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ЭФФЕКТИВНОСТЬ РЕКОМБИНАНТНОГО 
TNF-СВЯЗЫВАЮЩЕГО БЕЛКА ВИРУСА 
НАТУРАЛЬНОЙ ОСПЫ В МОДЕЛИ 
КОЛЛАГЕН-ИНДУЦИРОВАННОГО АРТРИТА 
Цырендоржиев Д.Д.1, 3, Сенников С.В.1, Орловская И.А.1, Гилева И.П.2, 
Рязанкин И.А.2, Топоркова Л.Б.1, Курилин В.В.1, Лопатникова Ю.А.1, 
Грыдина А.А.3, Щелкунов С.Н.2
1 ФГБУ «НИИ клинической иммунологии» СО РАМН, г. Новосибирск, Россия  
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3 ГБОУ ВПО «Новосибирский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, г. Новосибирск, Россия

Резюме. В статье представлены результаты исследования эффективности рекомбинантного TNF-
связывающего  белка  вируса  натуральной  оспы  (VARV-CrmB)  в  модели  коллаген-индуцированного 
артрита  (КИА)  у  мышей  (CBAxC57Bl6)F1.  При  введении  VARV-CrmB  и  поликлональных  антител 
к рекомбинантному мышиному TNF (poly-AbMuTNF) происходило улучшение клинических проявле-
ний  КИА  за  счет  снижения  отечности  и  увеличения  подвижности  конечностей  мышей.  Введение 
VARV-CrmB и poly-AbMuTNF приводит к снижению численности нейтрофильных гранулоцитов и гра-
нулоцитарных предшественников. Показано, что введение мышам VARV-CrmB и poly-AbMuTNF приво-
дит к снижению коллагенолитической активности сыворотки крови и содержания гликозаминогли-
канов на ранних сроках исследования. Введение VARV-CrmB и poly-AbMuTNF мышам с КИА приводило 
к снижению хемилюминесцентного ответа лейкоцитов крови. VARV-CrmB оказывал более выражен-
ный ингибирующий эффект на продукцию активных метаболитов кислорода лейкоцитами крови мы-
шей с КИА, чем poly-AbMuTNF. Установлено, что улучшение клинического состояния у мышей с КИА 
имеет более продолжительный характер при введении VARV-CrmB, чем при инъекции poly-AbMuTNF .

Результаты  исследования  позволяют  рассматривать  рекомбинантный  вирусный  белок  VARV-
CrmB как новый потенциальный TNF-антагонист
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b State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» of Rospotrebnadsor, Koltsovo, Novosibirsk Region, 
Russian Federation  
c Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. This paper presents the results of the research on the effectiveness of recombinant TNF-binding 
protein of variola virus (VARV-CrmB) in a model of collagen-induced arthritis (CIA) in mice (CBAxC57Bl6)
F1. The introduction of VARV-CrmB and polyclonal antibody to recombinant mouse TNF (poly-AbMuTNF) 
led to an improvement of clinical manifestations of CIA by reducing the swelling and increasing the mobility 
of  mice  limbs.  The  introduction  of  VARV-CrmB  and  poly-AbMuTNF  reduced  the  number  of  neutrophilic 
granulocytes  and  granulocytic  precursors.  The  introduction  of  VARV-CrmB  and  poly-AbMuTNF  into  mice 
decreased  collagenolysis  in  the  blood  serum  and  the  content  of  glycosaminoglycans  at  the  early  stages  of 
experimentation. Treatment with VARV-CrmB and poly-AbMuTNF of mice with CIA significantly decreased the 
chemiluminescence response of blood  leukocytes. VARV-CrmB exerted more pronounced  inhibitory effect 
on the production of reactive oxygen metabolites by blood leukocytes of mice with CIA than poly-AbMuTNF. 
Improvement of clinical condition of the mice with CIA has a more prolonged effect following introduction of 
the VARV-CrmB than after injection of poly-AbMuTNF. The results suggest the recombinant viral protein VARV-
CrmB to be a new potential TNF-antagonist. (Med. Immunol., 2013, vol. 15, N 6, pp 513-524)
Keywords: tumor necrosis factor, collagen, variola virus, leukocytes, rheumatoid arthritis
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Введение
Ревматоидный  артрит  (РА)  –  чрезвычайно 

гетерогенное  заболевание,  патогенез  которого 
представляет  сложное  и  слабо  изученное  соче-
тание  генетически  детерминированных  и  при-
обретенных  дефектов  иммунорегуляторных  ме-
ханизмов,  ограничивающих  патологическую 
активацию иммунной системы в ответ на потен-
циально патогенные и нередко на физиологиче-
ские стимулы [22].

