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ИММУНОСУПРЕССОРНЫЕ ЭФФЕКТЫ 
АРГИНИНДЕИМИНАЗЫ STREPTOCOCCUS PYOGENES
Старикова Э.А., Соколов А.В., Бурова Л.А., Фрейдлин И.С.
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Многие патогенные микроорганизмы используют метаболические пути аргинина 
для успешной диссеминации. Бактериальная аргининдеиминаза гидролизует аргинин с образовани-
ем одной молекулы аммиака и двух молекул АТФ. Активность фермента способствует улучшению 
выживаемости патогенных бактерий в условиях пониженной кислотности в очаге инфекции или в 
фаголизосомах, в анаэробных условиях, а также приводит к дефициту аргинина. Метаболизм аргини-
на играет важную роль в регуляции функций клеток иммунной системы. У млекопитающих аргинин 
является субстратом ферментов NOS и аргиназы. Деплеция аргинина является одним из механимов 
иммуносупресии. В обзоре проводится анализ данных литературы о влиянии стрептококковой арги-
нидеиминазы на метаболизм аргинина эукариотических клеток, а также обсуждается иммуносупрес-
сорное действие фермента.
Ключевые слова: аргининдеиминаза, Streptococcus pyogenes, иммуносупрессия

IMMUNOSUPPRESSIVE EFFECTS OF ARGININE DEIMINASE 
FROM STREPTOCOCCUS PYOGENES
Starikova E.A., Sokolov A.V., Burova L.A., Freidlin I.S.
Research Institute of Experimental Medicine, North-Western Branch, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 
Russian Federation

Abstract. Many pathogens use metabolic pathway of arginine for successful dissemination. Bacterial arginine 
deiminase hydrolyzes arginine to form one molecule of ammonia and two molecules of ATP. The activity 
of the enzyme contributes to the improvement of survival of pathogenic bacteria in conditions of low pH at 
the site of infection or in phagolysosome, as well as in anaerobic conditions, and also leads to deficiency of 
arginine. Metabolism of arginine plays an important role in regulating the functions of immune system cells in 
mammals. Arginine is a substrate of enzymes NOS and arginase. Arginine depletion, potentially contributs to 
immunosuppression. The review analyzed the literature data on the effect of streptococcal arginine deiminase 
on the metabolism of arginine eukaryotic cells, and discusses immunosuppressive action of the enzyme.

Keywords: arginine deiminase, Streptococcus pyogenes, immunosuppression
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Введение
С момента открытия аргинина в 1886 г. изуче-

ние роли этой аминокислоты в биохимических 
и физиологических процессах является пред-
метом интенсивных исследований. Значительно 
усилило интерес исследователей к изучению ме-
таболизма аргинина открытие более ста лет назад 
того факта, что аргинин является единственным 
физиологически значимым субстратом для син-
теза NO – важной внутри- и межклеточной сиг-
нальной молекулы, вовлеченной в регуляцию 
многих физиологических и патологических про-
цессов у млекопитающих [85]. Новый виток ин-
тереса к изучению метаболизма аргинина был 
связан с открытием у мышей классической и аль-
тернативной активации макрофагов, в основу 
которой была положена экспрессия фермен-
тов, метаболизирующих аргинин – NOS (Nitric 
Oxide Synthase) и аргиназы соответственно [34]. 
Еще одной важной вехой в изучении метаболиз-
ма аргинина явилась расшифровка механизмов 
иммуносупрессии у онкологических больных, 
связанных с деплецией аргинина в результате 
аргиназной активности миелоидных супрессор-
ных клеток [29]. На важность метаболизма этой 
аминокислоты в осуществлении защитных ре-
акций указывает тот факт, что многие патогены 
используют метаболические пути аргинина ор-
ганизма-хозяина для своей успешной инвазии 
и диссеминации [20]. Одним из ферментов, мета-
болизирующих аргинин, является бактериальная 
аргининдеиминаза (АД). До сих пор основное 
внимание в изучении этого фермента уделялось 
его антипролиферативным эффектам в отноше-
нии эукариотических клеток [6, 32, 63, 98]. Вли-
яние АД на функции клеток иммунной системы 
остается слабо изученным. В обзоре обсуждают-
ся возможные последствия дефицита аргинина 
для клеток иммунной системы, вызванные дей-
ствием АД Streptococcus pyogenes, являющимся 
возбудителем различных нозологических форм 
стрептококковой инфекции. 

Метаболизм аргинина в эукариотических клет-
ках

Аргинин, который поступает с пищей, захва-
тывается клетками эпителия кишечника и пере-
носится через плазматическую мембрану с по-
мощью y+ системы катионных аминокислотных 
транспортеров [15]. Концентрация аминокис-
лоты в плазме составляет 80-120 μmol/L. Уро-
вень эндогенного синтеза аргинина у здоровых 
взрослых людей полностью удовлетворяет их 
метаболические потребности, однако в неко-
торых случаях (у детей, в условиях воспаления, 
дисфункциях кишечника или почек, а также при 
беременности) становится необходимым попол-
нение недостатка аргинина с пищей [66]. По-

этому аргинин относят к условно незаменимым 
аминокислотам. 

Во взрослом организме ферменты, необ-
ходимые для синтеза аргинина de novo, экс-
прессируются не во всех тканях. Три этапа 
биосинтеза аргинина, имеющих различную ком-
партментализацию в организме млекопитающих, 
можно разделить на: биосинтез L-орнитина, био-
синтез L-цитрулина и биосинтез L-аргинина. 
Биосинтез L-орнитина из L-глутамина 
и L-пролина ферментом L-Δ1-пирролин-5-
карбоксилат (P5C) синтетазой (P5CS) происхо-
дит исключительно в тонком кишечнике [105]. 

Синтез L-цитрулина из L-орнитина зависит 
от экспрессии орнитинкарбамоилтрансферазы 
(ОКТ) и карбамоилфосфатсинтетазы 1 (КФС1). 
Экспрессия обоих ферментов ограничена мито-
хондриальным матриксом гепатоцитов, эпите-
лиальных клеток тонкого и, в меньшей степени, 
толстого кишечника [86]. В печени эта реакция 
является частью цикла мочевой кислоты, в то 
время как L-цитрулин, синтезируемый в кишеч-
нике, высвобождается в циркуляцию для нужд 
других клеток. Значительная часть циркулирую-
щего в крови L-цитрулина поглощается клетками 
проксимальных канальцев почек, конвертирует-
ся в L-аргинин и в конечном итоге высвобожда-
ется в циркуляцию [84, 109].

Биосинтез L-аргинина из L-цитрулина осу-
ществляют цитозольные ферменты аргинино-
сукцинат-синтетаза 1 (АСС1) и аргининосукци-
нат-лиаза (АСЛ) в отличие от митохондриальных 
ферментов цикла мочевой кислоты ОКТ и КФС1, 
АСС и АСЛ экспрессируются во многих типах 
клеток, хотя уровень их экспрессии и активность 
значительно различаются [39, 85, 113]. 

Аргинин является субстратом для четырех 
ферментов, которые существуют в несколь-
ких изоформах: NO синтаз (NOS1 = nNOS, 
NOS2 = iNOS и NOS3 = eNOS), аргиназ (арги-
назы I и II), аргинин:глицинамидинотрансфер
азы (АГАТ), и аргининдекарбоксилазы (АДК) 
(рис. 1). Аргиназы – основные потребители ар-
гинина. NOS и аргининдекарбоксилаза-агматин 
зависимые пути метаболизма отвечают только 
за небольшой процент тотального ежедневного 
оборота этой аминокислоты [5, 83, 85]. 

Большинство клеток млекопитающих, вклю-
чая гранулоциты, эритроциты, гепатоциты, ми-
елоидные супрессорные клетки, тучные клет-
ки, эндотелиальные клетки и гладкомышечные 
клетки, обладают в разной степени выраженной 
аргиназной и NOS активностью [101]. NOS мета-
болизируют внутриклеточный аргинин с продук-
цией цитрулина и оксида азота. Изоэнзимы NOS 
отличаются по структуре, механизмам регуляции 
активности и распределению в тканях. nNOS 
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и eNOS конститутивно экспрессируются в раз-
личных типах клеток. Их активность регулируется 
за счет Са-зависимого связывания кальмодули-
на, а также фосфорилирования/дефосфорили-
рования белка по серину [85]. Активность этих 
ферментов обычно приводит к низкому уровню 
продукции NO, который действует как посред-
ник внутриклеточных сигналов (в случае nNOS) 
и регулирует гомеостаз сосудов (в случае eNOS). 
nNOS и eNOS обычно экспрессируются в неим-
мунных клетках: нейронах, мышечных, эндоте-
лиальных клетках. Из-за того, что эти изоформы 
генерируют относительно небольшое количество 
NO, их роль в осуществлении защитных реак-
ций незначительна по сравнению с ролью iNOS 
[59]. Экспрессия iNOS долгое время считалась 
специфичной для клеток иммунной системы, 
однако последние исследования показывают, 
что спектр клеток, экспрессирующих iNOS, мо-
жет быть значительно расширен [59]. Клетки 
иммунной системы используют продукцию NO, 
часто одновременно с продукцией активных 
форм кислорода (Reactive Oxigen Species – ROS) 
для борьбы с патогенами и опухолевыми клет-
ками. NO и его активные призводные (Reacnive 
Nitrogen Species – RNS) действуют неспецифи-
чески на различные мишени в микромолярных 
концентрациях, что может приводить к повреж-
дению собственных нормальных клеток тканей. 

