Для определения специфической активности in vitro 
использовали комплемент зависимый цитотоксический 
тест. Оценку проводили по подавлению пролиферации 
экспрессирующих антиген CD20-клеток линии WIL2-S 
(B-лимфобласты человека, ATCC кат. номер CRL-8885). 
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Результат выражали, как процент от значения, получен-
ного для коммерческого препарата Мабтера®. Исследова-
ния in vivo были выполнены на яванских макаках. Каждая 
группа включала 4 животных, которым однократно вво-
дили препараты в дозе 100 мг/кг, животные контрольной 
группы получали изотонический раствор хлорида натрия. 
Уровень В-лимфоцитов определяли методом проточной 
цитометрии с использованием моноклональных антител 
(BD).

Полученные результаты сравнительного исследова-
ния нового отечественного препарата биоаналога ритук-
симаба и препарата Мабтера® в системе in vitro показали 
сходную по своему значению специфическую активность 
(табл.).

После однократного внутривенного введения срав-
ниваемых препаратов у обезьян опытных групп популя-
ция CD20-позитивных В-клеток в периферической кро-
ви не обнаруживалась уже через час после инъекции. От-
сутствие в периферическом кровотоке В-лимфоцитов на-
блюдалось в течение 10 недель, после чего значение фо-
нового уровня В-клеток восстанавливалось к 15 неделе. 
Согласно данным, представленным в таблице, видно, что 
динамика восстановления числа CD20-позитивных кле-
ток является сходной для сравниваемых групп.

В ходе исследования на яванских макаках установ-
лено, что исследуемый препарат биоаналог ритуксимаба 
и препарат Мабтера® оказывают аналогичный по выра-
женности и продолжительности действия эффект в отно-
шении В-лимфоцитов периферической крови приматов.

Полученные сравнительные экспериментальные дан-
ные по фармакодинамике нового отечественного препа-
рата биоаналога ритуксимаба (ЗАО «Биокад») и коммер-
ческого препарата Мабтера® (Hoffmann-La Roche), в ис-
следованиях in vitro и in vivo свидетельствуют об их анало-
гичной специфической активности.

ВЛИЯНИЕ КОМПЛЕКСНОГО РАСТИТЕЛЬНОГО 
СРЕДСТВА «ИММУНОПОЛИФИТ» НА СОСТОЯНИЕ 
ИММУННОЙ СИСТЕМЫ ОРГАНИЗМА

Хобракова В.Б.
Институт общей и экспериментальной биологии 
СО РАН, г. Улан-Удэ, Россия

Несмотря на успехи современной медицины, лечение 
заболеваний, в патогенез которых вовлекается иммунная 
система, остается сложной задачей. Применяемые ме-
тоды терапии либо недостаточно эффективны, либо со-
провождаются развитием побочных реакций. В послед-
ние годы значительно возрос интерес к препаратам рас-
тительного происхождения, для большинства которых 
характерно мягкое иммуномодулирующее действие, низ-

кая токсичность и отсутствие выраженных побочных эф-
фектов благодаря наличию комплекса биологически ак-
тивных веществ, оказывающих воздействие на организм 
в целом. Объектом настоящего исследования явилось 
комплексное растительное средство – сухой экстракт 
«Иммунополифит», в состав которого входят корни со-
лодки голой и вздутоплодника сибирского, семена льна 
обыкновенного, плоды лимонника китайского и шипов-
ника иглистого, трава горца птичьего и пустырника сер-
дечного, соцветия ноготков лекарственных.

Целью настоящего исследования явилось определе-
ние иммуномодулирующих свойств растительного сред-
ства – сухого экстракта «Иммунополифит».

Эксперименты проведены на мышах-самцах линий 
СВА и F

1
 (СВАхС57Вl/6) массой 18-20 г. Действие иссле-

дуемого экстракта было изучено на интактных живот-
ных, а также животных, находящихся в состоянии им-
мунодепрессии, вызванной цитостатиком азатиопри-
ном, который вводили контрольной группе животных 
в дозе 50 мг/ кг перорально 1 раз в сутки в течение 5 дней. 
Исследуемое средство вводили 1-ой опытной группе 
на фоне азатиоприна и 2-ой опытной группе интактных 
мышей в виде водного раствора в экспериментально-
терапевтической дозе 40 мг/кг перорально ежедневно 
в течение 14 дней. Интактная группа животных получала 
воду очищенную по аналогичной схеме. Действие испы-
туемого средства на состояние клеточного звена иммун-
ного ответа оценивали в реакции гиперчувствительно-
сти замедленного типа (ГЗТ) согласно стандартной мето-
дике локальной ГЗТ, гуморального звена – по количеству 
антителообразующих клеток, определяемых методом ло-
кального гемолиза по A.J. Cunningham (1965), макрофа-
гального звена – в реакции фагоцитоза перитонеальных 
макрофагов в отношении Staphylococcus aureus in vitro 
по методике И.С. Фрейдлин (1976). Влияние экстракта 
в концентрациях 0,4; 4 и 40 мкг/мл на пролиферативную 
активность Т- и В-лимфоцитов селезенки мышей изуча-
ли in vitro в реакции бластной трансформации в присут-
ствии митогенов: конканавалина А и липополисахарида 
по включению 3Н-тимидина с использованием сцинтил-
ляционного счетчика.

На основании проведенных исследований установ-
лено, что введение исследуемого экстракта на фоне им-
муносупрессии приводило к достоверному увеличению 
количества АОК как в абсолютных значениях, так и при 
расчете на 106 спленоцитов в 1,9 и 1,5 раза, соответствен-
но, по сравнению с контролем. При исследовании вли-
яния экстракта на клеточно-опосредованную реакцию 
ГЗТ установлено, что испытуемое средство увеличива-
ет индекс реакции ГЗТ в 1,3 раза по сравнению с кон-
тролем. При оценке влияния экстракта на фагоцитоз пе-
ритонеальных макрофагов установлено, что испытуе-

Таблица. ФармаКодинамиЧеСКие поКазаТели препараТов моноКлональныХ анТиТел проТив 
ТранСмембранноГо анТиГена лимФоциТов ЧеловеКа CD20 (К ТезиСам уСТЮГова Я.Ю. и др.)

Препарат
Фармакодинамические показатели

in vitro, %
in vivo, количество В-клеток *109/л

фон 1-10 нед 11 нед 12 нед 13 нед 14 нел 15 нед

Биоаналог 
ритуксимаба 94,1 0,41±0,09 0,00 0,004±0,00 0,05± 0,00 0,10±0,01 0,22±0,03 0,43±0,10

Мабтера® - 0,60±0,09 0,00 0,002±0,00 0,04±0,00 0,09±0,01 0,36±0,05 0,64±0,13
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мое средство приводит к увеличению активности и ин-
тенсивности фагоцитоза в 1,4 и 1,3 раза, соответствен-
но, по отношению к контролю. При оценке влияния экс-
тракта на пролиферацию Т- и В-лимфоцитов селезен-
ки мышей in vitro установлено, что «Иммунополифит» 
в концентрации 0,4 мкг/мл стимулирует пролиферацию 
В-лимфоцитов в 1,3 раза и значимо не изменяет проли-
ферацию Т-лимфоцитов по сравнению с контролем. Ис-
следуемый экстракт не изменяет показатели иммунитета 
у интактных мышей. Это свойство изучаемого экстрак-
та очень важно, поскольку оно присуще лишь истинным 
иммуномодуляторам, обладающим активностью только 
в условиях повреждения иммунитета.