Ключевую  роль  в  механизмах  развития  РА 
играют  тесно  взаимосвязанные  процессы: 
антиген-специфическая  активация  CD4+Т-
лимфоцитов  по  Th1-типу,  характеризующаяся 
избыточным  синтезом  IL-2,  IFNγ,  IL-17,  IL-18, 
и  гиперпродукция  провоспалительных  цитоки-
нов TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, IL-15. Из широкого 
спектра  медиаторов  ведующую  роль  в  патогене-
зе  РА  отводят  таким  провоспалительным  цито-
кинам,  как  TNFα,  IL-1  и  IL-6,  которые  прямо 
или  опосредованно  участвуют  в  повреждении 
суставной ткани и в развитии системных прояв-
лений заболевания [9]. 

В  настоящее  время  усилиями  ученых  многих 
стран  не  только  разработаны  принципы  анти-
цитокиновой  стратегии  лечения  больных  с  раз-
личными  заболеваниями,  в  патогенезе  которых 
ключевую роль играют цитокины, но и внедрены 
в  практическую  медицину  лекарственные  сред-
ства,  способные  ингибировать  биологические 
эффекты  цитокинов  [7,  8].  Действующим  нача-
лом этих препаратов являются моноклональные 
антитела [16, 38] или рекомбинантные химерные 
белки, состоящие из соответствующих рецептор-
ных и иммуноглобулиновых доменов [18]. Одна-
ко в клинической практике около 30-40% паци-
ентов остаются рефрактерными к терапии этими 
препаратами, менее чем у половины из них уда-
ется достигнуть полной или частичной ремиссии, 
а  около  1/3  –  вынуждены  прекращать  лечение 
из-за  побочных  эффектов  [24,  29].  Лечение  из-
вестными в настоящее время ингибиторами TNF 
может  сопровождаться  развитием  инфекцион-
ных  осложнений,  в  первую  очередь  туберкулез-
ной  [37]  и  латентной  вирусной  инфекцией  [18]. 
Причины и механизмы таких осложнений оста-
ются до конца не выясненными. Следовательно, 
существует  необходимость  создания  препаратов 
нового  типа,  более  безопасных  и  эффективно 
блокирующих  активность  TNF.  В  связи  с  этим, 
во  многих  лабораториях  мира  продолжается  ак-
тивный поиск новых антицитокиновых препара-
тов, которые могли бы удовлетворить требования 
клинической  медицины.  Относительно  недавно 
нами был выделен и охарактеризован новый тип 
TNF-антагониста  –  TNF-связывающий  белок 
вируса натуральной оспы (VARV-CrmB) [18], ос-

нованный на эволюционно выработанных свой-
ствах  защиты  вирусов  от  действия  иммунной 
системы  макроорганизма  [7,  15].  Предваритель-
ные  исследования  показали,  что  VARV-CrmB 
эффективно нейтрализует TNF при эксперимен-
тальном септическом шоке [1, 3, 25], ингибирует 
миграционную и окислительно-метаболическую 
функцию  лейкоцитов  крови  мышей  при  эпику-
танной аппликации TNF [10]. Кроме того, нами 
было  показано,  что  VARV-CrmB  ингибирует 
TNF-индуцированную ОМФ и цитокин-продук-
цирующую  активность  мононуклеарных  клеток 
здоровых  доноров  [11].  Однако  для  уточнения 
механизмов TNF-нейтрализующего эффекта есть 
необходимость  в  проведении  всесторонних  ис-
следований биологических свойств VARV-CrmB, 
для  чего  требуется  выбрать  адекватную  модель 
из множества экспериментальных моделей РА. 

Цель исследования:  исследовать  эффектив-
ность  TNF-связывающего  белка  вируса  нату-
ральной  оспы  в  модели  коллаген-индуцирован-
ного артрита у мышей (CBAxC57Bl/6)F1. 

Материалы и методы
Реактивы и среды
В работе использовался pекомбинантный TNF 

мыши (МuTNF), выделенный из бактериального 
штамма-продуцента (1,5 мг/мл, 3 × 107 МЕ) [2]. Вы-
деление  рекомбинантного  TNF-связывающего 
белка вируса натуральной оспы VARV-CrmB про-
водили, как описано в работе [5]. Антисыворотку 
к TNF мыши (poly-AbМиTNF) получали путем им-
мунизации  кроликов  рекомбинантным  МuTNF. 
Фракционирование  лизатов  клеток  и  Вестерн-
блот анализ проводили, как описано в работе [25].