Поэтому активность iNOS строго регулируется 
за счет индукции транскрипции, которая про-
исходит под влиянием бактериальных токсинов 
(липополисахарида), а также провоспалительных 
цитокинов IL-1β, IFNγ, TNFα. Напротив, проти-
вовоспалительные цитокины IL-4, IL-8, IL-10, 
TGF-β и ряд других факторов оказывают супрес-
сорное действие на транскрипцию гена iNOS. 
Механизмы, регулирующие доступность внутри-
клеточного аргинина, тоже играют важную роль 
в регуляции iNOS-опосредованного синтеза NO 
[1, 9, 43, 85]. 

Аргиназы I и II метаболизируют аргинин 
с продукцией орнитина, который является пред-
шественником полиаминов и пролина, и мо-
чевины – продукта детоксикации катаболизма 
белков [67]. Аргиназы – классические фермен-
ты цикла мочевой кислоты. Аргиназу I исходно 
считали печеночной изоформой, аргиназу II –
внепеченочной, однако спектр клеток, экспрес-
сирующих эти ферменты, оказался значительно 
шире. Изоэнзимы имеют разную локализацию 
внутри клетки, аргиназа I является цитозольной 
формой, а аргиназа II – митохондриальной. Ак-
тивность аргиназ в значительной степени регу-
лируется на уровне транскрипции. В то же время 
последние исследования показывают, что ак-
тивность аргиназы может регулироваться также 
за счет посттрансляционных изменений. Так, 

Рисунок 1. Метаболизм аргинина в эукариотических клетках
Примечание. Для простоты приведены только те ферменты, которые метаболизируют аргинин непосредственно. Приведенные на схеме 
ферменты не обязательно экспрессируются в клетке одновременно. АДК, аргининдекарбоксилаза; АГАТ, аргинин:глицинамидинотранс-
фераза; АСЛ – аргининосукцинат-лиаза; NO, оксид азота; NOS, NO-синтаза (из Patrick Raber, 2012 с изменениями).
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S-нитрозилирование остатков цистеина (C168 
и C303) аргиназы I приводит к стабилизации ее 
трехмерной структуры и шестикратному усиле-
нию аффинности к аргинину [92]. Мочевая кис-
лота также повышает активность аргиназы [120]. 

АДК и АГАТ не вовлечены в регуляцию функ-
ций клеток иммунной системы. У млекопита-
ющих АДК имеет высокий уровень экспрессии 
в тканях головного мозга [121], а АГАТ экспрес-
сируется в мозге и в сердце [17, 44, 46]. АДК ме-
таболирует аргинин в агматин, который в свою 
очередь конвертируется агматиназой в путрес-
цин и мочевину [5]. За исключением ингиби-
торных эффектов агматина на активность iNOS 
в макрофагах и анализа экспрессии АДК и АГАТ 
при взаимодействии Giardia lamblia с эпителиаль-
ными клетками человека, роль этих ферментов 
для работы иммунной системы остается мало из-
ученной [9]. 

Доступность аргинина для метаболических 
процессов определяется множеством факторов: 
поступлением аминокислоты с пищей; уровнем 
экспрессии ферментов, для которых аргинин яв-
ляется субстратом; уровнем эндогенного синтеза 
в клетке, который в свою очередь зависит от экс-
прессии соответствующих ферментов; экспрес-
сии транспортеров аминокислоты в плазматиче-
ской и митохондриальной мембране. Изменения 
этих параметров могут приводить к дисрегуляции 
метаболизма аргинина.

Модуляция патогенными микроорганизмами пу-
тей метаболизма аргинина в эукариотических клет-
ках

Аргинин является общим субстратом для  
iNOS и аргиназ. Метаболиты аргинина могут, 
с одной стороны, служить факторами, обладаю-
щими бактерицидными эффектами, и способ-
ствовать реализации защитных реакций, с дру-
гой – помогать выживанию бактерий. Генерация 
NO из аргинина в результате активности iNOS 
обеспечивает цитотоксичность клеток организ-
ма-хозяина, направленную на борьбу с пато-
генными микроорганизмами. В то же время NO 
может способствовать выживанию внутрикле-
точных патогенов [16]. Конверсия аргинина в ор-
нитин и мочевину под влиянием аргиназы тоже 
может усиливать диссеминацию бактерий. В ходе 
развития бактериальной инфекции, аргинин ста-
новится субстратом для бактериальной аргиназы 
и/или бактериальной АД, кроме того, некоторые 
бактерии могут регулировать метаболизм арги-
нина опосредованно, индуцируя экспрессию 
аргиназы организма-хозяина [20]. Известно, 
что использование патогенными микроорганиз-
мами путей метаболизма аргинина всегда при-
водит к снижению продукции NO, однако все 
остальные эффекты являются специфическими 

для каждого патогена, что подробно описано 
в обзоре Priyanka D. и др., 2010 [20]. Вероятно, 
такая стратегия используется бактериями, чтобы 
нарушить функции клеток организма-хозяина, 
которые необходимы для противодействия пато-
генам. 

Модуляция Streptococcus pyogenes путей мета-
болизма аргинина в эукариотических клетках (си-
стема аргининдеиминазы)

Streptococcus pyogenes является возбудителем 
целого ряда тяжелых инфекционных заболева-
ний кожи и слизистых у человека, которые часто, 
при несвоевременной и неадекватной терапии 
антибиотиками, переходят в хроническую форму, 
приводя к тяжелым осложнениям с последующей 
инвалидизацией. В настоящее время у этих бак-
терий описано около 40 факторов патогенности, 
среди которых выделяют М и М-подобные белки, 
различные ферменты (стрептокиназу, гиалурони-
дазу, ДНКазу), токсины, повреждающие мембра-
ны клеток (стрептолизин О и стрептолизин S), 
бактериальные суперантигены, ингибиторы си-
стемы комплемента [73] и др. Одним из важных 
факторов патогенности является фермент, гидро-
лизирующий аргинин – АД. АД S. pyogenes была 
впервые выделена из экстракта клеток S. pyogenes 
штамма Su, который обладал способностью пода-
влять рост различных трансформированных кле-
точных линий [116] и получила название кислый 
гликопротеин стрептококка (SAGP). Ген, коди-
рующий этот белок, был клонирован и экспрес-
сирован в системе E. coli Kanaoka и соавторами 
[48]. Позднее было показано, что SAGP экспрес-
сируют и некоторые другие штаммы S. pyogenes, 
а его аргининдеиминазная активность приводит 
к подавлению пролиферации Т-лимфоцитов че-
ловека [23].

Экспрессия AД S. pyogenes кодируется опе-
роном Arc, который состоит из трех ферментов: 
ArcA, ArcB, и ArcC, соответствующих АД, орни-
тинкарбамоилтрансферазе и карбаматкиназе [19] 
(рис. 2). Аргинин транспортируется в бактери-
альную клетку через антипортер ArcD и катабо-
лизируется последовательно ферментами ArcA, 
ArcB и ArcC. АД – гидролаза, которая конверти-
рует аргинин в NH3 и цитрулин. Образующийся 
цитрулин в свою очередь конвертируется орни-
тинкарбамоилтрансферазой в карбамоилфос-
фат и орнитин. Карбаматкиназа осуществляет 
перенос фосфатной группы с карбамоилфосфа-
та на ADP, таким образом, синтезируются ATP 
и NH3 [18]. В результате из молекулы аргинина 
образуется одна молекула СО2, одна молекула 
АТФ и две молекулы NH3 [19]. Предполагаемая 
роль системы АД состоит в обеспечении бакте-
рий ATP, биосинтезе цитрулина или пирими-
динов, осуществляемом карбамоилфосфатазой, 
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а также в защите бактерий от кислой среды в оча-
ге инфекции, благодаря продукции NH3 [13, 18]. 
Degnan et al. с помощью мутационного анализа 
показали, что SAGP способствует выживанию 
S. pyogenes в кислой среде фаголизосомы [22]. 
SAGP S. pyogenes исходно был описан как цито-
зольный белок. Эта точка зрения основывалась 
на предполагаемых функциях АД и на способе 
выделения из клеточного экстракта [23, 117]. Не-
давно было показано, что ArcA S. pyogenes, M1T1, 
штамм 5448 (emm1) локализуется на поверхно-
сти бактериальных клеток [41]. Для AД из S. suis, 
с помощью иммунноэлектронной микроскопии 
и специфической антисыворотки против SAGP 
S. pyogenes было показано, что фермент ассоци-
ирован с клеточной стенкой бактерий. Кроме 
того, в иммуноблоте AД из S. suis определялась 
в мембранной фракции. При этом секвенирова-
ние АД не выявило в структуре белка типичной 
сигнальной последовательности, характерной 
для секреторных и мембранных белков [110]. Эти 
данные показывают, что накопление АД в очаге 

инфекции может происходить как благодаря раз-
рушению бактериальных клеток под влиянием 
клеточных и гуморальных факторов организма-
хозяина, так и в результате секреции бактериаль-
ными клетками фермента в окружающую среду. 
При этом клетки тканей и клетки иммунной си-
стемы будут испытывать действие этого фермен-
та, которое, прежде всего, будет выражаться в де-
плеции условно незаменимой протеиногенной 
аминокислоты – аргинина.

