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ОЦЕНКА ИММУНОТОКСИЧНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННОГО 
ПРЕПАРАТА ПРОЛОНГИРОВАННОГО ДЕЙСТВИЯ 
ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА НА МАКАКАХ 
РЕЗУС
Джелия А.Б., Устюгов Я.Ю., Кортава М.А. 
Закрытое акционерное общество «БИОКАД», п. Любучаны, Московская область, Россия

Резюме. В статье представлены результаты исследования иммунотоксичности нового лекарствен-
ного препарата пролонгированного действия для лечения рассеянного склероза на основе рекомби-
нантного человеческого интерферона бета-1а. Препарат представляет собой конъюгат интерферона 
бета-1а и полиэтиленгликоля (ПЭГ). Проведенная модификация позволяет улучшить фармакоки-
нетические показатели, а также снизить иммуногенность и улучшить переносимость, что значимо 
увеличивает безопасность исследуемого препарата. Исследование проведено на нечеловекообразных 
приматах – макаках резус (Macaca mulatta). Данный вид животных является чувствительным к дей-
ствию интерферона бета-1а человека, что нами было показано ранее, в исследованиях специфиче-
ской активности. В рамках экспериментов in vivo оценивали динамику субпопуляционного состава 
лимфоцитов периферической крови, количество активированных лимфоцитов, по наличию маркера 
ранней активации, уровень и соотношение сывороточных антител (IgM, IgG, IgA и IgE). В культуре 
мононуклеаров исследовали влияние интерферона бета-1а на уровень экспрессии CD69. Показано, 
что исследуемый препарат вызывает изменения соотношения субпопуляций лимфоцитов (снижение 
относительного числа NK-клеток и повышение относительного числа Т-лимфоцитов) в перифериче-
ской крови приматов. Выявленные изменения носили обратимый характер и не зависели от исполь-
зованной дозы препарата. Не было показано достоверного влияния препарата на уровень экспрессии 
CD69. В отсутствие дополнительной антигенной стимуляции не было показано влияния на уровень 
и соотношение сывороточных антител, оцениваемых классов, а также на фагоцитарную активность 
полиморфоядерных лейкоцитов. Полученные в ходе исследования результаты свидетельствуют об от-
сутствии патологического влияния исследуемого препарата на иммунную систему нечеловекообраз-
ных приматов.

Ключевые слова: рассеянный склероз, интерфероны, Т-лимфоциты, В-лимфоциты, натуральные киллерные клетки, 
антиген СD69, иммуноглобулины
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EVALUATION OF IMMUNOTOXICITY OF THE THERAPEUTIC 
DRUG PROLONGED ACTION FOR MULTIPLE SCLEROSIS ON 
RHESUS MONKEYS
Dzyeliya A.B., Ustyugov Ya.Yu., Kortava M.A. 
CJSC “BIOCAD”, Lubuchany, Moscow Region, Russian Federation

Abstract. This article presents the results of immunotoxicity study of a novel slow-release drug for 
multiple sclerosis treatment based on recombinant human interferon beta-1а. The test article is polyethylene 
glycol (PEG)-conjugated interferon beta-1a. Performed modification allows to improve pharmacokinetic 
parameters, decrease immunogenicity and elevate tolerance that significantly increases safety of the test 
article. The study is performed in nonhuman primates – rhesus monkeys (Macaca mulatta). The species, used 
in this study, is susceptible to human interferon beta-1a that has previously been shown in specific activity 
studies. Dynamics of peripheral blood lymphocyte subsets composition, activated lymphocyte count (based 
on the presence of early activation marker), serum antibodies (IgM, IgG, IgA and IgE) level and ratio were 
assessed within in vivo experiments. The effect of interferon beta-1a on CD69 expression was examined 
in mononuclear cells culture. It was shown that the test article causes changes in lymphocyte subsets ratio 
(decrease of NK-cells relative count with T-lymphocytes relative count elevation) in primates’ peripheral 
blood. Revealed changes were reversible and dose-independent. It was not shown that the test article have 
reliable effect on CD69 expression rate. There was no evidence of test article effect on level and ratio of serum 
antibodies and polymorphonucleocytes phagocytic rate in the absence of additional antigenic exposure. The 
results obtained during the experiment indicate the absence of pathological effect of the test article on the 
nonhuman primates’ immune system.