Таким образом, сухой экстракт «Иммунополифит» об-
ладает выраженными иммуномодулирующими свойства-
ми при азатиоприновой иммунодепрессии, что выража-
ется в повышении показателей клеточного, гуморального 
и макрофагального звеньев иммунного ответа. За эффект 
8-компонентного сухого экстракта ответственны флаво-
ноиды, содержащиеся в траве горца и пустырника, соцве-
тиях календулы, корнях солодки; полисахариды, содер-
жащиеся в плодах лимонника; тритерпеновые сапони-
ны, содержащиеся в корнях солодки и траве пустырника; 
эфирные масла, содержащиеся в корнях вздутоплодни-
ка; каротиноиды, содержащиеся в соцветиях календулы, 
семенах льна обыкновенного; витамины, содержащиеся 
в плодах шиповника. Полученные данные позволяют за-
ключить, что «Иммунополифит» является эффективным 
иммуномодулирующим средством, что аргументирует це-
лесообразность его дальнейшего изучения с целью созда-
ния новых эффективных иммуномодуляторов.

ЗАВИСИМОСТЬ ТЕЧЕНИЯ РЕПАРАТИВНЫХ ПРОЦЕССОВ 
В ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЕ ОТ СОСТОЯНИЯ ИММУННОЙ 
СИСТЕМЫ

Храмцова Ю.С., Тюменцева Н.В., Янович С.В.

Институт иммунологии и физиологии УрО 
РАН, Уральский государственный университет 
им. А.М. Горького, г. Екатеринбург, Россия

Щитовидная железа относится к числу «забарьерных» 
органов, иммунологическая регуляция регенерации ко-
торых отличается от таковой для других тканей организ-
ма и, соответственно, требуют своей расшифровки меха-
низмы этого процесса. Цель исследования: изучение про-
цессов репаративной регенерации щитовидной железы 
при стимуляции различных звеньев иммунной системы.

Исследование выполнено на белых крысах самцах, 
которым проводили субтотальную резекцию обеих до-
лей щитовидной железы на фоне введения иммунокор-
ректоров, действующих на разные звенья: 1. тактиви-
на (2 мкг/ кг курсом 5 инъекций), миелопида (0,1 мг/кг 
курсом 5 инъекций) или галавита (2 мг/кг курсом 5 инъ-
екций). Состояние железы оценивали через 7 суток по-
сле операции по гистологическому алгоритму с исполь-
зованием морфометрического анализа структурных эле-
ментов железы с помощью программы SIAMS. В каче-
стве контроля служили животные без введения препара-
тов. При статистической обработке данных использовали 
критерии Стьюдента и Манна–Уитни.

У контрольных животных в паренхиме железы наблю-
далась картина полиморфизма фолликулов. Достоверно 
увеличивались высота тиреоидного эпителия и диаметр 
ядер тироцитов. Коллоид тесно прилегал к стенкам фол-
ликулов. Между фолликулами отмечалось увеличение ко-

личества интерфолликулярных островков. Все признаки 
свидетельствовали о повышении функциональной актив-
ности железы.

При активации различных звеньев иммунной систе-
мы иммунокорректорами морфологическая картина щи-
товидной железы после резекции отличалась от контро-
ля. Так, при стимуляции макрофагов размер фолликулов 
уменьшался. Между ними отмечалась пролиферация ин-
терфолликулярного эпителия. В целом регенерация же-
лезы протекала без признаков нарушения стромально-
клеточного соотношения, а увеличение количества ин-
терфолликулярных островков, по сравнению с контро-
лем, указывало на ускорение восстановительных процес-
сов в щитовидной железе. При активации В-звена в щи-
товидной железе после резекции развивались изменения 
характерные для тиреоидной дисфункции со снижени-
ем количества и активности функционирующей парен-
химы. При активации Т-лимфоцитов в железе происхо-
дили изменения, свидетельствующие о ее повышенной 
функциональной активности и активации репаративных 
процессов. Так, средний диаметр фолликулов был мень-
ше по сравнению с контролем. Объем коллоида в фол-
ликулах уменьшался. Количество интерфолликулярных 
островков было достоверно больше по сравнению с кон-
трольными животными. Таким образом, активация от-
дельных звеньев иммунной системы при частичной ре-
зекции щитовидной железы приводит к различному те-
чению репаративных процессов в ней. При этом ускоре-
нию репаративных процессов в щитовидной железе спо-
собствует стимуляция макрофагов.

Работа проведена в рамках реализации ФЦП «На-
учные и научно-педагогические кадры инновационной 
России» на 2009-2013 годы.

ИММУНОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОбЕННОСТИ 
ХРОНИЧЕСКОГО ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО 
АУТОИММУННОГО ПРОСТАТИТА 
ПРИ ГИПЕРАНДРОГЕНЕМИИ

Цветков И.С., Макарова О.В., Мхитаров В.А.

УРАМН НИИ морфологии человека РАМН, Москва, 
Россия

Патогенетические механизмы хронического про-
статита и синдрома хронической тазовой боли связыва-
ют с развитием аутоиммунных реакций против проста-
тических антигенов, таких как простатоспецифический 
антиген, простатическая кислая фосфатаза, спермин-
связывающий белок, секретоглобин (Ponnaih S.,et al., 
2000). У 36-56% мужчин с синдромом хронической тазо-
вой боли выявляются клеточные и гуморальные антите-
ла к простатическим антигенам. В последние годы при 
лечении андрогенной недостаточности, метаболическо-
го синдрома, а также в спортивной медицине стали ши-
роко использоваться половые стероиды (Верткин А.Л., 
Пушкарь Д.Ю., 2009; Blouin K., et al.,2005). Влияние ги-
перандрогенемии на течение хронического аутоиммун-
ного воспаления в предстательной железе не изучено.

Целью работы была оценка структурно-
функциональных изменений предстательной железы, 
уровня половых гормонов и цитокинового профиля при 
экспериментальном хроническом аутоиммунном проста-
тите, протекающем на фоне гиперандрогенемии.