Роль метаболизма аргинина в регуляции иммун-
ного ответа

В настоящее время в литературе накопле-
но большое количество данных, доказывающих 
важную роль метаболизма аргинина в регуляции 
функций клеток иммунной системы. Большин-
ство этих результатов получены в исследованиях 
по изучению дефицита аргинина, вызванного 
активностью аргиназ [9, 83]. Последствия депри-
вации аргинина под влиянием АД для работы 
иммунной системы и осуществления защитных 
реакций организма-хозяина изучены недостаточ-

Рисунок 2. Катаболизм аргинина S. pyogenes
Примечание. Аргинин транспортируется в клетку через ArcD антипортер и катаболизируется последовательно ArcA (аргининдеиминаза), 
ArcB (орнитинкарбамоилтрансфераза) и ArcC (карбаматкиназа) с продукцией одной молекулы CO2, одной молекулы ATP и двух молекул 
NH3 (из Zachary T. Cusumano, 2014 с изменениями). 
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но подробно. Очевидно, что ограничение биодо-
ступности аргинина должно, главным образом, 
изменять функции клеток, которые экспрессиру-
ют ферменты, метаболизирующие эту аминокис-
лоту. Дефицит аргинина может также приводить 
изменению регуляторных функций этих клеток 
в отношении других клеток-мишеней.

Влияние дефицита аргинина на функции моно-
нуклеарных фагоцитов

Моноциты и макрофаги представляют со-
бой важный компонент врожденного иммуни-
тета, т.е. первую линию защиты от патогенов. 
Макрофаги вовлечены в воспаление от стадии 
индукции до стадии разрешения и выполняют 
множество гомеостатических функций, включая 
ремоделирование тканей в эмбриогенезе, рано-
заживление, а также регуляцию метаболической 
активности [114]. Аргиназа в миелоидных клет-
ках гидролизует аргинин с образованием мочеви-
ны и орнитина, из которого осуществляется син-
тез полиаминов и пролина. Активность аргиназы 
в макрофагах обеспечивает процессы репарации 
тканей, благодаря генерации полиаминов, регу-
лирующих пролиферацию клеток, и L-пролина 
аминокислоты входящей в состав коллагена 
[7]. Кроме того, активность аргиназы подавляет 
Т-клеточный ответ и способствует диссеминации 
патогенных микроорганизмов, за счет создания 
дефицита субстрата для iNOS и синтеза полиами-
нов. Активность iNOS, приводящая к продукции 
NO, напротив, оказывает антипролиферативное 
действие на клетки, активирует фагоцитоз, пре-
зентацию антигена, продукцию цитокинов, так-
же обладает микробицидными эффектами [9, 43]. 
Поэтому дефицит этой молекулы приводит к не-
эффективности элиминации патогена в ходе бак-
териальной инфекции [9, 31, 35, 62]. NO участву-
ет в регуляции адаптивного иммунного ответа, 
опосредованно через дифференцировку субпопу-
ляций лимфоцитов, а также оказывает цитопро-
текторное действие благодаря разно образным 
сигнальным функциям [9].

 В клетках иммунной системы мышей экспрес-
сия аргиназы и iNOS регулируется реципрокно, 
а поляризация метаболизма аргинина находится 
под контролем цитокинов: Th1-цитокины инду-
цируют экспрессию iNOS, в то время как Th2-
цитокины индуцируют экспрессию аргиназы 
[114]. 

Несмотря на большое количество исследова-
ний, касающихся роли метаболизма аргинина 
в регуляции иммунного ответа у мышей, роль ме-
таболизма этой аминокислоты для функций кле-
ток иммунной системы человека остается слабо 
изученной. Данные об экспрессии ферментов, 
метаболизирующих аргинин, в моноцитах/ма-
крофагах человека зачастую противоречат друг 

другу, что, вероятно, связано с разными методами 
выделения, разной тканевой принадлежностью, 
а также с разными способами культивирования 
и активации этих клеток. Значительно отлича-
ются и методы детекции ферментов, а именно – 
в разных исследованиях изучается их экспрессия 
на уровне РНК, на уровне белка или же биоло-
гическая активность [36, 94, 95, 101]. Более того, 
в литературе высказываются сомнения относи-
тельно важности этих ферментов как маркеров 
классической и альтернативной активации ма-
крофагов человека [72]. Показано, что в моно-
цитах человека, в отличие от моноцитов мышей, 
экспрессия аргиназы под влиянием различных 
стимулов меняется незначительно [96]. Не ис-
ключено, что не только экспрессия аргиназы 
в клетках миелоидного ряда человека, но также 
ее функции значительно отличаются от таковых 
в клетках мыши [9, 101].

Деплеция аргинина вследствие активности АД 
может приводить к дефициту NO в ходе стреп-
тококковой инфекции. В исследованиях in vivo 
было показано, что под влиянием АД происходит 
снижение концентрации аргинина в плазме кро-
ви и подавляется индуцированная под влиянием 
ЛПС продукция NO [74, 102]. В модели стрепто-
кокковой инфекции кожи на мышах на первый 
день инфицирования был выявлен высокий уро-
вень экспрессии iNOS в тканях мыши. Однако 
деплеция аргинина S. pyogenes за счет активности 
АД подавляла продукцию NO, приводя к неэф-
фективности iNOS. Дополнительным доказа-
тельством несостоятельности iNOS при стрепто-
кокковой инфекции было недостаточно значимое 
повышение вирулентности S. pyogenes у iNOS-
дефицитных мышей по сравнению с контроль-
ными животными. Эти данные говорят в пользу 
того, что при инфекции, вызванной S. pyogenes 
дикого типа, способность iNOS генерировать NO 
подавляется за счет деплеции субстрата для этого 
фермента [19]. Учитывая описанные выше отли-
чия метаболизма аргинина в макрофагах мыши 
и человека, можно предположить, что послед-
ствия дефицита аргинина, вызванные активно-
стью АД, при стрептококковой инфекции у чело-
века будут отличаться от таковых у мыши.

Влияние дефицита аргинина на функции ней-
трофилов

Среди всех клеток иммунной системы че-
ловека аргиназа I конститутивно и на высоком 
уровне экспрессируется в гранулоцитах. Одна-
ко, несмотря на высокую активность фермента, 
гранулоциты практически не метаболизируют 
внеклеточный аргинин для нужд клетки. Аргина-
за локализуется в азурофильных гранулах клеток 
и оказывает антимикробное действие, приводя 
к деплеции аргинина в фаголизисомах [70]. Эти 
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данные подтверждают исследования Kapp K. 
и др., в которых было показано, что функци-
ональная активность нейтрофилов человека 
не изменяется при дефиците аргинина. В случае 
деплеции этой аминокислоты, вызванной ак-
тивностью АД, не происходит изменения жиз-
неспособности, индуцированного синтеза IL-8, 
хемотаксиса, фагоцитоза, генерации активных 
форм кислорода и фунгицидной активности ней-
трофилов in vitro. Кроме того, деплеция аргинина 
in vivo с помощью АД в комплексе с полиэтиле-
гликолем с молекулярной массой 20 кДа (ADI-
PEG20) не подавляет функции полиморфноядер-
ных лейкоцитов – инвазию в легкие, активацию, 
эффективность клиренса Aspergillus fumigatus, 
а также выживание мышей в модели инвазивного 
аспергилеза легких [49].

Влияние дефицита аргинина на функции 
Т-лимфоцитов

Возможность экспрессии NOS Т-лимфо-
цитами является предметом дискуссии. Это свя-
зывают с методическими трудностями получения 
чистой популяции Т-лимфоцитов [9]. Роль ме-
таболизма аргинина в индукции иммуносупрес-
сии впервые была доказана именно в отношении 
Т-лимфоцитов. Было показано, что у онкологи-
ческих больных наблюдается дисфункция иммун-
ного ответа, которая проявляется в потере реак-
ции гиперчувствительности замедленного типа. 
И хотя больные при этом не страдают оппортуни-
стическими инфекциями, как пациенты с имму-
носупрессией после высоких доз химиотерапии, 
для них характерно отсутствие Т-клеточного от-
вета против бактериальных и химических аген-
тов [61, 108]. На основании этих фактов было 
сделано предположение, что опухоли обладают 
способностью подавлять Т-клеточный ответ. 
Результатом развернутых многолетних исследо-
ваний в этой области стало открытие некоторых 
механизмов, лежащих в основе этой патологии, 
в том числе обнаружение популяции миелоид-
ных супрессорных клеток [28, 80]. В эксперимен-
тах in vitro было показано, что именно макрофаги, 
экспрессиирующие аргиназу I, но не макрофаги, 
экспрессирующие NOS2, при сокультивирова-
нии с Т-лимфоцитами, вызывают длительное по-
давление пролиферации этих клеток и снижение 
экспрессии CD3ζ. Внесение в культуру ингиби-
тора аргиназы или экзогенного аргинина отменя-
ло эти эффекты [89]. А исследования на мышах, 
нокаутированных по аргиназе I (цитозольная 
форма) и аргиназе II (митохондриальная форма), 
подтвердили, что именно активность аргиназы I 
может приводит к истощению аргинина в сыво-
ротке крови [24, 45]. 