Keywords: multiple sclerosis, interferons, T lymphocytes, B lymphocytes, natural killer cells, СD69 antigen, immunoglobulins

Введение
Рассеянный склероз (РС) представляет со-

бой хроническое прогрессирующее заболевание 
человека, характеризующееся развитием очагов 
демиелинизации в центральной и перифериче-
ской нервной системе [2]. Иммунологические 
изменения при РС проявляются отклонениями 
клеточного и гуморального иммунитета. В пери-
од обострения заболевания обнаруживается не-
значительное снижение зрелых Т-лимфоцитов 
(CD3+), преимущественно за счет субпопуляций 
Treg-клеток, а также повышение пролифератив-
ной и функциональной активности клеток в от-
вет на митогены. 

Иммуномодуляторные препараты IFNβ, та-
кие как Бетаферон, Авонекс, Ребиф, обладают 
большим терапевтическим потенциалом. Одна-
ко применение данных препаратов сопряжено 
с развитием ряда побочных реакций.

Одним из путей повышения эффективности 
и безопасности интерферона бета-1а являет-
ся «пегилирование» молекулы лекарственного 
препарата. Подобная химическая модификация 
адресно направлена на улучшение их переноси-

мости, снижение иммуногенности, повышение 
периода их полужизни и, как следствие всего пе-
речисленного, на значительное повышение каче-
ства жизни в процессе проведения лечения [4, 7, 
10, 16, 19]. 

В данном исследовании проведена сравни-
тельная оценка влияния исследуемого препара-
та пегилированного интерферона бета-1а (ПЕГ 
IFNβ-1а) и препарата-стандарта – интерферо-
на бета-1а (IFNβ-1а) (фирма-производитель 
ЗАО «БИОКАД») на иммунную систему нечело-
векообразных приматов.

Материалы и методы
Работа выполнена на нечеловекообразных 

приматах – макаках резус (Macaca mulatta) на базе 
Научно-исследовательского института экспери-
ментальной патологии и терапии Академии наук 
Абхазии, г. Сухум. Исследование проведено на 28 
обезьянах Macaca mulatta в возрасте от 3 до 7 лет, 
массой 4,0-7,0 кг.

ПЕГ IFNβ-1а вводили один раз в две недели 
в течение 12 недель с последующим 4-недельным 
восстановительным периодом. Немодифициро-
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ванный IFNβ-1а вводили подкожно 3 раза в не-
делю.

Определение субпопуляционного состава лим-
фоцитов

Оценку проводили на проточном цитофлуо-
риметре Epix XL (Beckman Сoulter) с использо-
ванием реагентов меченых антител производства 
BD (США).

Определение маркера активации CD69 в культу-
рах мононуклеарных клеток

Для определения числа CD69+ клеток ис-
пользовали 24-часовую культуру мононуклеаров 
цельной периферической крови. Для оценки 
стимулирующего действия на экспрессию CD69 
исследуемого препарата и препарата-стандарта 
использовали нестимулированные и стимулиро-
ванные пробы (вносили IFNβ-1а).

Определение уровня иммуноглобулинов в сыво-
ротке крови

Определение уровня антител разных классов 
в сыворотке крови проводили до введения препа-
рата, на 12 и 16 неделе эксперимента. Для опре-
деления количества антител использовали имму-
ноферментную тест-систему Life Diagnostics Inc 
(США).

Постановка реакции бласттрансформации
Оценку пролиферативного ответа прово-

дили в 72-часовых культурах с использованием 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил тетра-
золия бромида (MTT) [24].

