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АКТИВАЦИЯ ГЕНОВ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ ИММУНИТЕТА: 
РАЗЛИЧНАЯ ИНДИВИДУАЛЬНАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 
КЛЕТОК КРОВИ ЧЕЛОВЕКА К ПРЕПАРАТАМ 
ИНТЕРФЕРОНОВ И ИНДУКТОРОВ IFN 

Соколова Т.М.1, Шувалов А.Н.1, Шаповал И.М.1, Соколова З.А.2, 
Ершов Ф.И.1¹
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2 ФГБНУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина», Москва, Россия

Резюме. Исследовали дозовые эффекты препаратов Генфаксон (бета1-IFN), Циклоферон и Имму-
номакс (индукторы IFN) на экспрессию 6 генов сигнальных путей иммунитета (TLR3, TLR4, RIG1, 
IRF3, IPS, B2M) в клетках крови 3-х разных людей методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Обнару-
жено, что доноры имеют различную чувствительность к исследованным препаратам, возможно, обу-
словленную конститутивными уровнями активности генов TLR3 и TLR4 и связанную с их иммунной 
патологией. Генфаксон в дозе 104 МЕ давал сильную стимуляцию экспрессии генов TLR3, TLR4, IRF3 
и B2M у двух людей, Иммуномакс в дозе 0,5 единиц имел такие же эффекты только у одного мужчи-
ны (с инфекцией вирусом Эпштейна–Барр). Циклоферон стимулировал генную экспрессию значи-
тельно слабее у всех доноров. Мы показали обратную корреляцию чувствительности клеток человека 
к препарату Иммуномакс от конститутивных уровней активности TLR3 и TLR4 генов. Стимули-
рующие эффекты Иммуномакса были максимальными у человека с очень низкими TLR3/4 генными 
уровнями. Иммуномакс стимулировал гены нескольких сигнальных путей, включая TLR3, TLR4, но 
RIG1/IPS генные пути были активированы сильнее. Циклоферон индуцировал генную транскрип-
цию факторов IRF3 и B2M лучше, чем TLR3, TLR4. Таким образом, наши данные подтверждают 
IFN-индуцирующие свойства препаратов Генфаксон, Иммуномакс и Циклоферон в клетках крови 
человека. Тестирование экспрессии генов сигнальных путей иммунитета методом ОТ-ПЦР в реаль-
ном времени позволит быстро и с высокой специфичностью оценивать активности препаратов IFN 
и индукторов IFN без использования биологического метода клеточных культур. 

Ключевые слова: индукторы-IFN, сигнальные иммунные гены, клетки крови
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ACTIVATION OF GENES CONTROLLING THE IMMUNE 
SIGNALING PATHWAYS: DIFFERENTIAL INDIVIDUAL 
SENSITIVITY OF HUMAN BLOOD CELLS FOR INTERFERON 
PREPARATIONS AND IFN INDUCERS

Sokolova T.M.a,, Shuvalov A.N.a, Shapoval I.M.a, Sokolova Z.A.b, 
Ershov F.I.a 
a FSBI "N.F. Gamaleya Federal Reseach Centre for Epidemiology and Microbiology, Russian Ministry of Health Care", 
Moscow, Russian Federation  
b FSBSI "N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center", Moscow, Russian Federation