Связь метаболизма аргинина с функциями 
T-лимфоцитов была установлена и в экспери-

ментах, в которых было показано, что у мышей 
после массивного хирургического вмешатель-
ства наблюдается инволюция тимуса и снижение 
количества Т-лимфоцитов. Эти последствия от-
менялись в случае введения экзогенного арги-
нина. Культивирование Т-лимфоцитов в среде 
с концентрацией L-аргинина < 50 μM приводи-
ло к существенному снижению пролиферации 
клеток, а T-лимфоциты, активированные в куль-
туральной среде, не содержащей аргинин, име-
ли все изменения, ранее описанные у мышей 
с опухолями и онкологических больных (сни-
женную экспрессию (CD3ζ) цепи Т-клеточного 
рецептора, снижение экспрессии тирозинкиназ 
p56lck, p59fyn, неспособность запускать Jak-3 
внутриклеточный сигнальный путь и отсутствие 
транслокации транскрипционого фактора NFkB 
p65 в ядро [118]). При этом супрессорный эф-
фект, индуцированный деплецией аргинина, 
не был связан со снижением трансдукции сигна-
ла от Т-клеточного рецептора, т.к. Т-лимфоциты, 
активированные форбол 12-миристат 13-ацета-
том (без участия Т-клеточного рецептора) в от-
сутствие аргинина, тоже теряли способность про-
лиферировать [30, 64]. 

Экзогенный NО в низких концентраци-
ях в комплексе с другими факторами оказыва-
ет модулирующее действие на пролиферацию 
и жизнеспособность Т-лимфоцитов, поддержи-
вает выживание и дифференцировку Th1-, Th9- 
и Treg-лимфоцитов [9]. Данные относительно 
влияния NO на дифференцировку Th17 мыши 
и человека противоречивы. Показано, что у мы-
шей экзогенный NО подавляет дифференци-
ровку Th17 [56, 77, 115]. У человека экзогенный 
NО, напротив, необходим для дифференцировки 
RORgt+IL-23R+IL-17+ Th17-лимфоцитов из наи-
вных CD4+T-клеток. Более того, Th17-клетки че-
ловека, особенно клетки памяти, экспрессируют 
iNOS мРНК и белок, который индуцирует секре-
цию IL-17 и IL-23R [77].

Исследования B.A. Degnan показали, что 
SAGP, сответствующий AД, подавляет проли-
ферацию T-лимфоцитов человека [23]. Осно-
вываясь на этих данных, можно предположить, 
что активность АД может не только приводить 
к дисрегуляции функций разных субпопуляций 
Т-лимфоцитов, но нарушать их дифференци-
ровку. 

Влияние дефицита аргинина на функции NK-
клеток

Основной функцией NK-клеток является ци-
тотоксичность в отношении инфицированных 
и трансформированных клеток, кроме того, NK-
клетки участвуют в поляризации Т-лимфоцитов, 
созревании дендритных клеток и противовирус-
ном иммунном ответе. В недавних исследованиях 
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было показано, что в отсутствие аргинина полно-
стью блокируются экзоцитоз гранул и цитоток-
сичность NK-клеток, значительно подавляются 
cекреция цитокинов и пролиферация, при одно-
временном снижении синтеза мРНК и экспрессии 
CD69. Если в T-лимфоцитах в ответ на дефицит 
аргинина происходит фосфорилирование GCN2 
киназы, то в NK-клетках, стимулированных IL-2 
в отсутствие аргинина, этот внутриклеточный сиг-
нальный путь остается незатронутым [76].

Влияние дефицита аргинина на функции 
В-лимфоцитов

Исследования, в ходе которых было показа-
но, что аргинин необходим для антигенспеци-
фической фазы развития В-клеток, указывают 
на способность АД подавлять развитие гумо-
рального иммунного ответа. В работе de Jonge 
et al. использовали трансгенных мышей, с на-
правленной сверхэкспрессией аргиназы I в эн-
тероцитах [21]. Временное снижение уровня ар-
гинина в плазме трансгенных мышей до 30-40% 
по сравнению с контрольными мышами, ока-
зывало неблагоприятное влияние на кожу, му-
скулатуру и развитие лимфоидных органов, хотя 
эффект был в значительной степени ограничен 
первыми тремя неделями неонатального разви-
тия. Патология развития лимфоидных органов 
в основном проявлялась в уменьшении размеров 
Пейеровых бляшек, в лимфоидных тканях, ас-
социированных с кишечником. Детальный ана-
лиз развития лимфоцитов у трансгенных мышей 
показал, что переход В-лимфоцитов из стадии 
про-B-лимфоцитов в стадию пре-B-лимфоцитов 
в костном мозге сильно зависит от биодоступно-
сти аргинина. У трансгенных мышей наблюда-
ется обратное соотношение B220+/CD43+ про-B 
клеток к B220+/CD43– пре-B клеткам, а блок 
дифференцировки про-B-лимфоцитов в пре-B-
лимфоциты приводит к снижению жизнеспособ-
ности последних. У трансгенных мышей также 
выявляется понижение количества B клеток в се-
лезенке, лимфатических узлах. Примечательно, 
что функция зрелых B-лимфоцитов оставалась 
незатронутой. 

Нарушение дифференцировки B-клеток 
из про-B- в пре-B- было подтверждено с ис-
пользованием проточной цитометрии, одна-
ко экспрессия пре-B-клеточного рецептора 
и трансдукция сигнала внутрь клетки от этого ре-
цептора не изучались. Известно, что направлен-
ное выключение генов, кодирующих компонен-
ты пре-В-клеточного рецептора или критические 
сигнальные молекулы от B-клеточного рецепто-
ра – Btk (Bruton’s tyrosine kinase) или BLNK (B cell 
linker protein) нарушают развитие В-лимфоцитов 
так же, как это происходит у трансгенных мы-
шей. Авторы предполагают, что снижение до-

ступности аргинина в микроокружении клеток 
костного мозга может приводить к изменению 
экспрессии генов, которые поддерживают разви-
тие B-клеток, в про-B-/пре-B-клетках, или в кле-
точных компонентах стромы костного мозга [55].

Перитонеальные B1-клетки, IgD+B-клетки 
и B220lowCD138+ плазматические клетки мыши 
и человека экспрессируют изоформы iNOS 
и eNOS [91, 103]. Однако до сих пор не сложилось 
ясного представления о значении этого фермента 
для функциональной активности В-лимфоцитов. 
У мышей с дефицитом iNOS , инфицированных 
вирусом гриппа А, был выявлен высокий уро-
вень вирус-специфических IgG2a по сравнению 
с контрольными мышами [47]. И эти данные 
противоречат исследованиям, в которых было 
показано, что у неинфицированных NOS 2-/- 
мышей наблюдается дефицит IgA в слизистых 
и IgG2b в сыворотке. В наивных IgD+B-клетках 
селезенки, мезентериальных лимфатических 
узлов или ламина проприа тонкого кишечника 
iNOS – дефицитных мышей наблюдаются серьез-
ные нарушения T-зависимого и T-независимого 
переключения рекомбинации IgA и продукции 
IgA [100]. Примечательно, что iNOS не влияет 
на активацию (эксперессию CD69, MHCII клас-
са и CD44) или пролиферацию B-клеток в ответ 
на ЛПС (T-независимый-антиген) или анти-IgM 
стимуляцию [91]. 

Влияние дефицита аргинина на функции эндо-
телиальных  клеток

Метаболизм аргинина играет важную роль 
в регуляции функций эндотелиальных клеток. 
NO, который генерирует еNOS, аутокринно дей-
ствуя на эндотелиальные клетки, поддерживает 
гомеостаз кровеносных сосудов. Продуцируемый 
эндотелиальными клетками NO опосредует вазо-
дилятацию, ограничивает воспаление, агрегацию 
тромбоцитов и пролиферацию гладкомышечных 
клеток. Исходя из важной роли, которую играет 
продукция эндогенного NO эндотелиальными 
клетками, утрата этой функции может способ-
ствовать развитию воспаления, тромбозов и эн-
дотелиальной дисфункции [14]. 

Эндотелиальные клетки экспрессируют цито-
зольную и митохондриальные аргиназы, которые 
участвуют в регуляции функций сосудов. Благо-
даря синтезу полиаминов и пролина в результате 
активности этих ферментов осуществляется ре-
гуляция пролиферации гладкомышечных клеток 
и депозиции коллагена, а также ремоделирова-
ние сосудов [25, 57, 81]. 

Есть ряд данных, подтверждающих, что актив-
ность АД может приводить к развитию эндотели-
альной дисфункции. Показано, что АД ингиби-
рует функции эндотелиальных клеток, связанные 
с процессом ангиогенеза. Активность фермента 
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вызывает подавление миграции клеток вены пу-
почного канатика человека – HUVEС (Human 
umbilical vein endothelial cells) в модели раны, 
формирование капилляроподобных структур in 
vitro, формирование новых сосудов в модели хо-
риоалантоисной мембраны куриных эмбрионов 
in vivo [6, 78, 122]. Механизмы, лежащие в основе, 
выявленных изменений, остаются неизученны-
ми. Ряд исследований показывали, что NO может 
участвовать в регуляции ангиогенеза, модули-
руя активность VEGF (vascular endothelial growth 
factor), bFGF (basic fibroblast growth factor) и ме-
таллопротеаз матрикса [70, 77, 103, 120]. Пред-
положительно, высокие и низкие концентрации 
NO могут индуцировать гибель эндотелиальных 
клеток, в то время как базальная концентрация 
NO ингибирует их апоптоз, вызванный H2O2, 
TNFα, окисленными липопротеинами низкой 
плотности либо дефицитом сыворотки [33]. 