Материалы и методы. Проводили исследование на 4 
группах крыс самцов Вистар массой тела 240-280 г: кон-
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трольной, с хроническим аутоиммунным простатитом 
(ХАП), с повышенным уровнем андрогенов в сыворотке 
крови, ХАП на фоне гиперандрогенемии. Модель ХАП 
воспроизводили по М. Depiante-Depaoli (1984). Гиперан-
дрогенемию моделировали путем введения фармаколо-
гического препарата омнадрена в дозе 165 мг/кг. В куль-
туральной жидкости спленоцитов методом ИФА опреде-
ляли концентрацию IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IFNγ, TNFα, 
TGF-β («Bender Medsystems», Австрия). В сыворотке кро-
ви методом ИФА определяли уровень общего и свободно-
го тестостерона («Аdaltis», Италия). Использовали гисто-
логические методы с окраской препаратов предстатель-
ной железы гематоксилином и эозином, толуидиновым 
синим с целью выявления тучных клеток. Индекс дегра-
нуляции тучных клеток оценивали по методу Д.П. Лин-
дер (1980). Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили в программах Statistica7.0, Microsoft Exсel 
с использованием параметрических и непараметриче-
ских методов. Статистически значимыми различия счи-
тали при р ≤ 0,05.

Результаты исследования и их обсуждение. При морфо-
логическом исследовании предстательной железы крыс, 
которым вводили гомогенат добавочных желез с адъю-
вантом Фрейнда, выявлялась картина ХАП, характери-
зующаяся сочетанием дистрофических, десквамативных 
и пролиферативных изменений эпителия ацинусов, рас-
ширением их просвета, диффузно-очаговой инфильтра-
цией из лимфоцитов, гистиоцитов, тучных клеток, очаго-
вым фиброзом внутридольковой стромы.

По данным морфометрического исследования, при 
ХАП по сравнению с контрольной группой объемная 
доля ацинусов достоверно увеличивалась, а эпителия – 
снижалась, и повышался относительный показатель де-
сквамированных эпителиальных клеток. Соответственно 
объемная доля стромы снижалась, а клеточного инфиль-
трата увеличивалась.

У крыс с гиперандрогенемией по сравнению с кон-
трольной группой возрастал показатель объемной доли 
ацинусов, десквамированного эпителия и клеточного ин-
фильтрата, достоверно снижалась объемная доля стро-
мы, ацинарного эпителия. Среди клеток инфильтра-
та достоверно снижалось относительное число нейтро-
филов и увеличивалось число тучных клеток. Индекс де-
грануляции тучных клеток возрастал. Показатели уровня 
всех исследованных цитокинов при гиперандрогенемии 
по сравнению с контролем достоверно снизились, за ис-
ключением IL-6, уровень которого достоверно не изме-
нился. В предстательной железе крыс с ХАП на фоне ги-
перандрогенемии, по сравнению с ХАП на фоне физио-
логического уровня андрогенов, отмечалась более выра-
женная диффузная воспалительная инфильтрация за счет 
увеличения числа тучных клеток, а процентное содержа-
ние лимфоцитов было более низким.

Выводы. По данным морфологического и морфоме-
трического исследования, при хроническом аутоиммун-
ном простатите, в отличие от контрольной группы в вен-
тральной доле предстательной железы достоверно уве-
личивается объемная доля воспалительного инфильтра-
та, процентное содержание лимфоцитов и тучных клеток, 
достоверно возрастает объемная доля ацинусов, показа-
тель числа десквамированного эпителия, уровень про-
дукции спленоцитами провоспалительных цитокинов 
(TNFα), Th1-цитокинов (IL-2, IFNγ) и Th2-цитокина 
(IL-4) снижается. 

При гиперандрогенемии, вызванной введением омна-
дрена, повышается уровень общего и свободного тесто-
стерона в сыворотке крови, возрастает объемная доля 

клеточного инфильтрата за счет увеличения числа тучных 
клеток. По сравнению с контрольной группой при гипе-
рандрогенемии достоверно увеличивается объемная доля 
ацинусов, резко возрастает показатель числа десквамиро-
ванного эпителия, уровень цитокинов достоверно снижа-
ется.

При ХАП на фоне гиперандрогенемии, в отличие 
от ХАП при неизмененном уровне тестостерона показа-
тель объемной доли ацинусов, числа десквамированных 
эпителиальных клеток, клеточного инфильтрата был до-
стоверно более высокий, а процентное содержание лим-
фоцитов в нем более низким.

ГЛЮКОКОРТИКОИД-ЗАВИСИМЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
СОДЕРЖАНИЯ КАРИОЦИТОВ И УРОВНЯ 
СВОбОДНО-РАДИКАЛЬНОГО ОКИСЛЕНИЯ 
ПРИ ГИПОКИНЕТИЧЕСКОМ СТРЕССЕ

Цейликман В.Э., Филимонова Т.А., 
Стрельникова Л.А., Стрельников И.В.,  
Осиков М.В., Цейликман О.Б.
Челябинская государственная медицинская академия, 
г. Челябинск, Россия

Различные стрессорные факторы оказывают модифи-
цирующее влияние на характер иммунного ответа. Ранее 
нами было показано, что 1 суточная (ГК1) и 3 суточная 
гипокинезия (ГК3) характеризуются сниженным уров-
нем клеточного и гуморального иммунитета. Механизм, 
обусловливающий развитие этого феномена может иметь 
глюкокортикоид-зависимый характер.