Статистический анализ
Статистическая обработка данных произво-

дилась с помощью пакета «Statistica for Windows 
6.0», применялся непараметрический тест Ман-
на–Уитни [1].

Результаты
В работах ряда авторов рассматривается воз-

можное участие натуральных киллерных клеток 
(НК-клеток) в развитии рассеянного склероза 
[13, 15, 17, 22]. В настоящее время имеется до-
статочно клинических данных, позволяющих го-
ворить о влиянии препаратов интерферонов бета 
на данную субпопуляцию клеток [17, 20].

Наши исследования показали, что измене-
ние относительного числа НК-клеток у прима-
тов всех экспериментальных групп происходило 
идентично. На 6-ой и 12-ой неделе, наблюдали 
тенденцию к снижению относительного числа 
НК-клеток, в сравнении с фоновыми показате-
лями. На 16-й неделе эксперимента, напротив, 
было отмечено повышение числа НК-клеток, 
в сравнении с фоновыми показателями. Досто-
верное увеличение НК-клеток наблюдали во всех 
экспериментальных группах, за исключением 
приматов, получавших подкожно ПЭГ IFNβ-1а 

в дозе 0,3 × 106 МЕ/кг, где была отмечена толь-
ко тенденция к увеличению оцениваемого по-
казателя. Полученные результаты согласуются 
с клиническими данными, полученными при 
применении препаратов интерферона в лечении 
рассеянного склероза [12, 20]. 

Оценка относительного числа В-лимфоцитов 
в периферической крови экспериментальных 
приматов не выявила влияния препаратов ПЭГ 
IFNβ-1а и IFNβ-1а на рассматриваемый пара-
метр. 

Оценка относительного и абсолютного чис-
ла Т-лимфоцитов (CD3+ клетки) в перифериче-
ской крови макак резус показала, что при мно-
гократном введении исследуемого препарата 
наблюдается тенденция к повышению относи-
тельного числа Т-клеток в крови приматов в те-
чение периода введения препарата. На момент 
окончания восстановительного периода уровень 
Т-лимфоцитов возвращался к фоновым зна-
чениям. При многократном внутримышечном 
введении модифицированного препарата в дозе 
0,3 × 106 МЕ/кг имела место тенденция к сниже-
нию Т-клеток.

На всех сроках эксперимента у всех животных 
относительное число Т-клеток оставалось в пре-
делах видовой физиологической нормы [3].

Анализ полученных экспериментальных дан-
ных показал, что снижение относительного чис-
ла НК-клеток в периферической крови приматов 
в течение периода введения модифицированного 
и немодифицированного препаратов интерфе-
рона бета-1а сопровождается повышением чис-
ла Т-клеток, и, напротив, на момент окончания 
восстановительного периода, снижение числа 
Т-лимфоцитов у животных экспериментальных 
групп скомпенсировано повышением относи-
тельного числа НК-клеток. Выявленный харак-
тер изменений и его выраженность являлись 
общими для обеих форм препарата, не зависели 
от их способа введения и использованной дозы 
(рис. 1). 

При анализе динамики отдельных субпопу-
ляций Т-клеток (CD3+CD4+CD8- Т-хелперы; 
CD3+CD4-CD8+ цитотоксические Т-клетки) 
было показано, что для всех экспериментальных 
животных характерно наличие тенденции к уве-
личению числа Т-хелперных клеток в течение 
периода введения препаратов. На момент окон-
чания восстановительного периода (16-я неде-
ля) отмечалось снижение относительного числа 
CD3+CD4+CD8- клеток, в сравнении с периодом 
окончания введения (12-я неделя). Выявленное 
увеличение относительного числа хелперных 
клеток может быть связано со стимулирующим 
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Рисунок 1. Динамика относительного числа НК-клеток и Т-лимфоцитов в периферической крови приматов при 
введении препаратов модифицированного и немодифицированного интерферона бета в дозе 3,0 × 106 МЕ/кг
Примечание. п/к – подкожный способ введения; в/м – внутримышечный способ введения.