Известно, что эндотелиальные клетки могут 
длительно поддерживать эндогенный уровень 
аргинина, за счет его ресинтеза из цитрулина 
[14]. В исследованиях I.-S. Park (2003) было по-
казано, что дефицит продукции NO в результате 
дефицита аргинина не оказывает значимого вли-
яния на процесс ангиогенеза [79]. Очевидно, что 
эффективность механизма ресинтеза аргинина 
связана со скоростью его гидролиза, с одной сто-
роны, и со скоростью ресинтеза, с другой. Цитру-
лин является продуктом гидролиза аргинина как 
под действием NOS, так и АД. Эукариотические 
клетки, которые экспрессируют ферменты цикла 
мочевой кислоты – АСС и АСЛ и транспортеры 
этой аминокислоты, способны ресинтезировать 
аргинин из цитрулина. Хотя АСС и АСЛ обна-
руживаются во всех тканях, высокий уровень их 
экспрессии характерен только для клеток печени 
и почек [3]. В эндотелиальных клетках и макро-
фагах оба фермента вместе с NOS являются ча-
стью цикла NO-цитрулин, в котором цитрулин 
конвертируется в аргинин с последующей гене-
рацией NO [33]. Показано, что в эндотелиаль-
ных клетках все три фермента коэспрессируют-
ся в кавеолах на мембране клеток [14]. Изучение 
врожденных дефектов АСЛ подтверждает, что ак-
тивный фермент необходим для продукции NO. 
Терапия с использованием доноров NO приводит 
к устранению клинических признаков гиперто-
нии у детей с врожденным дефицитом АСЛ [26]. 
Экспрессию АСС клетками печени регулирует 
cAMP [37], а экспрессию AСС эндотелиальны-
ми клетками регулируют цитокины IL-1, TNFα, 
и TGF-β и глутамат [10].

Примечательно, что в макрофагах процесс ре-
синтеза аргинина из цитрулина является неэф-
фективным [4, 38, 113], следовательно, эти клет-

ки должны быть более чувствительны к дефициту 
аргинина.

Механизмы дисрегуляции функций клеток в ре-
зультате дефицита аргинина

Аминокислотное голодание
Длительный, до 6 суток, дефицит аргинина 

приводит к гибели клеток в культуре [52]. Считат-
ся, что аргинин – одна из двух аминокислот (вто-
рая – лейцин), которые влияют на экспрессию 
mTOR (mammalian target of rapamycin)-серин-
треонин протеинкиназы, которая регулирует син-
тез белка, пролиферацию и жизнеспособность 
клеток [27]. Это объясняет способность факто-
ров, приводящих к деплеции аргинина подавлять 
синтез белка в клетке [54, 82]. С участием аргини-
на происходит посттрансляционное аргинилиро-
вание белков [90]. Перенос аргинина с заряжен-
ной тРНК на N-терминальный участок Asp, Glu 
и Cys белков аргинилтрансферазой модифициру-
ет белки для деградации [99]. Исследование ме-
ханизмов Т-клеточной супрессии показало, что 
дефицит аргинина, вызванный действием арги-
наз, приводит к активации GCN2 (general control 
nonderepressible 2) киназы в Т-клетках и аресту 
клеточного цикла. Цитоплазматическая GCN2 
киназа активируется в присутствии незаряжен-
ных тРНК, фосфорилирует фактор инициации 
трансляции eIF2a по Ser51, что приводит к гло-
бальной ингибиции трансляции в клетке [87, 106, 
107]. В активированных Т-клетках в отсутствие 
аргинина происходит значительное повышение 
уровня фосфорилирования eIF2α [69]. 

Дефицит аргинина приводит к снижению 
уровня мРНК циклина D3, а также снижению 
ее стабильности, блокирует транслокацию D3 
в ядро. В клетках млекопитающих, циклин-за-
висимые киназы cdk4 и cdk6 ассоциированы 
с циклинами D-типа (D1, D2, и D3) и регулиру-
ют прохождение клетки через G1 фазу в S фазу 
клеточного цикла. На мышах, нокаутированных 
по гену циклина D3, было показано, что он не-
обходим для созревания и для пролиферации 
T-клеток в тимусе. T-клетки, культивируемые 
в отсутствие L-Arg, вследствие ингибиции ци-
клина D3, имели значительно сниженный уро-
вень фосфорилирования pRb и низкий уровень 
ядерной транслокации транскрипционного фак-
тора E2F-1 [65, 83]. 

Депривация аминокислот вообще приво-
дит к пищевому голоданию. В случае пищевого 
стресса, чтобы предотвратить апоптоз, в клетках 
запускаются процессы автофагии, что позволяет 
реутилизировать аминокислоты белков, подверг-
шихся деградации. Активность АД в комплексе 
с полиэтиленгликолем с молекулярным весом 
20 кДа (АД-PEG20) приводит к снижению экс-
прессии mTOR (mammalian target of rapamycin) 
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в опухолевых клетках, не экспрессирующих 
AСС1, и модулирует PI3K (phosphoinositide 
3-kinase) опосредованно через супрессию PTEN 
(phosphatase and tensin homolog) [82]. На модели 
рака простаты было показано, что глобальный 
метаболический стресс в клетках регистрирует-
ся уже через 4 часа после введения АД-PEG20. 
При этом в АСС-негативных клетках, обрабо-
танных АД-PEG20, происходит активация вну-
триклеточных сигнальных путей, с вовлечением 
AMPK (AMP activated protein kinase)/mTOR/S6K 
(ribosomal s6 kinase), приводящая к индукции ав-
тофагии, что позволяет клеткам компенсировать 
дефицит аминокислоты [50, 93]. 

Дефицит NO
Хорошо известно, что дефицит субстрата NOS 

не только приводит к снижению продукции NO, 
но также переключает NOS в сторону преимуще-
ственно продукции O2

– [12, 15]. Когда концентра-
ция аргинина субоптимальна, редуктазный и ок-
сигеназный домены NOS осуществляют перенос 
электронов на косубстрат O2 с продукцией O2

–, 
который в свою очередь взаимодействует с дру-
гими молекулами с образованием активных форм 
азота (RNS) и активных форм кислорода (ROS), 
таких как пероксинитрит (ONOO–) и пероксид 
водорода (H2O2) соответственно. Эти молекулы 
оказывают множественное действие на различ-
ные процессы в клетках. Пероксинитрит – RNS, 
который образуется, как продукт реакции между 
O2

– и NO, высокоактивная молекула, способная 
повреждать биологические молекулы и прони-
кать через мембрану клеток быстрее, чем раз-
лагаться. Пероксинитрит вызывает пострансля-
ционные модификации белков за счет нитрации 
тирозиновых остатков белков и может являться 
сигнальной молекулой. Пероксинитрит вызы-
вает активацию или деактивацию ферментов, 
регулирует клеточную дифференцировку и про-
лиферацию. Причем эти эффекты могут быть 
обратимыми, т.к. белки, подвергшиеся нитра-
ции, могут стать мишенями протеолитической 
деградации или подвергнуться денитрации [11]. 
Внеклеточный пероксинитрит может тоже при-
водить к апоптотической гибели клеток за счет 
нитрации потенциал-зависимых анионных ка-
налов, что вызывает повреждение митохондрий 
и высвобождает проапоптотические факторы, 
такие как цитохром С [2]. В результате дисму-
тирования O2

– образуется H2O2. Пероксид водо-
рода электро-нейтральная молекула, которая 
свободно проникает через клеточную мембра-
ну и является внутриклеточным мессенджером. 
Так же как пероксинитрит, H2O2 может направ-
ленно индуцировать апоптоз активированных 
T-клеток, снижая экспрессию внутриклеточного 
антиапоптотического белка BCL-2 и повышая 

уровень экспрессии CD95L (лиганда FAS) через 
NF-κB-сигнальный путь [11]. Генерация актив-
ных форм кислорода, а также пероксинитрита 
является сигналом, индуцирующим секрецию 
провоспалительных цитокинов в результате ак-
тивации инфламмасом [40], который ввиду су-
прессии других звеньев иммунной системы, вы-
званной дефицитом аргинина, может приводить 
к еще большей дисрегуляции иммунного ответа 
и его неэффективности. 

Дефицит полиаминов
Предметом отдельного направления исследо-

ваний может быть вопрос о том, как катаболизм 
аргинина под влиянием бактериальной АД может 
изменять продукцию полиаминов эукариотиче-
скими клетками. Полиамины – малые органи-
ческие поликатионы, для образования которых 
необходим гидролиз аргинина аргиназами. Пред-
полагают, что они играют важную роль для таких 
фундаментальных клеточных процессов, как сиг-
налинг, репликация, транскрипция и трансляция 
[58, 68]. Аргинин конвертирует в полиамины 
спермидинсинтаза. Следующий этап продук-
ции полиаминов состоит в продукции спермина 
с участием сперминсинтазы. Необходимость по-
лиаминов для пролиферации клеток подтверж-
дает тот факт, что α-дифлуорометилорнитин, 
ингибитор орнитиндекарбоксилазы, фермента, 
замедляющего скорость биосинтеза полиаминов, 
подавляет пролиферацию клеток вены пупочно-
го канатика человека – HUVEC [97]. Полиами-
ны обладают способностью связываться с ДНК 
и работают как промоторы рибосомальной рам-
ки считывания в процессе трансляции [79, 88]. 
Полиамины регулируют элонгацию трансляции, 
модулируя фосфорилирование двух ключевых ре-
гуляторов процесса инициации трансляции eIF2 
и 4E-BP1 [53]. eIF5A служит фактором элонгации 
трансляции в клетках млекопитающих и необхо-
дим для их пролиферации. eIF5A является высо-
коконсервативным незаменимым белком и со-
держит необычный аминокислотный остаток, 
производный спермидина – гипусин, определя-
ющий его биологическую активность. Полиами-
ны осуществляют гипусинацию eIF5A [53].