Abstract. We have studied dose effects of several Interferon (IFN) inducers, i.e., Genfaxon (beta-1 
IFN), Cycloferon and Immunomax upon expression of six genes controlling the signaling in immune 
pathways (TLR3, TLR4, RIG1, IRF3, IPS, B2M), by means of real-time RT-PCR, being tested with 
blood cells from three humans. It is revealed that individual cell samples showed different sensitivity 
to these drugs, probably, due to constitutive levels of TLR3 and TLR4 gene expression and possible 
connections with their immune pathology. Genfaxon at a dose of 104 ME produced potent stimulation 
of TLR3, TLR4, IRF3 and B2M genes in two persons. Immunomax, at a dose 0,5 unit, exhibited same 
effect in one case only (with Epstein-Barr virus infection). Cycloferon stimulated gene expression at 
much lower levels than Genfaxon in any cases. We have shown a reverse correlation between sensitivity 
of the cells to Immunomax, and constitutive TLR3 and TLR4 expression. The stimulatory effects of 
Immunomax were maximal in a person with very low TLR3/4 gene expression. Immunomax boosted the 
genes from several signaling pathways, including TLR3, TLR4, but genes of RIG/IPS pathway showed 
higher activation. Cycloferon induced gene transcription of IRF3 and B2M-receptor to higher degree, 
than expression of TLR3 and TLR4 genes. Hence, our data concerning Genfaxon, Immunomax and 
Cycloferon confirm their IFN-inducing effects upon human blood cells. The RT-PCR-based evaluation 
of gene expression related to signaling immune pathways in blood cell populations will enable rapid 
and highly specific quantitation of IFN and IFN-inducer drugs activities, thus avoiding their biological 
testing in long-term cell cultures.

Keywords: IFN-inducers, immune signaling genes, blood cells

Введение
Сигнальные реакции иммунного ответа начи-

наются с рецепторов врожденного иммунитета, 
расположенных на мембране, в эндосомах кле-
ток (TLRs) и локализованных в цитоплазме RLRs 
и NRLs [8, 23, 24]. Интерфероны (IFN) типа 
I стимулируют экспрессию TLRs рецепторов 
[25, 29]. Эндосомальный рецептор TLR3 узнает 
двуспиральные РНК (дсРНК) и играет важную 
роль в антивирусной защите клеток от вирусов. 
Мембранный рецептор TLR4 реагирует на ли-
пополисахариды бактерий, глюкозаминоглика-
ны и компоненты оболочки вирусов. Адаптором 
TLR3 является белок TRIF, передающий сигнал 
на гены IFN типа 1. В TLR4 сигнальных путях 

участвует белок MyD88, но также может быть 
включен и белок TRIF [16]. Рецептор RIG1 уз-
нает в цитоплазме короткие дсРНК и 5’-фос-
форилированые РНК (5’-рррРНК) и передает 
сигнал на митохондриальный адапторный белок 
IPS (также известный как MAVS и VISA). Таким 
образом, сигнальные TLR3/4 и RIG1 пути имеют 
общий результирующий этап – активация фак-
тора транскрипции IRF3 и его взаимодействие 
с промотором гена бета-IFN [24]. Образовавший-
ся IFN индуцирует каскад STAT1/2-IRF9 сигна-
лов активации множества IFN-зависимых генов 
[27, 28]. Cреди них группа иммунорегуляторных 
цитокинов и бета-2-микроглобулин (В2М) – 
корецептор активированных Т-лимфоцитов. 
В комплексе с белками главного комплекса ги-



9

Сигнальные пути иммунитета
Immune signaling gene activation by IFN2015, Vol. 17,  1

2015, Т. 17, № 1

стосовместимости В2М обеспечивает специфи-
ческое узнавание антигенов и усиливает синтез 
специфических антител (гуморальный ответ 
В-лимфоцитов) [21, 22].

Индивидуальная чувствительность к препа-
ратам IFN и их индукторам представляет серьез-
ную медицинскую проблему. Причины различий 
в индивидуальном ответе людей на лекарства 
в большинстве случаев остаются неизвестными. 
Исследованные нами фармпрепараты Генфак-
сон (бета1-IFN), Иммуномакс и Циклоферон 
широко применяются как антивирусные и анти-
бактериальные и иммунокоррегирующие пре-
параты [2, 6, 7]. Лечебное действие Генфаксона 
на аутоиммунные процессы объясняют антипро-
лиферативной активностью высоких доз реком-
бинантного бета1-IFN и индукцией экспрессии 
TLR7 в дендритных клетках [19, 20]. Циклоферон 
(метилглюкаминовая соль акриданона) является 
известным индуктором IFN с широким спектром 
нозологического применения [7]. Механизм его 
антивирусного, антибактериального и иммуно-
модулирующего действия активно изучается, но 
во многом остается непонятным [30, 31]. На ос-
нове ряда полученных производных акридано-
на создаются эффективные противоопухолевые 
препараты [3, 18]. По нашим данным, Циклофе-
рон индуцирует транскрипцию мРНК IFN типа 1 
в клетках крови человека и является регуляторов 
апоптоза [9, 11, 12]. Иммуномакс (растительный 
пептидогликан) сочетает иммуномодулирующие 
и IFN-индуцирующие свойства в клетках челове-
ка [1, 14].