Рисунок 2. Уровень иммуноглобулинов в сыворотке крови приматов при многократном введении ПЭГ IFNβ-1а
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влиянием интерферона бета на регуляторные 
Т-клетки.

Снижение количества CD3+CD4+CD8- клеток 
на момент окончания восстановительного пери-
ода являлось следствием отмены препарата и по-
следующего снижения абсолютного количества 
Т-лимфоцитов (CD3+ клетки). Достоверных из-
менений в количестве цитотоксических Т-клеток 
выявлено не было.

Данные, приводимые рядом авторов, о влия-
нии препаратов интерферонов I типа на антите-
логенез в ответ на введение эритроцитов барана 
мышам свидетельствуют о возможном влиянии 
исследуемого препарата на гуморальный иммун-
ный ответ при его клиническом применении [5, 
6, 9]. Исследования последних лет показали, что 
влияние IFNβ-1а на функциональное состояние 
В-клеток и уровень иммуноглобулинов в сыво-
ротке крови может быть опосредовано уровнем 
фактора активирующего В-клетки (BAFF). Так, 
было показано, что при использовании препа-
ратов интерферона бета в клинической практике 
для лечения рассеянного склероза наблюдается 
повышение уровня BAFF, чего не происходит 
у пациентов с рассеянным склерозом, не получа-
ющих интерферон [11].

Для оценки влияния препарата ПЭГ IFNβ-1а 
на гуморальное звено иммунитета, оценивали 
динамику уровня антител 4-х классов: IgM; IgG; 
IgA и IgE (рис. 2).

Анализ экспериментальных данных показал, 
что уровень и соотношение иммуноглобулинов 
всех 4-х классов в течение срока исследования 
не имели значимых отличий и находились в пре-
делах видовой физиологической нормы.

Одним из самых ранних поверхностных мар-
керов активации лимфоцитов является CD69. 
Данный белок экспрессируется на поверхности 
активированных T- и B-лимфоцитов, натураль-
ных киллеров, нейтрофилов, эозинофилов, эпи-
дермальных клеток Лангерганса и тромбоцитов 
[18, 23]. 

В работах ряда авторов показано, что приме-
нение препаратов интерферонов первого типа 
(альфа/бета) сопряжено с изменением уровня 
экспрессии поверхностных маркеров актива-
ции [8, 21]. Так, выраженность экспрессии CD69 
при применении IFNβ в исследованиях in vitro 
и in vivo носит дозозависимый характер и может 
являться одним из показателей эффективности 
применения исследуемого препарата при рассе-
янном склерозе [14].

Уровень клеток, положительных по маркеру 
CD69, в культурах мононуклеаров крови экспе-
риментальных животных, без внесения препа-
рата, на 6-й неделе эксперимента имел тенден-
цию к снижению с последующим повышением 
на 12-й неделе и возвращением к фоновому уров-
ню на момент окончания восстановительного 
периода (табл. 1). При внесении IFNβ в культуры 

Рисунок 3. Уровень реагиновых антител в сыворотке экспериментальных приматов при многократном введении 
ПЭГ IFNβ-1а
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клеток крови животных, получавших модифици-
рованный препарат, наблюдали увеличение от-
носительного числа CD69+ клеток на 12 неделе 
эксперимента в сравнении с фоновыми показате-
лями. На момент окончания восстановительного 
периода число клеток, положительных по оце-
ниваемому маркеру, возвращалось к фоновым 
значениям. Изменения не носили достоверного 
характера и не зависели от использованной дозы 
и способа введения. 

При анализе содержания CD69+ клеток в куль-
турах мононуклеаров крови приматов, получав-
ших немодифицированный интерферон бета-1а, 
на 6-й и 12-й неделе наблюдали снижение коли-
чества CD69+ клеток, возвращающееся к фоно-
вым значениям на момент окончания восстано-
вительного периода. Увеличение относительного 
числа CD69+ клеток в культуре мононуклеарных 
клеток является проявлением иммунотропно-
го действия интерферона бета [14]. Полученные 
в ходе данного эксперимента результаты показы-
вают, что исследуемый препарат вне зависимости 
от дозы и способа введения, как и препарат-стан-
дарт, оказывает влияние на уровень экспрессии 
маркера активации CD69.