Полиамины индуцируют процессы аутофагии, 
поэтому деплеция аргинина в качестве субстрата 
для аргиназы, вызывающая дефицит полиами-
нов, может приводить к невозможности реутили-
зировать эндогенные аминокислоты и снижать 
жизнеспособность клеток [111]. 

Дефицит пролина
Аргинин также является субстратом для син-

теза пролина, который в свою очередь служит 
незаменимой аминокислотой для синтеза колла-
гена [66], поэтому дефицит аргинина в качестве 
субстрата аргиназы может приводить к наруше-
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нию процессов регенерации и развитию хрони-
ческого воспалительного процесса [85, 112]. 

Генерация аммиака
Исследования Degnan B.A. показали, что 

в присутствии АД не удается восстановить уро-
вень пролиферации эндотелиальных клеток 
до уровня пролиферации клеток в стандартных 
условиях добавлением экзогенного аргинина 
[23]. Это можно объяснить только тем, что в ре-
зультате гидролиза аргинина под влиянием АД 
в среде происходит накопление его токсичного 
метаболита NH3 [51, 63, 79]. Известно, что NH3 
оказывает нейротоксическое действие при ме-
таболических расстройствах разного рода, со-
провождающихся гипераммониемией, включая 
печеночную энцефалопатию, нейропсихиатри-
ческий синдром и дефицит ферментов цикла мо-
чевой кислоты, когда концентрация NH3 может 
достигать 5 mM. Метаболическое действие ней-
ротоксичности аммиака связано с изменением 
уровня секреции ROS и RNS, метаболизма NO, 
уровня cAMP, MAPK-киназного сигнального 
пути, структуры цитоскелета. Токсическое дей-
ствие NH3 на клетки приводит к усилению про-
дукции TNFα и IL-1β, которые в свою очередь 
индуцируют продукцию ROS, активацию PKA, 
ERK и NF-κB [8, 75]. Нельзя исключать, что NH3, 

генерируемый в результате активности АД, будет 
оказывать схожее токсическое действие на дру-
гие типы клеток.

Заключение
Бактериальная АД способствует улучшению 

выживаемости патогенных бактерий в услови-
ях пониженной кислотности в очаге инфекции 
или в фаголизосомах благодаря генерации NH3, 
а также в анаэробных условиях за счет генера-
ции АТР. На модели стрептококковой инфекции 
у мышей было показано, что в крови животных 
вследствие активности АД наблюдается сниже-
ние концентрации аргинина. Метаболизм ар-
гинина является одним из важных механизмов 
регуляции и ограничения развития иммунного 
ответа. Получены многочисленные данные, до-
казывающие важную роль метаболитов аргини-
на для работы клеток иммунной системы. Важно 
подчеркнуть, что основные исследования в этой 
области сделаны на мышах, у которых пиогенные 
стрептококки в естественных условиях не вызы-
вают инфекции. Очевидным является существо-
вание отличий регуляции метаболизма аргинина 
в клетках мыши и человека. В связи с этим, не-
обходимы дальнейшие исследования по конкре-
тизации патогенетической роли АД в развитии 
стрептококковой инфекции, выявлению дей-
ствия этого фермента на работу иммунной систе-
мы человека на локальном и системном уровне, 
и уточнению механизмов действия этого фер-
мента.
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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



320

Dzyeliya  A.B. et al.
Джелия А.Б. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

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-



321

Иммунотоксичность ПЭГ IFNβ-1а
Immunotoxicity of PEG IFNβ-1a2015, Vol. 17,  4

2015, Т. 17, № 4

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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КОМОРБИДНОСТЬ, МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК 
И АУТОИММУНИТЕТ ПРИ ДИАБЕТ-АССОЦИИРОВАННОМ 
ОСТЕОАРТРИТЕ: ПОИСКОВОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
Ширинский И.В.1, Сазонова О.В.2, 3, Калиновская Н.Ю.1, 
Ширинский В.С.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 Городской диабетологический центр, г. Новосибирск, Россия  
3 Новосибирский государственный медицинский университет, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Остеоартрит (ОА) является одной из актуальных проблем клинической медицины не толь-
ко вследствие большой распространенности, но и повышенной частоты коморбидной патологии. 
Ранее нами был описан клинический фенотип ОА в сочетании с СД 2 типа (ОАСД), являющийся 
субтипом ОА и характеризующийся большей тяжестью ОА, сниженным уровнем качества жизни. 
В настоящее время в литературе отсутствуют данные о биомаркерах ОАСД. Исходя из современных 
знаний о механизмах развития СД 2 типа и ОА, предполагается, что ключевым молекулярным звеном 
патогенеза этих заболеваний могут быть нарушения процессов метилирования ДНК. Ряд факторов 
(хроническое системное воспаление, повышение содержания конечных продуктов гликирования) 
может приводить к усилению деградации хряща при ОА, ассоциированном с СД 2 типа. Как ОА, так и 
СД 2 характеризуются высоким бременем коморбдной патологии, что позволяет предположить адди-
тивный эффект сочетания этих заболеваний на индексы коморбидности. Таким образом, в поисковом 
исследовании у больных ОАСД изучалось глобальное метилирование ДНК в мононуклеарах перифе-
рической крови (МНК ПК), биомаркеры деструкции в хрящевой ткани и показатели коморбидности. 
Уровень глобального метилирования ДНК в МНК ПК оценивался как содержание 5-метилцитозина 
с помощью проточной цитометрии. Определение содержания аггрекана и антител к коллагену II типа 
в сыворотке ПК проводили методом ИФА. Показатели коморбидности оценивались с помощью шка-
лы CIRS-G (Cumulative Illness Rating Scale). Обследовано 78 больных генерализованным ОА. Опыт-
ную группу составили 52 больных, у которых клиническим проявлениям ОА не менее года предше-
ствовал СД 2 типа. В контрольную группу были включены 26 больных ОА без СД. Установлено, что, 
помимо тяжелых клинических проявлений суставного синдрома и наличия системного воспаления, 
у больных ОАСД определяется высокий уровень тяжести коморбидности, обусловленный не только 
СД, но и другими сопутствующими заболеваниями. Различий по другим показателям коморбидности 
между сравниваемыми группами не выявлено. У пациентов с ОАСД также регистрируется увеличе-
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ние содержания в сыворотке ПК аггрекана и антител к другому матриксному компоненту деструк-
ции – коллагену II. Показано, что МНК ПК больных ОАСД и больных ОА без сопутствующего СД 
характеризуются более высоким, чем у здоровых людей, уровнем метилирования ДНК. Заключается, 
что дальнейшие исследования эпигенетической регуляции воспаления, метаболизма хрящевой ткани 
у больных ОА позволят идентифицировать новые терапевтические мишени и разработать более эф-
фективные методы терапии не только основного, но и сопутствующих заболеваний.

Ключевые слова: остеоартрит, сахарный диабет, метилирование ДНК, иммунная система

COMORBIDITY, DNA METHYLATION AND AUTOIMMUNITY 
IN DIABETES-ASSOCIATED OSTEOARTHRITIS: AN 
EXPLORATORY STUDY
Shirinsky I.V.a, Sazonova O.V.b, c, Kalinovskaya N.Yu.a, Shirinsky V.S.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk City Diabetic Center, Novosibirsk, Russian Federation  
c Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Osteoarthritis (OA) is among challenging problems of clinical medicine, not only due to its high 
prevalence, but also because of higher burden of comorbidities. Previously we described a clinical phenotype 
of OA associated with type 2 diabetes mellitus (OADM), which is one of OA phenotypes characterized by 
increased severity and reduced quality of life. In current literature, there is a lack of data on OADM biomarkers. 
Based on the current knowledge on type 2 DM and OA pathogenesis, it may be suggested that disturbances of 
DNA methylation may present the key pathogenetic mechanism for the both diseases. A number of factors, for 
example, chronic systemic inflammation, or increased levels of advanced glycation end products, may lead to 
increased articular cartilage degradation in type 2 DM-associated OA. Both OA and type 2 DM are characterized 
by higher comorbidity burden, thus allowing to suggest that coexistence of these diseases leads to additive 
effects upon comorbidity indices. In this exploratory study, we evaluated levels of total DNA methylation 
in peripheral blood mononuclear cells (PBMC), along with biomarkers of serum cartilage degradation and 
comorbidity features in patients with OA associated with diabetes (OADM). Global DNA methylation in PBMC 
was assessed as 5-methylcytosine levels using flow cytometry. Circulating aggrecan and anti-CII antibody 
concentrations were measured by means of ELISA. Comorbidity indices were assessed using Cummulative 
Illness Rating Scale (CIRS-G). A total of 78 patients with generalized OA were assessed. Fifty two patients had 
clinical manifestations of OA preceded by DM type II for 1 year (case group), and 26 OA patients were non-
diabetic (control group). Patients with OADM had more pronounced joint impairment and higher severity of 
comorbidity. There were no differences in other measures of comorbidity between the compared groups. In 
conclusion, further studies on epigenetic control of inflammation and cartilage metabolism in patients with OA 
will enable to identify new therapeutic targets and to define new treatment strategies for the both basic disorder 
and comorbidity states. 