В работе использовались: среда М 3434 (Stem 
Cell Technology, Canada), среда Metho Cult GF Н 
4434 (Stem Cell Technology, Canada), среда RPMI-
1640, бычий коллаген II типа («Sigma»). 

Животные
В экспериментах использовали мышей линии 

(CBAxC57Bl/6)F1 в возрасте 4 мес. и массой 20-
25 г, полученных из вивария НИИ клинической 
иммунологии  СО  РАМН.  Животных  содержали 
в  условиях  вивария  на  сбалансированном  пи-
тании  и  в  свободном  доступе  к  воде.  Животных 
содержали  и  выводили  из  эксперимента  в  соот-
ветствии с правилами, принятыми Европейской 
конвенцией по защите животных, используемых 
для  экспериментальных  и  иных  научных  целей 
(Страсбург, 1986).

Коллаген-индуцированный артрит (КИА) мо-
делировали  на  мышах  линии  (CBAxC57Bl6)F1, 
с  использованием  бычьего  коллагена  II  типа 
(«Sigma», США). Для моделирования КИА в зад-
нюю  часть  спины  мышей  подкожно  вводили 
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бычий  45  мкг  коллагена  II  типа,  растворенного 
0,1  М  уксусной  кислотой  с  полным  адъюван-
том Фрейнда («Difco»). Через 18 суток повторно 
вводили  коллаген  II  типа  (45  мкг)  с  неполным 
адъювантом  Фрейнда  («Difco»)  (разрешающая 
инъекция)  в  область  основания  хвоста  мышей 
в 4-6 точках [33]. Всего каждому животному вво-
дили  по  90  мкг  коллагена  II  типа.  Poly-AbMuTNF 
и VARV-CrmB вводили мышам через 4 часа после 
разрешающей инъекции коллагена II типа, когда 
в  крови  животных  увеличивается  концентрация 
TNF [29].

Животные были разделены на 4 группы: I-я – 
контрольная  (животным  вводили  физ.  раствор), 
II-я  –  мыши  с  КИА,  III-я  –  животные  с  КИА, 
которым внутрибрюшинно вводили poly-AbMuTNF 
по 2 мкг/мышь, и IV-я – мыши с КИА, которым 
внутрибрюшинно вводили по 2 мкг/мышь VARV-
CrmB. 

Оценка степени активности КИА
Характер  и  степень  активности  КИА  оцени-

вали по 4-точечной шкале на каждой конечности 
[28].  Критериями  шкальной  оценки  активности 
КИА  были:  0  –  нормальный  вид  суставов  и  со-
храненный объем движения в суставах; 1 – эри-
темы и отек конечностей; 2 – видимая деформа-
ция суставов; 3 – анкилоз суставов при сгибании 
суставов. 

Количество форменных элементов перифери-
ческой крови определяли  с  помощью  гематоло-
гического  анализатора  ERMA  PCI90  (Япония) 
в образцах крови объемом 40 мкл, взятых из кон-
чика  хвоста  животного.  Относительное  количе-
ство форменных элементов крови подсчитывали 
на мазках, окрашенных по Романовскому–Гимзе.

Оценка числа коммитированных предшествен-
ников клеток костного мозга

Костный  мозг  мышей  (CBAxC57Bl/6)F1  вы-
мывали из бедренной кости с помощью шприца 
кондиционной  средой  RPMI1640,  содержащей 
10%  телячьей  сыворотки.  Подсчитывали  коли-
чество клеток костного мозга в 1 мл с помощью 
гематологического  анализатора  ERMA  PCI90 
(Япония).  Для  определения  числа  коммити-
рованных  предшественников  клетки  костного 
мозга  мыши  в  концентрации  2,5 ×  104/мл  инку-
бировали  на  24-луночных  планшетах  в  метил-
целлюлозной среде М 3434 (Stem Cell Technology, 
Canada), содержащей цитокины SCF, EPO, IL-3, 
IL-6.  Гранулоцитарно-макрофагальные  (КОЕ-
ГМ)  и  эритроидные  (БОЕ-Э,  КОЕ-Э)  колонии 
подсчитывали  под  инвертированным  микро-
скопом после 14-дневной инкубации при 37  °С, 
во  влажной  атмосфере,  содержащей  5%  СО2, 
согласно  рекомендациям  Stem  Cell  Techologies, 
Canada.