Поэтому целью данного исследования являлось сопо-
ставление иммунотропного эффекта ГК-1 и ГК-3 с чув-
ствительностью иммунных органов к пролонгированно-
му глюкокортикоидному препарату триамцинолона аце-
тониду (ТА). Установлено, что в после завершения одно-
дневного и трехдневного гипокинетического воздействия 
наблюдалось угнетение иммунного ответа. При ГК1 выра-
женность реакции гиперчувствительности замедленного 
типа (ГЗТ), характеризующей Th1-зависимый иммунный 
ответ снижалось на 38% при ГК1 (P = 0,046U) и на 42 % 
(P = 0,037U) при ГК3. При этом уровень Th2-зависимого 
иммунного ответа не претерпел статистически значимых 
изменений. Выполненные исследования показали, что 
иммуносупрессивное действие гипокинетического стрес-
са развивалась на фоне повышенной чувствительности 
вилочковой железы и костного мозга к гипоплазирующе-
му действию глюкокортикоидного препарата триамци-
нолон ацетонида (ТА). Так, через 96 часов после инъек-
ции ТА нестрессированным животным наблюдалась ин-
волюция тимуса, что проявлялась в снижении на 40% ко-
личества ядросодержащих клеток (ЯСК) в органе. В дан-
ном случае введение глюкокортикоидного препарата 
повлекло за собой снижение интенсивности свободно-
радикального окисления в органе. Это проявлялось 
в снижении на 70% количества нейтральных карбонили-
рованных белков (P = 0,019U). Кроме того, на 30% снизи-
лось содержание изо-пропанол растворимых кетодиенов 
и сопряженных триенов(P = 0,006U). Гипоплазирующее 
действие глюкокортикоидного препарата в той же мере 
распространялась на костный мозг. Причем снижение со-
держания миелонуклеаров в группе «стресс + ТА» ассо-
циируется с угнетением эритропоэза. Вероятно, это свя-
зано с глюкокортикоид-зависимой миграцией лимфо-
цитов в костный мозг. Развитие ТА-зависимой гипопла-
зии костного мозга сопряжено со снижением содержания 
окислительно-модифицированных белков. Это проявля-
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лось в уменьшении на 38% количества нейтральных кар-
бонилированных белков (P = 0,028U) при одновремен-
ном уменьшении на 23% количества основных карбони-
лированных белков(P = 0,044U). Гипоплазирующее дей-
ствие глюкокортикоидного препарата на селезенку пре-
жде всего выражалось в снижении содержания лимфо-
цитов. При этом в органе на 50% повышено содержание 
нейтрофилов (P = 0,039U). Введение глюкокортикоид-
ного препарата нестрессированным животным привело 
к угнетению процесса свободно-радикального окисления 
в органе. Это проявлялось в снижении на 65% количества 
нейтральных карбонилированных белков (P = 0,009U), 
в двухкратном снижении уровня основных карбонили-
рованных белков (P = 0,009U), а также в снижении со-
держания гептан-растворимых диеновых конъюгатов 
(P = 0,009U). В тоже время в органе отмечено увеличе-
ние содержания изо-пропанол-растворимых кетодие-
нов и сопряженных триенов (P = 0,009U). Для животных 
группы «ГК1 + ТА» по сравнению с группой «ТА» харак-
терен более низкий уровень тимоцитов. Дальнейшие ис-
следования показали, что механизм ГК1-зависимой сен-
ситизации тимуса к действию триамцинолона ацетонида 
связан с усугублением глюкокртикоид-зависимого угне-
тения пролиферации тимоцитов. Так, введение триам-
цинолон ацетонида нестрессированным животным при-
вело к снижению количества пролиферирующих тимо-
цитов (пик М3) при одновременном увеличении коли-
чества апоптотических клеток. Введение глюкортикоид-
ного препарата после завершения ГК1 привело к даль-
нейшему угнетению ПОЛ. Это проявлялось в снижении 
на 18% содержания изо-пропанол-растворимых диено-
вых конъюгатов(P = 0,028U) и на 37% содержания изо-
пропанол-растворимых кетодиенов и сопряженных три-
енов (P = 0,014U). Таким образом, непродолжительный 
гипокинетический стресс сопровождался развитием им-
муносупрессии, ассоциированной с гипоплазией иммун-
ных органов, и с усилением в них процесса липоперок-
сидации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ПОДХОДЫ К МОДИФИКАЦИИ 
МАТРИЦЫ ИММУНОСТИМУЛИРУЮЩИХ КОМПЛЕКСОВ 
(ИСКОМ)

Цыбульский А.В.1, Попов А.М.2, Портнягина О.Ю.2, 
Костецкий Э.Я.1, Санина Н.М.1
1 Дальневосточный федеральный университет, 
г. Владивосток, Россия 
2 Тихоокеанский институт биоорганической химии ДВО 
РАН, г. Владивосток, Россия

Введение. При получении вакцинных препаратов 
на основе субъединичных антигенов (АГ) исследователи 
сталкиваются с проблемой их низкой иммуногенности. 
В связи с этим применяются различные иммуноадъюван-
ты, в смеси с которыми АГ инъецируется в организм. Од-
ним из наиболее перспективных адъювантов считаются 
ИСКОМы – гексагональные наноразмерные структуры, 
состоящие из фосфолипидов, холестерина и сапонина 
QuillA. Однако применению вакцин на основе ИСКОМ 
мешает характерная для них токсичность, связанная с ге-
молитической активностью QuillA. 

Цель и задачи. Цель работы – модификация структу-
ры ИСКОМ для снижения их токсичности. Поставлены 
задачи изучить возможность замены фосфатидилхолина 
(ФХ) и QuillA на молекулы моногалактозилдиацилглице-

рола (МГДГ) и тритерпенового гликозида кукумаризида 
А

2
-2 (КД). 

Материалы и методы. В работе использовали беспо-
родных белых мышей и мышей линии CBA. 

МГДГ получали из различных морских макрофитов, 
КД – из голотурии Cucumaria japonica. 

Липид-сапониновые комплексы (ЛСК) получа-
ли по разработанной нами технологии и оценивали 
электронно-микроскопически при увеличении ×50000. 
Выделяли тубулярно-ИСКОМные (ТИ) комплексы, 
тубулярно-липосомальные (ТЛ) комплексы, классиче-
ские ИСКОМы и ИСКОМы, модифицированные заме-
ной ФХ на МГДГ (ИСКОМ-МГДГ).

В качестве АГ использовали гидрофобную, мономер-
ную форму порина –белка наружной мембраны Yersinia 
pseudotuberculosis с М.М. 36 кД. ЛСК с порином получали 
путем самосборки. Иммунизацию мышей порином само-
стоятельно и в составе ЛСК производили двукратно с ин-
тервалом в 14 суток внутрибрюшинно. Для сравнитель-
ной оценки адъювантных свойств носителей использо-
вали полный адъювант Фрейнда (ПАФ). Содержание ан-
типориновых антител определяли в сыворотке крови мы-
шей через 28 суток методом иммуноферментного анали-
за. 

Для дополнительной модификации ЛСК использо-
вали тималин (Т) (ООО «Самсон-Мед», Россия). Добав-
ление Т к ЛСК производили одновременно с порином 
из расчета дозы Т в 100 мкг/мышь.

Статистическую обработку результатов проводили 
методом параметрического анализа с использованием 
t-критерия Стьюдента. Достоверность различий оценива-
ли при p < 0,05.

Основные результаты. При оценке адъювантных 
свойств ИСКОМ, модифицированных МГДГ, выявле-
но усиление их адъювантной активности в сравнении 
с классическими ИСКОМ. Однако, это не решало зада-
чи по оптимизации баланса токсичности ИСКОМ и их 
адъювантной активности, т.к. основной вклад в токсич-
ность ИСКОМ обеспечивают сапонины QuilA. Замена 
QuilA на гликозид КД привела к формированию различ-
ного рода наноструктур. Наибольший интерес вызвали 
структуры, полученные при одновременной замене ФХ 
на МГДГ из морской водоросли Ulva fenestrata, и QuillA – 
на КД. Наряду с классическими ИСКОМ образуются ту-
булярные структуры диаметром около 40 нм и длиной 
150-400 нм. Для образования таких ТИ-комплексов тре-
бовалось присутствие МГДГ и КД. Замена только ФХ 
на гликолипид сохраняла классическую для ИСКОМ 
гексагональную структуру, тогда как замена только QuilA 
на КД приводила к образованию сети тубул и липосо-
моподобных везикул – ТЛ-комплексов. ИСКОМ в этом 
случае не обнаруживалось. Установлено, что матрица 
ТИ-комплексов проявляет меньшую токсичность в срав-
нении с ИСКОМ. Встраивание АГ в матрицу не приво-
дит к изменению морфологической структуры и токсиче-
ских свойств ТИ-комплекса. Таким образом, в результа-
те проведенных работ получен нановакцинный препарат 
против возбудителя псевдотуберкулеза, в котором субъе-
диничный антиген инкорпорирован в структуру матри-
цы ЛСК. Установлены различия (p < 0,05) в содержании 
специфических антипориновых антител в сыворотке кро-
ви мышей, иммунизированных АГ самостоятельно и в со-
ставе ЛСК. Иммунизация животных порином в составе 
ЛСК позволяет усилить иммунный ответ. ТИ-комплексы 
проявляют более выраженную адъювантную активность, 
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чем классические и модифицированные ИСКОМ, ТЛ-
комплексы и ПАФ. 