Для сравнения сигнальных путей действия 
бета-1IFN «Генфаксона», иммунодулятора «Им-
муномакс» и IFN-индуктора «Циклоферона» 
в клетках крови 3-х разных людей впервые про-
веден количественный анализ экспрессии 6-ти 
генов (TLR3, TLR4, RIG1, IPS, IRF3 и B2M) ме-
тодом количественной ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени. 

Материалы и методы
Препараты. Генфаксон – рекомбинант-

ный бета-1а-IFN (производитель Laboratorio 
TUTEUR S.A.C.I.F.I.A), выпускается в шпри-
цах 0,5 мл (44 мкг) с активностью 12 млн МЕ.  
Иммуномакс (Иммафарма, Москва) по химиче-
ской природе является кислым пептидогликаном 
с молекулярной массой 1000-40000 kDа. По дан-
ным производителя, препарат выделен из расте-
ний и очищен хроматографическими методами, 

содержит 200 ЕД активного вещества, предназна-
чен для внутримышечного введения. Циклофе-
рон – N-метилглюкаминовая соль акридонуксус-
ной кислоты, 12,5% водный раствор («Полисан» 
НТФФ). 

Постановка опытов на клетках крови человека. 
Венозная кровь была взята у 3-х разных людей: 
мужчина 27 лет, носитель вируса Эпштейна–
Барр (донор 1); женщина 65 лет с онкологи-
ческим заболеванием 1 стадии (донор 2); жен-
щина 53 лет с сердечно-сосудистой патологией 
(донор 3). 5 мл свежей крови разводили в 15 мл 
питательной среде RPMI-1640 с глютамином, 
содержащей 10% сыворотки телят и антибио-
тик гентамицин. Разведенную кровь разливали 
по 1 мл в культуральные стерильные пробирки 
с герметичными пробками. К ней добавляли при-
готовленные разведения препаратов по 10 мкл. 
Исследованные дозы Генфаксона составили 105, 
104 и 103 МЕ/мл, Иммуномакса – 5 и 0,5 ед/ мл, 
Циклоферона – 600 и 125 мкг/мл. Выбор ис-
следованных доз Циклоферона и Иммуномакса 
сделан исходя из ранее полученных нами данных 
об их IFN-индуцирующих свойствах в клетках 
крови человека [9, 12, 14]. Дозы Иммуномак-
са не вызывали видимых изменений клеточной 
морфологии и проницаемости (окраска трипа-
новым синим). Инкубацию клеток крови с пре-
паратами проводили 20 ч при 37° С в термостате, 
затем клетки осаждали при 1000 об/ мин на цен-
трифуге. Осадки клеток лизировали в 0,8 мл 
реагента Purzol (Bio-Rad, США), согласно ин-
струкции, и использовали для выделения РНК 
и анализа экспрессии генов методом ОТ-ПЦР 
в реальном времени.