Оценка аллергизирующей активности являет-
ся обязательной частью общей программы оцен-
ки безопасности фармакологических веществ. 
В данном исследовании проводили оценку спо-
собности индуцировать аллергические реакции 
двух типов (I и IV тип по классификации Джелла 
и Кумбса). Данные типы гиперчувствительности 
являются наиболее важными при развитии пато-
логических процессов аллергической природы 
при применении белковых препаратов, получен-
ных биотехнологическими методами.

Для оценки возможной индукции гиперчув-
ствительности замедленного типа исследуемым 
препаратом использовали реакцию бласттранс-
формации лимфоцитов (РБТЛ). 

В течение всего срока эксперимента не на-
блюдалось значимых изменений в уровне про-
лиферативной активности лимфоцитов пери-
ферической крови, что справедливо для всех 
использованных для стимуляции доз IFNβ-1а. 
Отсутствие достоверных изменений значений 
индекса пролиферации у экспериментальных 
животных свидетельствует о том, что препарат 
не обладает способностью к индукции гиперчув-
ствительности замедленного типа (табл. 2).

Исследование способности к индукции ал-
лергии I типа по Джеллу и Кумбсу проводили 
по уровню реагиновых антител (IgE). Динамика 
уровня IgЕ в сыворотке животных эксперимен-
тальных групп представлена на рисунке 3.

В течение всего срока эксперимента не было 
выявлено значимых отличий или закономерной 
тенденции к изменению уровня IgЕ во всех экс-
периментальных группах.

Обсуждение
На протяжении всего срока эксперимента 

проводили оценку субпопуляционного состава 
лимфоцитов периферической крови приматов, 
активированных лимфоцитов, уровня антител 
(IgM, IgG, IgA и IgE), уровня экспрессии CD69 
в 24-часовой культуре мононуклеаров, аллер-
гизирующей активности (I и IV тип по Джеллу 
и Кумбсу), фагоцитарной активности полиморф-
ноядерных лейкоцитов. Оценку функциональ-
ного состояния иммунной системы приматов 
проводили на фоне введения препарата без до-
полнительной антигенной стимуляции.

Изменения, выявленные в ходе эксперимента, 
касались соотношения субпопуляций лимфоци-
тов (NK-клеток и Т-лимфоцитов). Выявленные 
изменения носили обратимый характер и в наи-
большей степени касались групп животных, по-
лучавших препараты в максимальной использо-
ванной дозе.

Не было выявлено значимого влияния иссле-
дуемого препарата и препарата-стандарта на уро-
вень экспрессии маркеров активации.

В отсутствие дополнительной антигенной 
стимуляции при многократном введении пеги-
лированного интерферона бета-1а не наблюдали 
влияние на уровень оцениваемых классов анти-
тел, что также справедливо для препарата-стан-
дарта и не зависит от использованной дозы и по-
ловой принадлежности животных.

Оценка уровня CD69+- клеток в 24-часовой 
культуре мононуклеаров показала, что внесение 
IFNβ-1а в культуры клеток крови эксперимен-
тальных животных сопровождается тенденцией 
к увеличению значения оцениваемого параметра.

Фагоцитарная активность полиморфноядер-
ных лейкоцитов не изменялась в течение всего 
срока эксперимента при многократном введении 
исследуемого препарата и препарата-стандарта.

ПЕГ IFNβ-1а и IFNβ-1а не обладают аллерги-
зирующим действием.

Лекарственный препарат пролонгированно-
го действия для лечения рассеянного склероза 
на основе рекомбинантного человеческого ин-
терферона бета-1а производства ЗАО «БИО-
КАД», при выбранной схеме введения, не оказы-
вает патологических изменений функциональной 
активности компонентов иммунной системы ма-
как резус.
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