Для усиления адъювантных свойств ЛСК мы добави-
ли в их матрицу препарат Т. Встраивание Т в состав ЛСК 
приводит к росту их адъювантной активности. Включе-
ние Т в ТИ- комплекс оказывается наиболее эффектив-
но и приводит к возрастанию содержания специфиче-
ских антипориновых антител до максимальных значений 
по сравнению со всеми другими изученными вариантами 
ЛСК. 

Заключение. Получен новый тип адъюванта и носи-
теля для субъединичного белкового антигена, имеющий 
меньшую токсичность в сравнении с ИСКОМ, – ТИ-
комплексы. Доказана возможность усиления иммуноадъ-
юватных свойств ТИ-комплексов путем дополнительно-
го встраивания в их матрицу иммуноактивных пептидов 
тимуса. 

Работа поддержана грантом Правительства РФ (ГК 
№ 11.G34.31.001) и грантом аналитической ведомствен-
ной целевой программы «Развитие научного потенциа-
ла высшей школы» (2009-2010 гг.) по проекту № 2.2.2/603.

ВЛИЯНИЕ ИНТРАНАЗАЛЬНОГО МЕТОДА ВВЕДЕНИЯ 
АНТИГЕНОВ УСЛОВНО ПАТОГЕННЫХ бАКТЕРИЙ 
НА ИММУНОФЕНОТИП И ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ 
АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНОВ

Чертов И.В., Сорокина Е.В., Хоменков В.Г., 
Ахматов Э.А., Мурадян А.Г., Переверзев А.Д.
НИИ Вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН, 
Москва, Россия

Первой линией защиты от патогенов, для которых 
слизистые оболочки являются входными воротами ин-
фекции, служит врожденная мукозальная иммунная си-
стема, обладающая для выполнения этой функции мно-
гофакторными эффекторными механизмами, позволя-
ющими в нормальных условиях поддерживать гомеостаз 
между организмом и окружающей средой. 

Цель: исследовать особенности активации иммуно-
компетентных клеток кишечника, регионарных лимфа-
тических узлов и системного иммунитета (по показате-
лям динамики экспрессии иммунокомпетентных моле-
кул, Toll-подобных рецепторов), цитотоксичности и ло-
кализации различных популяций лимфоцитов в лимфо-
идных органах при иммунизации поликомпонентной вак-
циной Иммуновак®, состоящей из антигенов условно па-
тогенных микроорганизмов, вводимой интраназальным 
методом. Оценку субпопуляционной структуры лимфо-
цитов осуществляли методом проточной цитометрии 
с применением моноклональных антител (МКА) (Caltag 
Laboratories, США) против клеточных антигенов. Цито-
токсическую активность МЛ селезенок против опухоле-
вой линии клеток К-562 определяли в тесте восстановле-
ния 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия 
бромида (МТТ-тест).

При интраназальном методе введения Иммуновак® 
происходила активация ключевых эффекторов мукозаль-
ного иммунитета – Тγδ и В1-лимфоцитов, а также по-
пуляций CD3, CD4, CD8, экспрессия MHCI и MHCII 
не только в регионарном лимфоидном аппарате, но и в 
селезенке. Пероральный метод характеризовался значи-
тельным повышением натуральных киллеров, что совпа-
ло с наибольшей цитотоксичностью мононуклеаров, вы-
деленных из слизистой тонкого кишечника. Исследова-
ния показали, что при мукозальной иммунизации проис-

ходит активация не только местного, но и системного им-
мунитета, что подтверждается нарастанием титров специ-
фических антител и защитой мышей при заражении виру-
лентными штаммами Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris 
и Streptococcus pneumoniae. 

Полученные результаты оценивали по кратности по-
вышения относительного числа клеток-эффекторов, экс-
прессирующих дифференцировочные, активационные 
маркеры, маркеры антигенного представления и TLRs 
в лимфоидных органах мышей в NALT/BALT и GАLT при 
интраназальном методе введния Иммуновак-ВП-4. От-
мечено значительное повышение на клетках-эффекторах 
лимфатических узлов NALT/BALT и селезенки иссле-
дованных показателей. В лимфатических узлах NALT/
BALT относительное содержание Tγδ увеличивалось в 32 
раза (с 0,05 до 1,6)%, В1 (CD5) в 8,1 раза (с 0,21 до 1,7)% 
CD3 и CD4 в 6 и 4 раза соответственно. В селезенке уро-
вень Tγδ возрастал в 16 раз (с 0,17 до 2,8)%, В1 в 10,9 раза 
(с 0,08 до 0,87)%. В селезенке в большей степени, чем 
в лимфатических узлах NALT/BALT, увеличивался уро-
вень CD4 (в 28,4). По экспрессии молекул антигенного 
представления при интраназальном методе введения от-
личие состояло в том, что в лимфатических узлах NALT/
BALT в большей степени повышалось содержание моле-
кул МНСII (в 45 раз), тогда как в селезенке МНСI (в 34 
раза). Интересно, что в слизистой оболочке кишечни-
ка все исследованные показатели изменялись в меньшей 
степени по сравнению с селезенкой и лимфатическими 
узлами NALT/BALT. 

Иммуновак-ВП-4 содержит патоген-
ассоциированные структуры 4-х видов условно патоген-
ных микроорганизмов (S.aureus, K. pneumoniae, P. vulgaris, 
E. coli) в виде ЛПС, пептидогликана, белков, липотейхое-
вых кислот и т.д., что предопределяет действие этого пре-
парата на экспрессию на клетках широкого набора TLRs. 
При интраназальном введении наиболее значительное 
увеличение было в лимфатических узлах (TLR4 и TLR9), 
несколько меньшее в селезенке, но в нейувеличивалась 
в 5-10 раз экспрессия всех 3-х исследованных рецепто-
ров. В слизистой оболочке кишечника сдвигов не было.

Важно отметить, что некоторые клоны клеток про-
лиферировали очень активно, и их содержание в иссле-
дуемых органах увеличивалось в десятки раз. Этот про-
цесс в значительной степени определяется особенностя-
ми активации врожденного иммунитета, присущими му-
козальным методам введения вакцинных препаратов.

ВЛИЯНИЕ РЕКОМбИНАНТНЫХ ЦИТОКИНОВ (TGF-β1 
И IL-2) НА CD4+CD25+ КЛЕТКИ ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 
ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ

Чуров А.В., Олейник Е.К., Олейник В.М., Жулай Г.А., 
Кравченко П.Н.