Оценка структурно-метаболических изменений 
соединительной ткани

О структурно-метаболических изменениях со-
единительной  ткани  в  динамике  развития  КИА 
судили по коллагенолитической активности сы-
воротки  (КАС)  крови  мышей  и  по  суммарному 
содержанию гликозаминогликанов  (ГАГ) по ме-
тодикам П.Н. Шараева и соавт. [12, 13]. Суммар-
ное содержание ГАГ (кислые мукополисахариды) 
в  сыворотке  крови  определяли  с  использовани-
ем ТХУ и карбзольной реакции. Величины КАС 
и  ГАГ  выражали  в  мкмолях  оксипролина  на  1  л 
сыворотки  за  1  час  (мкмоль  оксипролина/л) 
и мкмолях гексуроновой кислоты в 1 л сыворотки 
(мкмоль/л) соответственно. 

Окислительно-метаболическую функцию 
(ОМФ) лейкоцитов крови животных  оценива-
ли  с  помощью  метода  люминол-зависимого 
хемилюминесцентного  (ХЛ)  анализа  [36].  Из-
мерение  интенсивности  ХЛ  ответа  лейкоцитов 
крови проводили с помощью мультимодального 
планшетного  ридера  «LB  941  TriStar»  («Berthold 
Technologies», Германия). В качестве люминофо-
ра использовали очищенный люминол (5-амино-
2,3-дигидрофталазиндион-1,4)  («Serva»,  США). 
Регистрацию интенсивности ХЛ ответа лейкоци-
тов  крови  животных  осуществляли  через  3  мин 
в  течение  30  мин.  Результаты  ХЛ  исследования 
выражали как суммарный ХЛ ответ лейкоцитов: 
Isum = n имп/103 L/30 мин, где n – число импуль-
сов, испускаемых 103 лейкоцитами (L) крови в те-
чение 30-минутного исследования.

Статистическая  обработка  материала  осу-
ществлялась  пакетом  лицензированных  про-
грамм Excel 7,0 и Statistica 7,0 с использованием 
средней арифметической, ошибки средней, кри-
терия  Стьюдента.  Результаты  считались  досто-
верными при p < 0,05.

Результаты
Изменение клинических проявлений КИА при 

введении poly-AbMuTNF и VARV-CrmB
На  2  и  7  сут.  после  разрешающей  инъекции 

коллагена II типа течение КИА у мышей (II груп-
па) характеризовалось эритемой и отеком задних 
конечностей,  преимущественно  в  области  ти-
био-тарзальных суставов и лап. На 14 и 21 сут. на-
блюдения, помимо эритемы и отека всех конеч-
ностей,  отмечена  видимая  деформация  суставов 
с ограничением их подвижности. Судя по резуль-
татам  шкальной  оценки,  у  мышей  с  КИА  про-
исходило  закономерное  усиление  клинических 
проявлений  артрита,  вплоть  до  21  сут.  наблюде-
ния.  Введение  poly-AbMuTNF  и  VARV-CrmB  мы-
шам  с  КИА  приводило  к  снижению  активности 
артрита  на  ранних  сроках  наблюдения.  После 
введения  poly-AbMuTNF  сумма  баллов  шкальной 
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оценки была статистически ниже только на 2 сут. 
наблюдения  по  сравнению  с  мышами  II  груп-
пы.  В  то  же  время,  после  введения  VARV-CrmB 
(IV группа) мышам с КИА сумма баллов шкаль-
ной оценки была достоверно меньше и на 7 сут. 
наблюдения.  Однако  к  14  и  21  сут.  показатели 
шкальной  оценки  активности  артрита  во  всех 
сравниваемых  группах  практически  не  отлича-
лись (табл. 1). 

Изменение показателей периферической крови, 
гранулоцитарно-макрофагального и эритроидного 
ростков костного мозга мышей в динамике разви-
тия КИА и при введении poly-AbMuTNF и VARV-CrmB

Развитие  любого  воспалительного  процесса, 
как  известно,  реализуется  эффекторными  клет-
ками крови (нейтрофилов, лимфоцитов и моно-
цитов и др.) и зависит от изменения численности 
и их функционального состояния. В связи с этим 
в работе исследовали состояние периферической 
крови  и  гемопоэза  в  динамике  развития  КИА 
у  мышей.  Анализ  периферической  крови  пока-
зал, что на ранних сроках (2 сут.) развития КИА 
общее  количество  лейкоцитов  крови  мышей 
снижается, затем к 7 сут. возрастает, что отража-
ет классическую реакцию крови при воспалении. 
При введении poly-AbMuTNF численность лейкоци-
тов крови мышей (III группа) менялась волноо-
бразно. Так, на 2 сут. после введения poly-AbMuTNF 
численность лейкоцитов мышей данной группы 
возрастала, к 7 сут. снижалась, а к 14 сут. – вновь 
возрастала. На 2 сут. после введения VARV-CrmB 
численность лейкоцитов крови мышей IV группы 

снижалась, затем происходила постепенная нор-
мализация (табл. 2).