Действие Циклоферона в клетках линии Jurkat 
(Т-клеточный лимфобластоидный лейкоз) по-
лучено из РОНЦ им. Н.Н. Блохина. К суспен-
зионной культуре с плотностью 106 клеток/мл 
в питательной среде RPMI-1640 с глютамином, 
содержащей 10% сыворотки телят и антибиотик 
гентамицин, добавляли разные дозы препарата 
на 2 ч при 37 °С. Конечные концентрации Ци-
клоферона варьировали от 2500 до 78 мкг/мл. 
Затем клетки осаждали центрифугированием 
и отмывали от препаратов и продолжали инкуба-
цию в свежей питательной среде 24 ч при 37 °С. 
Из осадков клеток выделяли РНК, как описано 
выше для клеток крови, и определяли экспрес-
сию генов «домашнего хозяйства» и генов альфа-
IFN.

ОТ-ПЦР в реальном времени. Подробное опи-
сание процедуры выделения РНК, обработки 
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препарата ДНК-зой, получения кДНК и прове-

дения количественного ПЦР-анализа на прибо-

ре CFX-96 (Bio-Rad, США) приведено в нашей 

более ранней публикации [12]. Структура олиго-

нуклеотидных праймеров, рассчитанных нами, 

представлена в таблице 1. Праймеры генов «до-

машнего хозяйства» (18S рибосомальной РНК, 

глицеральфосфатдегидрогеназы ГФДГ, бета-ак-

тина и бета-2-микроглобулина), а также консер-

вативные для генов альфа-IFN опубликованы 

[10, 12]. Все праймеры были синтезированы фир-

мой Синтол (Россия). Полученный ПЦР-продукт 

соответствовал расчетному по Т-плавления 

и подвижности в агарозном геле. Относитель-

ная оценка экспрессии генов (дельта Cq) сдела-

на в программе CFX Manager «Gene expression 
analysis» в автоматическом режиме. 

Цитотоксичность препарата Циклоферон ис-
следована в реакции МТТ на клетках адено-
карциномы толстого кишечника SW620 (ATTC 
CCL-227, РОНЦ им. Н.Н. Блохина) согласно 
описанной методике [5] (табл. 2). Контакт клеток 
с разными дозами препарата составлял 48 ч при 
37 °С, варианты опыта и контроля (без препара-
та) исследовали в 16 лунках 96-луночного плато. 
За 5 ч до окончания инкубации в лунки вноси-
ли по 20 мкл раствора МТТ (Sigma, Chemical Co, 
США). Супернатант удаляли и в каждую лунку 
добавляли по 200 мкл ДМСО, растворителя кри-
сталлов формазана на 10 мин при 37 °С, после 
чего измеряли оптическую плотность раство-

ТАБЛИЦА 1. СТРУКТУРА ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ ПЦР-ПРАЙМЕРОВ

Ген/мРНК Последовательность нуклеотидов
5’-------------------3’

Размер ПЦР 
продукта

н.п.* 

TLR3 П – AGT GCC GTC TAT TTG CCA CA 
О – GCA TCC CAA AGG GCA AAA GG  149 

TLR4 П – GTC AGA CGG TGA TAG CGA GC 
О – TTA GGA ACC ACC TCC ACG CA 177

RIG1 CCA GAG AAC CAG TTG GGC TT
TCT CCA CCA TCT CTG GAC ACC 163 

IRF3  П – CTG GGG CCC TTC ATT GTA GA
 О – GTA GGC CTT GTA CTG GTC GG 270 

IPS1  GCA AGA GAC CAG GAT CGA CT
TCC GCG AGA TCA ACT AGC TC 152 

Примечание. * – нуклеотидные пары.

 ТАБЛИЦА 2. ДЕЙСТВИЕ ЦИКЛОФЕРОНА НА КЛЕТОЧНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ 