Учреждение РАН Институт биологии КарНЦ РАН, 
г. Петрозаводск, Россия

Исследования последних лет выявили важную роль 
трансформирующего фактора роста-β (TGF-β) в регуля-
ции иммунных реакций организма. Известно, что TGF-β 
контролирует функции различных видов иммуноцитов 
(Т-хелперов, ЦТЛ, В-клеток, дендритных клеток, нату-
ральных киллеров), оказывая преимущественно иммуно-
супрессорное действие на клетки. 

Показано, что TGF-β в большом количестве секрети-
руется регуляторными Т-лимфоцитами. Одним из важ-
нейших механизмов функционирования TGF-β счита-
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ется способность этого цитокина усиливать дифферен-
цировку регуляторных CD4+ клеток, экспрессирующих 
мембранный активационный маркер CD25 (α-цепь ре-
цептора к IL-2). Поэтому представляет большой интерес 
изучение роли этого цитокина в контроле различных со-
стояний иммунной системы: аутоиммунитета, реакции 
трансплантат против хозяина, противоинфекционной 
и противоопухолевой зашиты организма.

Целью настоящего исследования было изуче-
ние влияния рекомбинантного человеческого TGF-β1 
на CD4+CD25+ клетки при культивировании лимфоци-
тов периферической крови в зависимости от его концен-
трации (0, 1, 2, 5, 10, 20 нг/мл), а также в присутствии эк-
зогенного IL-2 (10 нг/мл). Для культивирования лимфо-
циты периферической крови человека выделяли на гра-
диенте фиколла плотностью 1,077 г/см3. Лимфоциты сти-
мулировали с использованием анти-CD3-антител (2 мкг/
мл). Культивирование проводили в 96-луночных план-
шетах, с применением питательной среды RPMI-1640 
(25 mM HEPES, 2 mM/мл L-глутамина, 100 мкг/мл гента-
мицина) в CO

2
-инкубаторе при температуре 37 °С, 5% со-

держании CO
2
 в течение 24 часов. После инкубации клет-

ки отмывали и проводили анализ на проточном цитоме-
тре FC500 (Beckman Coulter, США). 

Оказалось, что с увеличением концентрации ре-
комбинантный TGF-β1 оказывает ингибирующее дей-
ствие на CD4+CD25+ клетки при культивировании, что 
выражается в уменьшении относительного содержа-
ния CD4+CD25+ лимфоцитов, а также снижении интен-
сивности флюоресценции по CD25. При концентрации 
TGF-β1, равной 1 нг/мл, количество CD4+CD25+ кле-
ток существенно не отличалось от исходного уровня 
(0 нг/ мл), тогда как наиболее сильный ингибирующий 
эффект был отмечен при максимальной концентрации 
цитокина – 20 нг/мл.

Характер воздействия TGF-β1 на клетки изменялся 
при добавлении в культуру экзогенного IL-2. При этом 
исходный уровень содержания CD4+CD25+ лимфоцитов, 
соответствующий концентрации TGF-β1 равной 0 нг/
мл, был несколько выше, чем в тех образцах, где при-
сутствовал только TGF-β1. С увеличением концентра-
ции TGF-β1 от 0 нг/мл до 2 нг/мл при культивировании 
лимфоцитов в присутствии равных доз IL-2, относитель-
ное количество CD4+CD25+ клеток возрастало, что, по-
видимому, могло быть обусловлено кооперативным дей-
ствием цитокинов на экспрессию молекул CD25. Наибо-
лее высокое содержание CD4+CD25+ лимфоцитов, как в 
опытных образцах, так и в контроле достигалось при кон-
центрации TGF-β1 равной 2 нг/мл. В дальнейшем, с уве-
личением концентрации TGF-β1 до 5 нг/мл, наблюдалось 
незначительное снижение количества лимфоцитов, несу-
щих маркер CD25. Однако численность CD4+CD25+ кле-
ток при этом оставалась на высоком уровне. Начи-
ная с концентрации 10 нг/мл, отмечалось ингибирую-
щее действие TGF-β1 на клетки, а воздействие цитокина 
в концентрации 20 нг/мл почти полностью нивелировало 
эффект от присутствия IL-2.

Таким образом, исходя из результатов эксперимен-
та, можно заключить, что TGF-β1 оказывает ингибиру-
ющее действие на лимфоциты при их культивировании, 
в результате чего с ростом концентрации супрессорно-
го цитокина происходит снижение экспрессии молекул 
CD25. Наличие в культуре лимфоцитов дополнительно 
экзогенного IL-2 оказывает положительный кооператив-
ный эффект на CD4+CD25+ лимфоциты, что выражает-
ся в возрастании их количества при относительно низких 

концентрациях TGF-β1 (1-5 нг/мл). Важно отметить, что 
увеличение численности CD25+ клеток, может быть свя-
зано как с изменениями фенотипа клеток при их актива-
ции, так и с возрастанием числа регуляторных лимфоци-
тов в процессе культивирования. По некоторым данным, 
IL-2 и TGF-β при совместном воздействии могут спо-
собствовать индукции фенотипа Treg-клеток, усиливать 
экспрессию FoxP3, а также мембранного маркера CD25 
(Davidson et al., 2007; Zheng et al., 2007).

Работа выполнена в рамках Программы Президиума 
РАН «Фундаментальные науки – медицине» и при фи-
нансовой поддержке РФФИ (проект № 08-04-98838).

ИЗУЧЕНИЕ РЕПЕРТУАРА ЕСТЕСТВЕННЫХ АУТОАНТИТЕЛ 
ПРОТИВ ТИРЕОГЛОбУЛИНА

Шашкова О.А., Руденко И.Я., Пиневич А.А., 
Климович В.Б.

ФГУ Российский научный центр радиологии 
и хирургических технологий МЗСР РФ,  
Санкт-Петербург, Россия

Аутоантитела, выявляемые у людей и животных при 
очевидном отсутствии антигенных стимулов, называют 
естественными (ЕАА). Продукция их начинается в орга-
низме в период эмбрионального развития и сохраняется 
в течение всей жизни. Характерными признаками ЕАА 
являются их принадлежность к изотипу IgM, низкий аф-
финитет и полиреактивность, то есть способность взаи-
модействовать с широким кругом эволюционно консер-
вативных антигенов, к числу которых относятся тирео-
глобулины (Tg) позвоночных животных. На молекулах 
Tg обнаруживают до 40 антигенных детерминант. Мно-
гие из них представлены на Tg животных различных ви-
дов. Детерминанты Tg, распознаваемые ЕАА, до настоя-
щего времени изучены недостаточно.

Цель работы заключалась в изучении репертуара ЕАА 
против Tg у мышей двух инбредных линий, одна из кото-
рых (BALB/c) резистентна, а другая (SJL/j) восприимчива 
к индукции аутоиммунного тиреоидита.