В  процессе  развития  КИА  наблюдали  уве-
личение  как  относительной,  так  и  абсолютной 
численности  нейтрофилов  крови.  При  этом 
выявлено,  что  развитие  КИА  сопровождается 
смещением  формулы  крови  влево,  что  свиде-
тельствует  о  стимуляции  костномозгового  кро-
ветворения.  Пополнение  популяции  нейтро-
фильных  гранулоцитов  в  динамике  развития 
КИА  происходит,  очевидно,  за  счет  увеличения 
численности  гранулоцитарно-макрофагальных 
(ГМ)  предшественников  в  условиях  активной 
продукции  TNF.  Повышение  количества  КОЕ-
ГМ  наблюдалось  в  группе  КИА  на  всех  сроках 
исследования.  Введение  животным  poly-AbMuTNF 
и VARV-CrmB приводило к достоверному сниже-
нию числа КОЕ-ГМ на 7 сут. наблюдения, на по-
следующие  сроки  исследования  не  наблюдался 
корректирующий  эффект  от  введения  этих  пре-
паратов, а на 21 сут. наблюдения обнаруживалась 
статистически  значимая  стимуляция  исследуе-
мого  показателя  под  воздействием  VARV-CrmB 
(рис. 1).

Изменение ОМФ лейкоцитов крови мышей в ди-
намике развития КИА и при введении poly-AbMuTNF 
и VARV-CrmB

Результаты исследования показали, что ОМФ 
лейкоцитов  крови  в  динамике  развития  КИА 
значительно  усиливается  и  сохраняется  на  вы-
соком  уровне  до  конца  срока  наблюдения,  что 
свидетельствует  об  активности  воспалительного 
процесса.  Введение  poly-AbMuTNF  и  VARV-CrmB 

Таблица 1. ПоказаТели шкальной оценки клинических Проявлений в динамике развиТия коллаген-
индуцированного арТриТа у мышей и При введении poly-AbTNF и VARV-CrmB, баллы (M±m)

Группы животных
Срок наблюдения, сут.

2 7 14 21
I. Контроль 0 0 0 0
II. КИА 3,8±0,17 5,3±0,6 7,2±1,4 9,6±1,5
III. КИА + poly-AbTNF 2,7±0,7* 4,4±0,9 6,9±0,8 9,7±1,2
IV. КИА + VARV-CrmB 2,2±0,3* 3,7±0,5* 6,2±0,6 9,3±1,7

Примечание. * – статистические различия по сравнению с данными у животных II группы (p < 0,05). 

Таблица 2. изменение количесТва лейкоциТов крови в динамике развиТия коллаген-
индуцированного арТриТа у мышей и При введении poly-AbTNF и VARV-CrmB, 106/L (M±m)

Группы животных
Срок наблюдения, сут.

2 7 14 21
I. Контроль 14,2±2,4
II. КИА 10,6±0,2* 18,9±2,2* 14,1±2,3 11,3±5,0
III. КИА + poly-AbTNF 17,1±2,1*, ** 8,9±1,9*, ** 17,2±3,4 10,4±2,1
IV. КИА + VARV-CrmB 9,4±0,6*, **, *** 12,3±2,3*** 19±5 10,9±3,4

Примечание. * – статистические различия по сравнению с данными у мышей I группы (контроль); ** – по сравнению 
с данными у животных II группы; *** – по сравнению с данными у мышей III группы (p < 0,05). 
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рисунок 1. влияние poly-AbMuTNF и VARV-CrmB на количество кое-гм в процессе развития киа
Примечание. * – статистические различия по сравнению с данными в контроле; ** – относительно данных у мышей II группы (КИА) 
(p < 0,05).

рисунок 2. изменение окислительно-метаболической функции лейкоцитов крови в динамике развития коллаген-
индуцированного артрита у мышей и при введении poly-AbTNF и VARV-CrmB
Примечание. * – статистические различия по сравнению с данными у мышей контрольной группы; ** – по сравнению с данными у мышей 
II группы (КИА) и *** – по сравнению с данными у мышей III группы (КИА + poly-AbTNF).
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мышам  с  КИА  приводило  к  статистически  зна-
чимому снижению ХЛ ответа лейкоцитов крови. 
При этом VARV-CrmB оказывал более выражен-
ный эффект на ХЛ ответ лейкоцитов крови мы-
шей с КИА, чем poly-AbMuTNF (рис. 2).