Keywords: osteoarthritis, diabetes mellitus, DNA methylation, immune system

Введение
Остеоартрит (ОА) является одной из актуаль-

ных проблем клинической медицины не только 
вследствие большой распространенности, но 
и из-за высокой частоты коморбидной патологии: 
ожирения, сахарного диабета (СД), артериаль-
ной гипертензии (АГ), инсулинорезистентности 
и дислипидемии [1, 2, 6, 8]. Патогенез ОА связы-
вают с взаимосвязанной комбинацией множе-
ства факторов (генетических, эпигенетических, 

биомеханических, метаболических и др.), кото-
рые в итоге приводят к развитию персистирую-
щего воспаления во всех структурах сустава, во-
влечению в процесс клеток иммунной системы, 
жировой ткани, их медиаторов и формированию 
разнородных по фенотипу и этиопатогенезу кли-
нических вариантов (субтипов) болезни [3, 13].

Ранее нами был описан фенотип ОА в сочета-
нии с СД 2 (ОАСД), являющийся субтипом ОА 
и характеризующийся большей тяжестью ОА, 
сниженным уровнем качества жизни [32]. Кли-
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нические проявления бремени болезни у боль-
ных ОАСД ассоциируются с лабораторными 
показателями вялотекущего системного воспа-
ления: повышением уровня провоспалительных 
(IL-6, IL-18) и снижением содержания противо-
воспалительных цитокинов (IL-10, адипонектин) 
в сыворотке периферической крови [33]. 

Предполагается, что среди механизмов, ле-
жащих в основе формирования воспалительных 
и дегенеративных изменений у больных ОА, 
присоединения коморбидной патологии, важ-
ная роль принадлежит эпигеномным изменени-
ям регуляции экспрессии генов, обусловленных 
нарушением метилирования ДНК, ацетилиро-
вания гистонов, функции микроРНК, выявлен-
ным в клетках различного гистогенеза: хондро-
цитах, синовиоцитах, адипоцитах, макрофагах, 
лимфоцитах и др. [11, 17, 18]. Так, показано, что 
хондроциты больных ОА характеризуются ги-
пометилированием специфических CPG сай-
тов в промоторах генов ряда металлопротеиназ, 
супероксиддисмутазы [28, 29]. С другой сторо-
ны, метилирование ДНК не является ключевым 
компонентом в подавлении синтеза хондро-
цитами аггрекана [27], а снижение экспрессии 
остеогенного протеина-1 (ОР-1) в «старых» хон-
дроцитах in vitro ассоциировано с гиперметили-
рованием промотора гена ОР-1 [14]. Показано, 
что при ожирении, СД – заболеваниях, часто 
сопутствующих ОА, уровень метилирования 
ДНК в В-лимфоцитах и NK-клетках значитель-
но повышен [30]. В задачу исследования входило 
определение уровня глобального метилирования 
ДНК в мононуклеарах периферической крови 
(МНК ПК) больных с диабет-ассоциированным 
ОА (ДАОА), содержания сывороточных биомар-
керов деструкции хряща и оценка показателей 
коморбидности. 

Материалы и методы
Обследовано 78 больных генерализованным 

(поражение трех и более суставов) ОА: 52 боль-
ных опытной группы (82,6% женщины), у кото-
рых клиническим проявлениям ОА не менее года 
предшествовал сахарный диабет второго типа 
(СД) и 26 больных ОА (84,6% женщины) без СД. 
Тридцать два пациента с СД (61,5%) принимали 
антидиабетические препараты в таблетирован-
ной форме, 20 человек (38,5%) получали терапию 
инсулином или сочетанное лечение. Для умень-
шения выраженности боли больные нерегулярно 
получали простые анальгетики (ацетаминофен), 
нестероидные противовспалительные средства 
в разных дозировках. 

Клинические и рентгенологические признаки 
гонартроза выявлены у 100% больных обеих 
групп, частота проявлений коксартроза и артроза 

кисти в обеих группах пациентов не отличалась. 
Показатели коморбидности определялись 
согласно ранее предложенному методу 
Cummulative Illness Rating Scale (CIRS-G) [26]. 
СIRS-G заключается в оценке 14 систем организма 
по пятибалльной шкале тяжести (0 – отсутствие 
проблем, 1 – небольшие проблемы в настоящем 
или значительные проблемы в прошлом, 2 – 
умеренное нарушение функции/заболевание, 
требующие терапии «первой линии», 3 – тяжелые/
постоянные нарушения/«неконтролируемые» 
хронические проблемы, 4 – чрезвычайно 
тяжелые/требующие немедленного лечения/
терминальная недостаточность органов/тяжелое 
нарушение функции и определение индекса 
тяжести коморбидности (средний показатель 
всех пунктов CIRS-G, исключая психиатри-
ческие и поведенческие факторы) и индекса 
коморбидности (суммарный счет).

Оценка функции суставов и забор крови про-
водилась до приема пациентами лекарственных 
препаратов.

Группа условно здоровых людей состояла 
из 11 человек (3 мужчин и 8 женщин) в возрас-
те 19-20 лет без клинических проявлений острых 
и хронических заболеваний.

Определение содержания аггрекана и анти-
тел к коллагену II типа в сыворотке перифериче-
ской крови проводили методом иммунофермент-
ного анализа с помощью стандартных наборов 
(BlueGeneBiotech, China), согласно инструкции 
фирмы-производителя. Нижние пороги кон-
центрации биомаркеров составили 0,1 пг/мл 
и 1,0 пг/ мл соответственно. 

Оценка уровня метилирования ДНК в МНК 
периферической крови проводилась с помощью 
мышиных моноклональных антител к 5-метил-
цитозину и вторичных козьих антител к тяже-
лым цепям мышиного IgG1, конъюгированных 
с FITC (Abcam). МНК ПК (106) фиксировались 
в 1% параформальдегиде в течение 10 минут при 
at 37 °C и держались на льду в течение 10 минут. 
Далее клетки инкубировали ночь с 88% метано-
лом при 20 °C, центрифугировались в течение 5 
минут, дважды отмывались ЗФР, содержащим 
0,01% Твин 20 и 1 г/мл BSA. Затем клетки обраба-
тывали 1N HCl 40 минут при 37 °C. Нейтрализа-
ция проводилась 0.1M боратным буфером. Далее 
клетки инкубировали 20 минут при 37 °C с бло-
кирующим раствором, 1 час с анти-5-цитозин 
моноклональными антителами при 37 °C, дваж-
ды отмывались ЗФР и инкубировались с FITC-
конъюгированными вторичными антителами 
1 час при 22-24 °C. Содержание 5-метилцитозина 
оценивалось как медиана интенсивности флюо-
ресценции (MIF) в окрашенных образцах минус 
MIF в контроле. 
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Уровень гликированного гемоглобина 
(HbA1c) оценивали традиционным методом жид-
костной хромотографии.

Описательная статистика представлена меди-
аной (Me), 25 и 75 квартилями (Q25, Q75). Для вы-
явления различий между сравниваемыми под-
группами использовали критерии Манна–Уитни.

Результаты
Ранее нами было показано, что больные ОА, 

клиническим и рентгенологическим проявлени-
ям которого предшествовал СД – это преимуще-
ственно женщины пожилого возраста с избыточ-
ной массой тела [32]. В отличие от пациентов ОА, 
не страдающих сахарным диабетом, они характе-
ризуются более выраженным уровнем боли в су-
ставах, большей продолжительностью утренней 
скованности, большим уровнем снижения функ-
ции опорных суставов и кисти, качества жизни 
и, как следствие всего перечисленного, большей 
тяжестью клинических проявлений ОА. Тяжелое 
течение артрита характерно для больных с плохо 

контролируемым СД, принимающих препараты 
инсулина. Как сопутствующая патология, имею-
щаяся у пациентов обеих групп, усиливает бремя 
болезни у конкретного больного и каковы воз-
можные последствия коморбидности в течение 
основного заболевания?

В таблице 1 представлены результаты оценки 
индексов коморбидности и бремени коморбид-
ности, рассчитанных с помощью системы CIRS – 
G [26], предусматривающей возраст больного 
(табл. 1).