Среди полученных в лаборатории мышиных мо-
ноклональных антител (МКАТ) было отобрано 19 реа-
гентов, взаимодействующих с Tg мыши. Для изучения 
свойств МКАТ использовали методы иммуногистохими-
ческого анализа; прямого, непрямого и ингибиторного 
иммуноферментного анализа (ИФА). Аффинитет МКАТ 
определяли по методике Фрике. Каждое МКАТ распо-
знает на мышином Tg отдельный эпитоп. Большинство 
реагентов взаимодействует с эволюционно консерватив-
ными эпитопами Tg млекопитающих и/или птиц и обла-
дает низким аффинитетом (< 10-7 M-1). Около 30% реаген-
тов относятся к IgM и связываются с ацетилхолинэстера-
зой, тиреоидной пероксидазой, кардиомиозином и инсу-
лином. Таким образом, отобранные МКАТ можно рас-
сматривать в качестве моноклональных вариантов ЕАА.

Для изучения репертуара ЕАА против Tg получены 
глобулиновые фракции индивидуальных сывороток ин-
тактных мышей SJL/j (n = 6) и BALB/c (n = 6). Методом 
непрямого ИФА установлено, что во всех образцах содер-
жатся ЕАА против Tg. Специфичность этих ЕАА в отно-
шении эпитопов Tg мыши, выявляемых использованны-
ми в работе МКАТ, изучали с помощью метода ингиби-
торного ИФА. Для этого образцы сывороток инкубиро-
вали в лунках планшетов с иммобилизованным Tg и затем 
определяли связывание с ним каждого из 19 МКАТ. Все 
сывороточные образцы ингибировали взаимодействие 
с Tg мыши большинства МКАТ. Связыванию 30% реа-
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гентов с антигеном препятствовали сыворотки 2-5 мы-
шей каждой линии. Таким образом, все эпитопы, к кото-
рым направлены МКАТ, распознаются ЕАА. Сопоставле-
ние свойств изучаемых ЕАА и МКАТ позволяет предпо-
ложить, что ЕАА мышей распознают эволюционно кон-
сервативные эпитопы Tg и, по-видимому, способны пе-
рекрестно связывать инсулин, кардиомиозин, тиреоид-
ную пероксидазу и ацетилхолинэстеразу. Показано, что 
как минимум половина эпитопов Tg распознается ЕАА 
мышей. При этом репертуар мышиных ЕАА, взаимодей-
ствующих с Tg, варьирует индивидуально и не коррели-
рует с генетически обусловленной восприимчивостью 
к развитию аутоиммунного тиреоидита.

ИММУНОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ 
ГЕРПЕС-ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ

Шевлягина Н.В., Боровая Т.Г., Диденко Л.В., 
Иванова А.М., Изместьева А.В., Санин А.В., 
Пронин А.В., Наровлянский А.Н.
ФГБУ «НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Миздравсоцразвития России, Москва, Россия

Герпес-вирусная инфекция (в том числе генитальная, 
вызванная вирусом простого герпеса 2-го типа [ВПГ-2]) 
широко распространена в популяции взрослого населе-
ния и является одной из причин бесплодия, невынаши-
вания беременности, развития внутриутробных пороков 
и онкологических заболеваний. Для изучения и оцен-
ки эффективности препаратов для лечения и профилак-
тики герпес-вирусной инфекции необходимо проводить 
исследования органов и тканей – мишеней для данного 
вида инфекции. Морфофункциональные изменения ор-
ганов женской репродуктивной системы, особенно яич-
ников, в условиях генитальной герпес-вирусной инфек-
ции не изучены. 

Цель исследования: установить является ли яич-
ник органом-мишенью для герпес-вирусной инфекции; 
определить структурные компоненты яичника уязвимые 
для атаки вируса простого герпеса 2 типа; оценить эффек-
тивность действия полипренилфосфатов (как иммуномо-
дулирующих препаратов с противовирусной эффектив-
ностью) на яичники при генитальном герпесе.

Для достижения поставленной цели перспективными 
являются микроскопический (включая световую и элек-
тронную микроскопию), иммуноцитохимический и им-
мунофлуоресцентный методы.

Объекты исследования – яичники морских свинок 
в условиях экспериментальной острой и хронической ге-
нитальной герпес-вирусной инфекции до и после лече-
ния полипренилфосфатами, а также яичники неинфици-
рованных морских свинок (контроль).

Показано, что в условиях действия ВПГ-2 в яични-
ках происходит: резкое снижение объема популяции ова-
риальных фолликулов за счет активации процесса атре-
зии; преимущественное поражение полостных фоллику-
лов (гонадотропин-зависимых) стадий; массовая лейко-
цитарная инфильтрация фолликулярного эпителия вто-
ричных фолликулов; вакуолизация цитоплазмы и пик-
ноз ядер овоцитов; отек мозгового вещества с признака-
ми лейкопедеза, гипертрофия волокнистого компонента 
межклеточного матрикса стромы, активация кистообра-
зования; расширение сосудов.

Иммуноцитохимическим и иммунофлуоресцент-
ным методами было обнаружено, что иммунная мет-
ка на ВПГ-2 локализовалась в ядрах, околоядерном про-

странстве и митохондриях эпителиоцитов кист сети яич-
ников, клеток фолликулярного эпителия и текацитов. 

После проведения лечения инфицированных мор-
ских свинок препаратом полипренилфосфатом натрия 
в яичниках морских свинок выявлено наличие здоровых 
фолликулов всех стадий развития; отсутствие лейкоци-
тарной инфильтрации фолликулярного эпителия вторич-
ных атретических фолликулов; отсутствие отека мозгово-
го вещества яичников и признаков лейкопедеза; форми-
рование только единичных кист. 

Таким образом, установлено, что яичник поражает-
ся при герпес-вирусной инфекции. Наиболее уязвимыми 
при генитальной герпес-вирусной инфекции являются 
полостные фолликулы, по сравнению с примордиальны-
ми. Показано, что препарат группы полипренилфосфатов 
оказывает протективное действие на яичники при острой 
и хронической генитальной герпес-вирусной инфекции.

ВЛИЯНИЕ ТИРОКСИНА И АГОНИСТА бЕТА-
АДРЕНОРЕЦЕПТОРОВ ГЕКСОПРЕНАЛИНА СУЛЬФАТА 
НА ПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ОТВЕТ ЛИМФОЦИТОВ 
И ПРОДУКЦИЮ ИММУНОГЛОбУЛИНОВ IN VITRO

Шилов Ю.И.1,2, Годовалов А.П.2
1 Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО 
РАН, г. Пермь, Россия 
2 ГОУ ВПО «Пермская государственная медицинская 
академия им. акад. Е.А. Вагнера Росздрава», г. Пермь, 
Россия

Адренергические соединения и тиреоидные гормо-
ны играют важную роль в нейроэндокринной регуляции 
функций иммунной системы в норме и патологии. Из-
вестно, что тиреоидные гормоны повышают экспрессию 
бета-адренорецепторов и/или внутриклеточную транс-
дукцию с них сигнала в клетках-мишенях различных ор-
ганов. Функциональные последствия реализации тако-
го взаимодействия на уровне иммунной системы изуче-
ны недостаточно.