Изменение коллагенолитической активности 
сыворотки крови и содержания суммарных сыворо-
точных гликозаминогликанов в динамике развития 
КИА и при введении poly-AbMuTNF и VARV-CrmB

Результаты  исследования  показали,  что  кол-
лагенолитическая  активность  сыворотки  (КАС) 
крови  в  динамике  развития  КИА  закономерно 
возрастает. КАС в динамике развития КИА дости-
гает  максимума  к  14  сут.  наблюдения.  Введение 
poly-AbMuTNF  и  VARV-CrmB  приводило  к  сниже-
нию КАС, причем при воздействии VARV-CrmB 
наблюдается более выраженный эффект (табл. 3). 

Активация  КАС  в  динамике  развития  КИА 
сопровождается  разрушением  хрящевой  ткани, 
о  чем  свидетельствует  повышение  уровня  сыво-
роточных  гликозаминогликанов  (с-ГАГ).  Введе-
ние  мышам  poly-AbMuTNF  и  VARV-CrmB  приво-
дит к снижению уровня с-ГАГ на ранних сроках 
развития КИА (2 и 7 сут.). Однако к концу срока 
исследования  уровень  с-ГАГ  вновь  возрастает 
и практически не отличается от данных у мышей 
с КИА (II группа) (табл. 4). 

Обсуждение
В основе механизмов развития ряда заболева-

ний человека, в том числе аутоиммунной природы 
(РА, болезнь Бехтерева, болезнь Крона, систем-
ная красная волчанка, полимиозит, дерматомио-
зит, псориаз, атопический дерматит и др.), лежит 
дисбаланс  продукции  провоспалительных  цито-
кинов, среди которых наиболее значимым явля-
ется TNF. С учетом роли цитокинов в механизмах 
развития  этих  заболеваний,  проводится  поиск 
лекарственных средств, способных не только ин-
гибировать  синтез  и  процессинг  цитокинов,  но 
и предотвращающих их взаимодействие с эффек-
торными клетками [17]. В клинической медици-
не  достигнуты  хорошие  результаты  лечения  РА 
и  болезни  Крона  методами  анти-TNF-терапии 
с использованием препаратов, действующим на-
чалом  которых  является  димерный  химерный 
белок, сочетающий внеклеточный лиганд-связы-
вающий домен клеточного TNF-рецептора I типа 
и Fc-фрагмент человеческого IgG1 [16] и гибрид-
ное  моноклональное  антитело  cA2,  состоящее 
из константного человеческого и вариабельного 
мышиного доменов [30]. 

Ранее  нами  был  выделен  и  охарактери-
зован  новый  тип  TNF-антагониста  –  TNF-
связывающий  белок  вируса  натуральной  оспы 

Таблица 3. коллагенолиТическая акТивносТь сывороТки крови в динамике развиТия коллаген-
индуцированного арТриТа у мышей и При введении poly-AbTNF и VARV-CrmB, мкмоль оксиПролина / л × ч 
(M±m)

Группы животных
Срок наблюдения, сут.

2 7 14 21
I. Контроль 5,3±0,6 5,7±0,3 5,1±0,7 5,5±0,4
II. КИА 11,6±1,4* 18,1±2,2* 19,2±1,9* 17,4±2,4*
III. КИА + poly-AbTNF 8,2±0,7*, ** 16,1±1,4* 17,2±1,5* 17,6±1,8*
IV. КИА + VARV-CrmB 6,4±0,6*, ** 9,7±1,6*, **, *** 16,3±2,5* 15,7±2,1*

Примечание. * – статистические различия по сравнению с данными у мышей I группой (контроль); ** – по сравнению 
с данными у животных II группы; *** – по сравнению с данными у мышей III группы (p < 0,05). 

Таблица 4. изменение содержания суммарных сывороТочных гликозаминогликанов в динамике 
развиТия коллаген-индуцированного арТриТа у мышей и При введении poly-AbTNF и VARV-CrmB, 
мкмоль/л (M±m)

Группы животных
Срок наблюдения, сут.