Метод тестирования
Дозы Циклоферона мкг/мл

2500 1250 625 312 156 78 контроль

ОТ-ПЦР Cq* (SD)  Экспрессия генов в клетках Jurkat

18S рибРНК 23  21 20 18 17 17 18

ГАФДГ 21 19 17 14 13 13 14

В2М 32 30 29 24 24 24 25

альфа-IFN 38 37 35 34 33 34 32

MTT Цитотоксичность в культуре клеток SW620 48 часов

ОЕ** 540 нм 0,8 1,1 1,2 1,4 1,4 1,4 1,4

Примечание. *Сq – пороговые циклы амплификации, целые средние значения 3-х повторных измерений, SD – 
стандартные отклонения Cq в пределах 0,1-0,2; ** – ОЕ – оптическая плотность, средние значения 16 повторных 
измерений.
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Рисунок 1. Экспрессия генов TLR3 и TLR4 в клетках крови человека, индуцированная препаратами Генфаксон (А), 
Циклоферон (Б) и Иммуномакс (В)
Примечание. По оси абсцисс: 1 – донор мужчина 27 лет, носитель вируса Эпштейна–Барр; 2 – донор женщина 65 лет с онкологическим 
заболеванием; 3 – донор женщина 53 лет с сердечно-сосудистой патологией. По оси ординат – кратность стимуляции транскрипции 
(дельта-Cq) относительно контроля, принятого равным 1. Столбики черные: Генфаксон 105 МЕ/мл, Циклоферон 600 мкг/мл, Иммуномакс 
5 ед/мл; столбики серые: Генфаксон 104 МЕ/мл, Циклоферон 125 мкг/мл, Имууномакс 0,5 ед/мл; столбики белые – Генфаксон 103 МЕ/мл.

ра на анализаторе иммуноферментных реакций 
«Униплан» АИФР-01 (Россия). Вычисляли сред-
ние значения ОЕ при 540 нм. Опухолевые клетки 
считали чувствительными к Циклоферону, если 
наблюдалось достоверное снижение значений 
средних значений ОЕ в опыте относительно кон-
троля клеток (без добавления препарата). 

Статистическая обработка. Данные ОТ-ПЦР 
в реальном времени получены с 3-мя повторны-
ми образцами кДНК и представлены как сред-
ние значения дельта-Cq со стандартными от-
клонениями (SD). Величины SD не превышали 
10% от значений средних. Значимость разли-
чий между образцами оценена по t-критерию 
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Стьюдента при р < 0,05 в программе «Statistica 
6.0». 

Результаты
Сравнили действие 3-х препаратов Генфак-

сон, Циклоферон и Иммуномакс на транскрип-
цию генов сигнальных путей иммунитета TLR3, 
TLR4, IRF3, В2М, RIG1 и IPS в клетках крови 
людей разного возраста (доноров) с различной 
патологией. Данные суммированы и представле-
ны на рисунках 1-4 в виде кратности стимуляции 
экспрессии генов у доноров 1, 2 и 3 относительно 
контроля, принятого равным 1.

На рисунке 1 (А, Б, В) показано действие пре-
паратов на экспрессию генов TLR3 и TLR4 в клет-
ках крови 3-х доноров. Высокая доза Генфаксона 
(IFN 105 МЕ/мл) ингибировала конститутивную 
активность TLR4 гена у мужчины (донор 1), но 
давала 100-кратный рост генной транскрипции 
у женщины с онкологическим заболеванием (до-
нор 2). При этом у нее наблюдалась прямая до-
зовая зависимость стимулирующего эффекта 
Генфаксона на ген TLR3 (рис. 1А). Снижение 
концентрации Генфаксона до 104 МЕ/ мл в клет-
ках этих 2-х доноров оказывало на гены TLR3 
и TLR4 сильно выраженное стимулирующее 
действие. Вместе с тем, в клетках крови донора 
3 (женщина с сердечно-сосудистой патологией) 

Генфаксон проявлял на эти гены слабый стиму-
лирующий эффект. 

Стимулирующие эффекты Циклоферона 
на гены рецепторов TLR3 и TLR4 были низкими 
и варьировали от 2 до 4 раз (рис. 1Б). Они выяв-
лялись в клетках крови 3-х доноров избирательно 
в ответ на дозы 600 и 125 мкг/мл. При этом высо-
кие концентрации Циклоферона ингибировали 
конститутивную экспрессию гена TLR4. 