Цель работы: исследование влияния агониста бета-
адренорецепторов гексопреналина сульфата на пролифе-
ративный ответ лимфоцитов и продукцию иммуноглобу-
линов в присутствии тироксина в системе in vitro.

Материалы и методы. Мононуклеарные клетки пери-
ферической крови, полученной от 17 практически здоро-
вых мужчин-добровольцев (средний возраст – 24 года), 
выделяли в градиенте плотности фиколл-верографина. 
Использовали агонист бета-адренорецепторов гексопре-
налина сульфат (Nycomed, Австрия), действующий более 
избирательно на бета

2
-адренорецепторы, в концентрации 

10-6 М, а также растворимую форму L-тироксина – пента-
гидрат натриевой соли L-тироксина (Sigma, США) в кон-
центрациях 10-8, 10-9 и 10-10 М. Все соединения вносили 
в культуры одновременно с митогеном. Поликлональный 
тимусзависимый пролиферативный ответ В-лимфоцитов 
оценивали в культурах с митогеном лаконоса (PWM, 
Sigma, США) в оптимальной концентрации 2,5 мкг/мл 
или без него (2 × 105 клеток/лунку в среде 199 с добавле-
нием 10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамина, 100 мкг/мл ген-
тамицина сульфата, 10% аутоплазмы). Через 72 или 120 ч 
культивирования оценивали пролиферативный ответ 
лимфоцитов по включению метил-3Н-тимидина. При 
оценке продукции иммуноглобулинов культивирова-
ние клеток с PWM осуществляли в аналогичных услови-
ях в течение 288 ч, но в культуральную среду вместо ау-
топлазмы вносили 10% сыворотки крови плодов коровы 
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(SUS-BIOL, Биолот, Россия). Определение концентра-

ции иммуноглобулинов в супернатантах культур проводи-

ли с использованием коммерческих тест-систем согласно 

инструкции производителя («IgM общий–ИФА–БЕСТ», 

«IgG общий–ИФА–БЕСТ», Вектор-Бест, Новосибирск). 

Состояние всех культур дополнительно контролирова-

ли морфологически. Статистический анализ результа-

тов проводили с учетом log-нормального распределения 

показателей пролиферации лимфоцитов и концентра-

ции иммуноглобулинов в культурах. Для оценки стати-

стической значимости различий связанных попарно дан-

ных использовали непараметрический ранговый крите-

рий Вилкоксона и t-критерий Стьюдента для парных дан-

ных. Различия считались статистически значимыми при 

p < 0,05.

Основные результаты. При совместном воздействии 

тироксина в концентрации 10-10 М с гексопреналином 

сульфатом выявляется статистически значимое в сравне-

нии с контролем снижение пролиферации лимфоцитов 

в 120-часовых культурах с PWM. В культурах с одновре-

менным внесением бета-адренергического агониста и ти-

роксина в концентрации 10-9 М уровень пролиферации 

в 72-часовых культурах с PWM снижается в сравнении 

с культурами с добавлением только тироксина или гек-

сопреналина сульфата, а в 120-часовых – по отноше-

нию к культурам только с бета-адреномиметиком. При 

концентрации тироксина 10-8 М изменения отсутствуют. 

При внесении в культуры тироксина без агониста бета-

адренорецепторов отмечается только снижение спонтан-

ной пролиферации лимфоцитов в 120-часовых культурах 

без митогена при концентрации гормона 10-9 М, а одного 

бета-адренергического агониста – отсутствие изменений. 

Тироксин в концентрациях 10-8 и 10-9 М повышает в срав-

нении с контролем продукцию IgG в 288-часовых культу-

рах мононуклеарных клеток с PWM, не влияя на уровень 

IgM. Внесение совместно с тироксином агониста бета-

адренорецепторов отменяет этот эффект, концентрация 

IgG в этих культурах не отличается от контроля.

Заключение. Выявлены угнетение пролиферативного 

ответа лимфоцитов и отмена стимулирующего действия 

тироксина на продукцию IgG в культурах мононуклеар-

ных клеток периферической крови практически здоро-

вых людей с митогеном лаконоса при совместном воздей-

ствии гексопреналина сульфата и тироксина.

Работа поддержана грантами РФФИ 10-04-96092p_

урал_а и 11-04-96047р_урал_a, Программы Президиума 
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Белки-химеры, в состав которых входят антигены воз-
будителя инфекции в сочетании с иммунологически ак-
тивными доменами, также как и «синтетические гены», 
кодирующие такие белки, привлекают интерес как по-
тенциальные компоненты вакцин. В последнее время 
появляется все больше данных об успешной иммуниза-
ции антигенами, химически связанными с адьювантами. 
В представляемой работе мы сконструировали ген, коди-
рующий трехкомпонентный белок, состоящий из анти-
гена Ag85B M. tuberculosis, лиганда для TLR5-флагеллина 
S. enterica, и Fc-фрагмента антител IgG2a мыши. В этой 
конструкции лиганд для TLR5 представляет собой адью-
вант, который активирует реакции врожденного имму-
нитета, а за счет Fc-фрагмента антитела происходит про-
никновение антигена в клетку, где происходит его про-
цессинг и последующая презентация в контексте моле-
кул главного комплекса тканевой совместимости. Кроме 
того, за счет Fc-фрагмента происходит димеризация мо-
лекул, что, по-видимому, способствует образованию кла-
стеров рецепторов и увеличивает количество поглощае-
мого антигена.

Цель нашего исследования заключалась в проверке 
защитных свойств трехкомпонентной конструкции, экс-
прессируемой в аденовирусном векторе, в модели тубер-
кулезной инфекции у мышей. 

Нами были созданы следующие рекомбинантные аде-
новирусы: 1) Ad-Ag85B – аденовирус, кодирующий толь-
ко антиген Ag85B; 2) Ad-Ag85B-Flagelline – аденовирус, 
кодирующий антиген Ag85B и флагеллин; 3) Ad-Ag85B-
Flagelline-Fc – аденовирус, кодирующий тройной белок-
химеру, антиген Ag85B + флагеллин (лиганд TLR5) + Fc-
фрагмент антител IgG2a. Экспрессиию Ag85В и Fc-
фрагмента определяли методом Western blot. Способность 
данного белка активировать TLR5 тестировали в искус-
ственной эукариотической тест-системе на основе кле-
точной линии HEK293.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
иммунизация двумя первыми вариантами рекомбинант-
ных аденовирусов не защищает мышей от туберкулеза. 
Добавление в кодирующую последовательность «флагел-
лин + Fc-фрагмент» последовательности, кодирующей 
антиген микобактерий, привело к специфической про-
текции. Таким образом, увеличение иммунногенности 
антигенов микобактерий, экспрессируемых в составе ре-
комбинантных аденовирусных векторов, может рассма-
триваться как перспективный подход при конструирова-
нии противотуберкулезных вакцин.
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