2 7 14 21
I. Контроль 21,3±1,2 20,7±1,6 19,7±1,5 20,1±1,4
II. КИА 32,3±2,2* 44,5±2,7* 41,2±2,4* 56,3±3,6*
III. КИА + poly-AbTNF 26,2±1,5*, ** 36,3±1,9*, ** 40,7±2,8* 51,4±3,3*
IV. КИА + VARV-CrmB 25,7±1,7** 31,2±1,1*, **, *** 35,7±2,3* 49,3±2,7*

Примечание. * – статистические различия по сравнению с данными мышей I группы (контроль); ** – по сравнению 
с данными у животных II группы; *** – по сравнению с данными у мышей III группы (p < 0,05). 
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(VARV-CrmB) [7, 15]. Обнаружение этих свойств 
белка  было  основано  на  наблюдениях,  свиде-
тельствующих  о  том,  что  в  процессе  эволюции 
вирусом  натуральной  оспы  были  освоены  раз-
личные  механизмы  преодоления  иммунного  от-
вета  макроорганизма  [35].  В  частности,  вирус-
ный геном детерминирует синтез секретируемых 
белков  –  вироцепторов,  имеющих  структурное 
сходство  с  клеточными  рецепторами  цитокинов 
[32]. Вирусные белки функционируют как связы-
вающие цитокины растворимые рецепторы, бло-
кируя, таким образом, их активность. В дальней-
шем был получен рекомбинантный бакуловирус, 
несущий  ген  TNF-связывающего  белка  VARV 
(VARV-CrmB)  [1]  и  разработан  метод  его  вы-
деления  [5].  Оказалось,  что  TNF-связывающий 
белок  VARV  обладает  более  выраженной  TNF-
нейтрализующей  активностью  в  эксперимен-
тальных системах  in vitro и  in vivo по сравнению 
с  аналогичными  белками  вирусов  оспы  обезьян 
(MPXV)  и  оспы  коров  (CPXV)  [25].  Кроме  того, 
было установлено, что VARV-CrmB нейтрализует 
цитотоксическое действие рекомбинантного мы-
шиного TNF и лимфотоксина-α в экспериментах 
с фибробластами линии L929 in vitro [27], а также 
оказывает выраженное лечебное действие в экс-
периментальной  модели  ЛПС-индуцированного 
эндотоксинового  шока  у  SPF  мышей  линии 
Balb/с,  достоверно  увеличивая  процент  выжив-
ших животных [25]. Однако эти результаты не по-
зволяют создать истинное представление о био-
логическом  потенциале  VARV-CrmB.  Поэтому 
в данной работе проведено углубленное изучение 
биологических  свойств  VARV-CrmB  в  модели 
экспериментального КИА, в патогенезе которого 
важнейшую роль играет TNF [37].

Развитие  КИА  сопровождается  отеком  лап 
с  последующей  деформацией  суставов,  которая 
приводит к нарушениям локомоторной функции 
мышей  за  счет  деформации  суставов  и  ограни-
чения  их  подвижности  [26].  Все  эти  изменения 
связаны  с  разрастанием  соединительной  ткани 
в суставах в результате воспалительной инфиль-
трации  и  первичного  повреждения  хрящевой 
ткани,  о  чем  косвенно  свидетельствует  увеличе-
ние  содержания  с-ГАГ  в  сыворотке  крови  мы-
шей  с  КИА.  При  введении  белка  VARV-CrmB 
и  poly-AbMuTNF  происходит  снижение  отечности 
конечностей мышей и, судя по шкальной оценке, 
на ранних сроках исследования улучшаются кли-
нические проявления КИА. При этом улучшение 
клинического  состояния  у  мышей  с  КИА  имеет 
более  продолжительный  характер  при  введении 
VARV-CrmB, чем при инъекции poly-AbMuTNF. Од-
нако к концу срока наблюдения во всех сравни-
ваемых  группах  животных  клинические  прояв-

ления  артрита  по  результатам  шкальной  оценки 
практически не различались.

При  РА  в  синовиальной  мембране  суставов 
значительно  увеличивается  количество  активи-
рованных  нейтрофилов,  B-  и  Т-лимфоцитов, 
тучных клеток, макрофагов, вовлеченных в про-
цессы  неоваскуляризации  и  лимфоангиогенеза. 
Осуществление рекрутинга, активации функций 
клеток,  участвующих  в  развитии  аутоиммунно-
го  воспалительного  процесса  при  РА,  происхо-
дит  за  счет  участия  широкого  спектра  цитоки-
нов  [23].  В  наших  исследованиях  установлено 
снижение  общего  количества  лейкоцитов  крови 
на ранних сроках наблюдения (2 сут.), что, веро-
ятно,  связано  с  усилением  миграции  этих  кле-
ток из кровотока в ткани, а рост их численности 
к 7 сут. наблюдения, возможно, является резуль-
татом  активации  костномозгового  кроветворе-
ния,  о  чем  свидетельствуют  данные  результатов 
оценки костномозгового кроветворения. Подоб-
ные результаты были получены Rusten et al. [34], 
которые показали стимулирующий эффект TNF 
в концентрации 2 нг на рост КОЕ-ГМ. 