Действие Иммуномакса на гены рецепторов 
TLR3 и TLR4 было высокостимулирующим и из-
бирательным в клетках крови только донора 1 
(рис. 1В). Максимальный эффект наблюдался 
с низкой дозой препарата 0,5 ед/мл. Клетки кро-
ви доноров 2 и 3 либо не реагировали на Иммуно-
макс или уровни активации генов TLR3 и TLR4 
были низкими. 

Выявленные различия в действии препара-
тов на гены TLR3 и TLR4 у 3-х доноров могли 
быть обусловлены отличиями в исходных кон-
ститутивных уровнях генной активности. По-
роговые циклы (Cq) логарифмической фазы 
амплификации генов TLR3 и TLR4 у 3-х доно-
ров значительно варьировали (рис. 2А, Б). Наи-
большие значения Cq генов TLR3 и TLR4 были 
у донора 1, донор 2 имел средние показатели Cq 
и наименьшие значения Cq наблюдались у до-
нора 3. Это означает, что донор 1 имеет самые 
низкие уровни экспрессии генов TLR3 и TLR4, 

Рисунок 2. Сравнение конститутивных уровней активности генов TLR3 и TLR4 в клетках крови 3-х людей
Примечание. Кривые накопления ПЦР-продуктов в реальном времени. По оси абсцисс – циклы (Сq) и пики Т-плавления специфических 
амплификатов. По оси ординат – нарастание флуоресцентного сигнала. 1 – донор мужчина 27 лет, носитель вируса Эпштейна–Барр; 2 – 
донор женщина 65 лет с онкологическим заболеванием; 3 – донор женщина 53 лет с сердечно-сосудистой патологией. 
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а донор 3 – самые высокие. При этом, по данным 
плавления, у донора 1 отсутствовал специфиче-
ский амплификат гена TLR3 и, следовательно, 
конститутивный синтез мРНК TLR3 был не вы-
являемым, а у донора 2, по данным плавления, 
содержал дополнительные неспецифические ам-
плификаты (рис. 2А). Различия между донорами 
в конститутивных уровнях экспрессии для гена 
TLR4 составили 210 (рис. 2Б). Следует отметить, 
что ген TLR4, по сравнению с геном TLR3, 

в клетках крови всех доноров имел более высо-
кие конститутивные уровни экспрессии (средние 
значения TLR4 = Cq25 и TLR3 = Cq35). Мож-
но сделать вывод, что донор 1, с более низкими 
уровнями экспрессии генов TLR3 и TLR4, отли-
чается от доноров 2 и 3 более высокой индивиду-
альной чувствительностью к препаратам Генфак-
сон и Иммуномакс. Наоборот, донор 3, с более 
высокими конститутивными активностями этих 
генов, имеет низкую чувствительность к пре-

Рисунок 3. Экспрессия генов В2М и IRF3 в клетках крови человека, индуцированная препаратами Генфаксон (А), 
Циклоферон (Б) и Иммуномакс (В)
Примечание. Обозначения см. на рисунке 1.
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паратам IFN и их индукторов. По-видимому, 
в клетках крови существуют эндогенные меха-
низмы регуляции уровней транскрипционной 
активности генов – рецепторов врожденного им-
мунитета, которые пока остаются неизвестными. 

Дальнейший ПЦР-анализ действия препа-
ратов на экспрессию IFN-зависимых генов – 
фактора транскрипции IRF3 и В2М подтвердил 
описанные выше закономерности регуляции 
генов TLR3 и TLR4 в клетках крови 3-х доно-
ров (рис. 3А, Б, В). По-прежнему гены донора 1 
имели наибольшую чувствительность к препара-
там Генфаксон и Иммуномакс и гены донора 3 – 
минимальную. Гены донора 2 проявляли проме-
жуточную чувствительность к рекомбинантному 
бета1-IFN. Можно лишь предполагать, как на-
блюдаемые различия у 3-х случайных доноров 
связаны с имеющейся у них патологией (донор 1 
носитель вируса Эпштейна–Барр; донор 2 с он-
кологическим заболеванием 1 стадии; донор 3 
с нарушениями сердечно-сосудистой деятельно-
сти). Ответ на эти вопросы требует специальных 
исследований.

Мы провели дополнительное расширенное 
исследование влияния разных доз Циклоферона 
на клеточный метаболизм с помощью 2-х тестов: 
ОТ-ПЦР и МТТ (табл. 2). По данным 2-х видов 
анализов (экспрессия генов «домашнего хозяй-
ства» и альфа-IFN) и цитотоксичности на опу-
холевых клетках Jurkat и SW620 были получены 
одинаковые значения действующих концентра-

ций. Отличия в дозах Циклоферона от контроль-
ных значений наблюдались до концентрации 
312 мкг/мл. Следовательно, доза 125 мкг/мл, 
использованная нами и активирующая IFN-
зависимые гены IRF3 и B2M, не оказывает инги-
бирующего влияния на клеточный метаболизм. 
Важно отметить, что активирующее действие 
Циклоферона на гены IRF3 и B2M более зна-
чимое по сравнению с генами рецепторов TLR3 
и TLR4 (рис.1Б и рис. 2Б). Однако, по уровням 
генной индукции уступает эффектам Генфаксона 
(рис. 1А). Поэтому Циклоферон обладает свой-
ством индуцировать синтез IFN в клетках крови 
человека, но уступает по активности Генфаксону 
и Иммуномаксу.

Стимуляция Иммуномаксом генов IRF3 
и B2M в клетках крови была на высоком уровне 
только у донора 1. Специальный интерес пред-
ставляет выяснение роли RIG1/IPS сигнального 
пути в механизме действия этого препарата в свя-
зи данными об участии в нем мембранного TLR4 
[15]. Результаты действия Иммуномакса на экс-
прессию этих сигнальных генов представлены 
на рисунке 4. Видна сильная стимуляция уровней 
транскрипционной активности генов RIG1 и IPS 
в клетках крови донора 1, высокочувствительно-
го к препарату. С этим согласуются наши данные 
об Иммуномаксе как активаторе универсальных 
факторов транскрипции NF-kB и p53, а также ге-
нов IFN в клетках человека [14]. 

Рисунок 4. Экспрессия генов RIG1 и IPS в клетках крови, стимулированная препаратом Иммуномакс
Примечание. Донор 1 мужчины 27 лет, носитель вируса Эпштейна–Барр. По оси абсцисс название генов. Столбики черные – доза 
5 ед/мл , столбики серые – доза 0,5 ед/мл . По оси ординат – кратность стимуляции транскрипции (дельта-Cq) относительно контроля, 
принятого равным 1. 
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Обсуждение 
Исследованные препараты Генфаксон, Ци-