TNF,  взаимодействуя  с  клеточными  рецепто-
рами TNFRI (p55) и TNFRII (p75) [31], запуска-
ет каскад внутриклеточных реакций, в том числе 
модулирует окислительный метаболизм иммуно-
компетентных  клеток,  с  усилением  продукции 
активных  метаболитов  кислорода  (АМК)  [4]. 
Высокая  реакционная  способность  АМК  опре-
деляет  их  токсичность  для  биологических  си-
стем  на  всех  уровнях  –  от  молекулярно-клеточ-
ного  до  организменного.  Гиперпродукция  TNF 
и АМК эффекторными клетками воспаления при 
массивной  антигенной  нагрузке  и/или  на  фоне 
дефицита  антиоксидантов  приводит  к  разруше-
нию  клеток  и  тканей,  в  том  числе  суставов  [6]. 
В наших исследованиях было выявлено усиление 
генерации АМК лейкоцитами крови мышей в ди-
намике развития КИА. Генерация АМК лейкоци-
тами  крови  мышей  в  динамике  развития  КИА, 
возможно,  была  индуцирована  стимулирующим 
действием  цитокинов,  в  том  числе  и  TNF.  Вве-
дение poly-AbMuTNF и VARV-CrmB мышам с КИА 
приводило к значительному снижению ХЛ ответа 
лейкоцитов  крови.  VARV-CrmB  оказывал  более 
выраженный ингибирующий эффект на продук-
цию  АМК  лейкоцитами  крови  мышей  с  КИА, 
чем poly-AbMuTNF.

В исследованиях in vitro и на модели экспери-
ментального  остеоартрита  Calich  A.L.  et  al.  [19] 
установили, что IL-1 и TNFα ухудшают метабо-
лизм  синовиальных  тканей.  Они  стимулируют 
продукцию оксида азота и АМК, которые вовле-
чены  в  катаболизм  хряща  и,  кроме  этого,  могут 
вызывать  повреждение  ДНК  и  апоптоз  хондро-
цитов [20, 21]. Провоспалительные цитокины от-
вечают за повышенный синтез и экспрессию ма-
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триксных  металлопротеиназ  в  суставных  тканях 
[14]. Очевидно, что усиление КАС крови в дина-
мике  развития  КИА  является  результатом  уси-
ления  синтеза  матриксных  металлопротеиназ, 
активности  коллагеназы  и  протеаз,  индуциро-
ванных  провоспалительными  цитокинами  IL-1 
и  TNFα  [12,  14].  После  введения  VARV-CrmB 
мышам с КИА наблюдали снижение КАС крови 
мышей с КИА, что, по сути, и является результа-
том его TNF-блокирующего действия.

TNF-нейтрализующая  активность  VARV-
CrmB может быть связана с тем, что данный бе-
лок,  наряду  с  N-концевым  TNF-связывающим, 
содержит  С-концевой  SECRET-домен,  обе-
спечивающий  связывание  вирусного  белка 
с  хемокинами.  Возможно,  что  не  только  TNF-
связывающая  активность,  но  и  хемокин-связы-
вающие свойства VARV-CrmB важны для прояв-
ления нейтрализующеего эффекта данного белка 
при септическом шоке [3], а также для угнетения 
продукции АМК лейкоцитами, индуцированны-
ми цитокинами и хемокинами, обнаруженными 
в нашем исследовании. 

Таким  образом,  при  введении  VARV-CrmB 
мышам с КИА происходит снижение активности 
артрита,  КАС  и  содержания  гликозаминоглика-
нов,  численности  нейтрофильных  гранулоцитов 
и  гранулоцитарных  предшественников,  ОМФ 
лейкоцитов крови на ранних сроках развития за-
болевания.  Установлено,  что  белок  VARV-CrmB 
обеспечивает более продолжительное улучшение 
клинического состояния мышей с КИА по срав-
нению с poly-AbMuTNF. Полученные нами данные 
позволяют  рассматривать  рекомбинантный  ви-
русный  белок  VARV-CrmB  как  эффективный 
TNF-антагонист.  Однако,  для  пролонгирования 
терапевтического  действия  белка  VARV-CrmB 
в модели КИА, по-видимому, необходимо изме-
нение схемы эксперимента, а именно его введе-
ние  не  однократно,  а  курсами,  соответственно 
фармакокинетике препарата.

Работа  выполнена  при  финансовой  под-
держке  Федеральной  целевой  программы  «На-
учные  и  научно-педагогические  кадры  иннова-
ционной России» на 2009-2013 гг. (гос. контракт 
02.740.11.0485) и РФФИ (грант 10-04-00387а). 
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