клоферон и Иммуномакс обладают выраженны-
ми клиническими эффектами, которые во мно-
гом связаны с их иммуномодулирующими 
и IFN-индуцирующими свойствами. В нашей 
работе показана способность исследованных 
препаратов стимулировать экспрессию генов 
сигнальных рецепторов иммунитета в клетках 
крови человека, что повышает их чувствитель-
ность к патогенам разной природы и вызывает 
более сильный иммунный ответ в организме. 
Тем не менее, степень выраженности защитного 
эффекта препаратов у отдельных людей варьи-
рует, и не всегда удается достичь ожидаемого 
позитивного результата. Как показано в данной 
работе, стимуляция препаратами экспрессии 
генов врожденного и адаптивного иммунитета 
в клетках крови разных доноров также отлича-
ется и не всегда наблюдается активный генный 
ответ. Возможно, различная чувствительность 
обусловлена значительными индивидуальными 
отличиями в конститутивных уровнях актив-
ности генов TLR3 и TLR4 в клетках крови 3-х 
доноров. Низкие конститутивные уровни экс-
прессии этих генов прямо коррелировали с их 
высокой чувствительностью к препаратам Ген-
факсон (бета1-IFN) и Иммуномакс (раститель-
ный пептидогликан). Подобная зависимость на-
блюдалась и для генов IRF3 и B2M. Стимуляция 
этих генов препаратами Генфаксон и Иммуно-
макс была выраженной. Препарат Циклоферон, 
в отличие от Генфаксона и Иммуномакса, вызы-
вал слабую стимуляцию генов TLR3, TLR4, IRF3 
и B2M в клетках крови 3-х доноров. До сих пор 
остается неизвестным, почему Циклоферон ин-
дуцирует IFN не во всех типах клеток. Показаны 
проникновение Циклоферона в человеческие 
лимфобластоидные клетки и их ядра, взаимо-
действие препарата с ДНК, индукция альфа-IFN 
и провоспалительных цитокинов [4]. Препарат 
оказывает прямое антивирусное действие на ре-
продукцию аденовируса [32] и вирусов герпеса 
[7]. Можно предположить, что взаимодействие 
солей акриданона с нуклеиновыми кислотами 
меняет их структуру. В результате они узнаются 
цитоплазматическими ДНК- и РНК-сенсорами 
(хеликазами RIG1, DAI и др.) как чужеродные 
структуры. Включается сигнальный механизм 
индукции синтеза IFN типа I и провоспали-
тельных цитокинов [8, 21, 24]. В зараженных 
вирусами клетках взаимодействие вирусных 

РНК и ДНК с Циклофероном может нарушать 
репликативную активность вируса и процесс 
сборки полноценных вирионов. Недавно по-
явилось сообщение о способности карбокси-
метилакриданона (CMA), подобно c-diGMP 
(cyclic diguanosine monophosphate) образуемо-
му бактериями, взаимодействовать с белком 
STING (стимулятор интерферонового гена) [17]. 
Включение СМА/STING сигнала синтеза IFN 
эффективно происходит в мышиных макрофа-
гах с участием комплекса TBK1/IRF3, но та-
кой механизм, по данным авторов, не работает 
в клетках человека. Наши исследования в клет-
ках крови человека показали слабые сигнальные 
реакции на Циклоферон генов мембранного 
рецептора TLR4 и эндосомального рецептора 
TLR3. Вместе с тем, Циклоферон заметно силь-
нее стимулировал гены фактора транскрипции 
IRF3 и ко-рецептора B2M. Поэтому механизм 
индукции им IFN в клетках человека работает, 
но он, более вероятно, зависим от цитоплазма-
тических ДНК- и РНК-сенсоров. Такой вывод 
согласуется с результатами масштабного опреде-
ления IFN-индуцирующей активности Цикло-
ферона у здоровых лиц [13] и нашими данными 
о стимуляции им генов бета1-IFN и альфа-IFN 
в клетках крови здорового донора [9].

Иммуномакс, наряду с генами мембранно-
го TLR4 и эндосомального TLR3 рецепторов, 
в большей степени индуцирует ген цитоплазма-
тического сенсора RIG1. По-видимому, для дей-
ствия Иммуномакса имеют значения дополни-
тельные цитоплазматические сигнальные пути 
индукции синтеза IFN с участием митохон-
дриального белка IPS и фактора транскрипции 
IRF3. Наши данные дополняют имеющуюся 
информацию относительно участия TLR4 в сиг-
нальном механизме действия Иммуномакса, 
полученную на клетках с делетированными ге-
нами [15]. Проведенные этими авторами иссле-
дования не затрагивали гены рецепторов TLR3 
и RIG1. 

Метод количественного ОТ-ПЦР тести-
рования экспрессии генов сигнальных реак-
ций иммунитета позволяет быстро и с высокой 
специфичностью оценить индивидуальную чув-
ствительность клеток к препаратам. Мы предла-
гаем более широко использовать этот молекуляр-
ный подход для оценки эффективности действия 
IFN-индуцирующих препаратов вместо затрат-
ных по времени и более трудоемких биологиче-
ских методов титрования в культурах клеток.
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