Из таблицы 1 следует, что число имеющихся 
или перенесенных в прошлом заболеваний в обе-
их группах больных было достаточно велико и до-
стоверно не различалось между группами. При 
этом по количеству пораженных анатомо-физио-
логических систем (респираторной, сердечно-
сосудистой и др.) больные первой и второй групп 
также не отличались. Основное различие выявле-
но по степени тяжести коморбидности, которая 
была достоверно выше в группе больных ОАСД 
и обусловлена преобладанием в ней инвалидов 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ КОМОРБИДНОСТИ В СРАВНИВАЕМЫХ ГРУППАХ [Me (Q25-Q75)]

Показатель Больные ОА в сочетании 
с СД (n = 52) Больные ОА (n = 26) Р

Число заболеваний 9 (5-12) 8 (8,7-11,2) 0,2
Число пораженных систем 6 (4-6) 7 (6-8,2) 0,2
Индекс коморбидности 9 (6-12) 9 (8-11,2) 0,98
Индекс тяжести коморбидности 1,8 (1,6-2) 1,3 (1,1-1,5) 0,001

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ СОДЕРЖАНИЯ АГГРЕКАНА И АНТИТЕЛ К КОЛЛАГЕНУ II ТИПА В СЫВОРОТКЕ ПК 
БОЛЬНЫХ ОСТЕОАРТРИТОМ [Me (Q25-Q75)]

Биомаркер
Больные ОА 

в сочетании с СД  
(n = 52) 

Больные ОА  
(n = 26) Р

Содержание антител к коллагену II типа (ng/ml) 
в сыворотке ПК (медиана и межквартильные  
интервалы)

5 (4-6) 4 (3-5)
0,004

Содержание аггрекана (ng/ml) в сыворотке ПК  
(медиана и межквартильные интервалы) 0,4 (0,3-0,9) 0,2 (0,1-0,5) 0,006

ТАБЛИЦА 3. УРОВЕНЬ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК В МНК ПК БОЛЬНЫХ ОСТЕОАРТРИТОМ И ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ  
[Me (Q25-Q75)]

Больные ОА 
в сочетании 
с СД (n = 52) 

Больные ОА  
(n = 26)

Здоровые 
люди (n = 11)

P между 
больными 

ОА и СД 
и больными 

ОА

P между 
больными 

ОА и СД 
и здоровыми 

людьми
Уровень  
метилирования 387 (213-518) 313 (187-508) 142 (126-165) 0,1 0,0001
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по основному или сопутствующим заболевани-
ям, большим объемом комбинированной фарма-
котерапии пациентов этой группы.

В последние годы все большее внимание ис-
следователей привлекает возможность оценки 
ранних изменений хряща при ОА, скорости их 
прогрессирования, тяжести деструкции, эффек-
тивности лечения и др. с использованием раз-
личных биомаркеров [7, 22]. К числу биомар-
керов, характеризующих степень разрушения 
хряща у больных ОА, относят аггрекан, коллаген 
II типа, его фрагменты и антитела к ним, олиго-
мерный матриксный белок хряща (COMP) и ряд 
других.

В таблице 2 представлены данные о содержа-
нии аггрекана и антител к коллагену II типа в сы-
воротке периферической крови больных ОА.

Видно, что в группе больных ОАСД уровень 
циркулирующего в периферической крови аг-
грекана и антител к коллагену II были достовер-
но выше, чем в группе больных ОА. Содержание 
биомаркеров не было связано с уровнем глике-
мии.

Итак, у больных ДАОА, характеризующихся 
тяжелыми проявлениями суставного синдрома, 
выраженностью системного воспаления и по-
вышенным уровнем тяжести коморбидности, 
в сыворотке крови определяется повышенное со-
держание биомаркера деструкции хрящевой тка-
ни – протеогликана матрикса хряща аггрекана, 
увеличение уровня антител к другому матриксно-
му биомаркеру деструкции – коллагену II типа. 
Можно предположить, что выявленные измене-
ния связаны с эпигенетическими нарушениями, 
в частности метилирования ДНК в клетках – эф-
фекторах воспаления.

В таблице 3 представлены данные об уровне 
метилирования ДНК в МНК ПК здоровых людей 
и больных ОА. Установлено, что медиана уровня 
метилирования ДНК в МНК ПК здоровых людей 
в 2-2,5 раза ниже уровня метилирования больных 
ОА.

Различий в степени метилирования ДНК 
в группах больных ОА не выявлено. 

Обсуждение
Результаты исследования выявили новые кли-

нические и патогенетические характеристики 
описанного ранее субтипа ОА, ассоциированного 
с СД [32] – более выраженные клинические про-
явления суставного синдрома и наличия систем-
ного воспаления. В равной степени повышенные 
показатели коморбидности в сравниваемых груп-
пах и незначительно (0,5) более высокая тяжесть 
коморбидности у больных ДАОА свидетельству-
ют о том, что ОА, как и СД, являются заболева-
ниями, для которых характерна высокая частота 

коморбидных заболеваний. Однако сочетание 
ОА и диабета не приводит к синергичному повы-
шению риска коморбидности. 

На фоне полипатии у пациентов с ДАОА реги-
стрируется увеличение содержания в перифери-
ческой крови биомаркеров разрушения хрящевой 
ткани: повышение уровня аггрекана – продукта 
деградации матрикса хряща, а также увеличение 
содержания антител к другому матриксному ком-
поненту деструкции – коллагену II. Напомним, 
что основное вещество хряща на 60-70% состоит 
из фибриллярного белка коллагена II типа, 10% 
составляют протеогликаны, среди которых 90% 
занимает аггрекан [4, 5]. Аггрекан, коллаген II 
типа – одни из первых белков, содержание кото-
рых уменьшается в суставном хряще при раннем 
ОА [5]. Инициация разрушения матрикса хряща 
обусловлена действием IL-1β, TNFα, которые 
запускают каскад катаболических процессов 
с участием аггрекиназ, коллагеназ, металлопро-
атеиназ, синтетазы окисида азота, циклоокси-
геназы-2 [24]. Катаболические эффекты зависят 
не только от действия IL-1 и TNF, в них прини-
мают участие и другие провоспалительные цито-
кины, адипокины (24), однако их роль изучена 
значительно хуже [4].

В последующем, при прогрессировании ОА, 
к некоторым эпитопам аггрекана и коллагена II 
типа, фрагментам их деградации формируется гу-
моральный [19, 34] и Т-клеточный иммунный от-
вет [15], способствующий персистенции воспа-
ления в суставном хряще и синовиальной ткани. 
Так, показано, что добавление в культуры бычьих 
хондроцитов антител к коллагену II и его фраг-
ментам оказывает цитотоксическое действие, 
обусловленное внутриклеточной активацией 
металлопротеиназ [31]. Не все фрагменты кол-
лагена II и аггрекана являются аутоантигенами. 
В молекуле коллагена II выделяют «артрогенные 
эпитопы» [16], в структуре аггрекана на эту роль 
претендует 846 эпитоп [23]. Следует помнить, что 
наряду с усилением катаболических процессов 
в хряще, обусловленных воспалением, при ОА 
снижаются и анаболические процессы [24], свя-
занные с уменьшением синтеза хондроцитами 
аггрекана, коллагенов, гиалуроновой кислоты 
и пр. Уменьшение анаболизма происходит также 
при участии цитокинов и адипокинов. Так, по-
казано, что высокий уровень IL-18 в сыворотке 
крови способствует снижению синтеза ключево-
го протеогликана хрящевой ткани аггрекана [20]. 
Развитие и исходы заболеваний человека, фор-
мирование их сочетаний, реализуются в соответ-
ствии с типовыми патологическими процессами 
(острое и хроническое воспаление, дистрофии 
и др.), их взаимными комбинациями [9]. Морфо-
логической основой, объединяющей такую по-
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липатию, как ОА в сочетании с СД, ожирением, 
атеросклерозом, другими заболеваниями, явля-
ется системное воспаление [8]. Оно поддержива-
ется многочисленными медиаторами воспаления 
[12, 21], участием клеток иммунной системы, 
жировой ткани, провоспалительный потенци-
ал которых усливается в результате изменений 
липидного и углеводного обмена, действием 
конечных продуктов гликирования, инсулино-
резистентностью и др. [6, 13]. Предполагается, 
что именно системное воспаление увеличивает 
риск развития разнообразной воспалительной 
коморбидной патологии при ОА [2, 6, 8]. 

Ключевым патогенетическим звеном перси-
стенции воспаления, объединяющим различные 
заболевания при полипатии, может быть нару-
шение функции эипигенома в клетках-эффек-
торах воспаления, в частности метилирования 
ДНК. Показано, что уровень метилирования 
ДНК в В-лимфоцитах и NK-клетках у больных 
ожирением и СД 2, значительно повышен [30]. 
Результаты настоящего исследования свиде-
тельствуют о том, что МНК ПК больных ОАСД 
и больных ОА без сопутствующего СД характе-
ризуются более высоким, чем у здоровых людей, 
уровнем метилирования ДНК; у больных ОАСД 
это ассоциируется с увеличением степени де-
струкции хряща. Эти предварительные данные 
позволяют предполагать, что у больных остеоар-
тритом в клетках разного гистогенеза (фагоцити-
рующие клетки, Т- и В-лимфоциты, адипоциты, 
хондроциты и др.) имеется дисбаланс процессов 
гипо- и гиперметилирования ДНК, приводящих 
к увеличению уровня провоспалительных и сни-
жению противовоспалительных цитокинов, уве-
личению содержания растворимых рецепторов 

цитокинов, изменению соотношения процессов 
катаболизма и анаболизма [10, 17]. Так, ранее 
нами показано, что в сыворотке периферической 
крови больных ОАСД повышено содержание 
провоспалительных (IL-6, IL-18) и снижено со-
держание противовоспалительных (IL-10, адипо-
нектин) медиаторов [33].

Установлено, что промоторы некоторых генов 
хондроцитов, контролирующих экспрессию ряда 
металлопротеиназ, способствующих деградации 
хряща, гипометилированы [17], а ростового фак-
тора ОР-1, усиливающего анаболические про-
цессы в матриксе хрящевой ткани – гипермети-
лированы [14].

В заключение следует отметить, что изучение 
механизмов эпигенетической регуляции систем-
ного воспаления, процесса разрушения хряща 
у больных остеоартритом, присоединения к ос-
новному заболеванию коморбидной патологии, 
находится только в начале своего пути. Эти ме-
ханизмы необычайно сложны и связаны не толь-
ко с нарушением метилирования ДНК, но и из-
менениями ацетилирования гистонов, функций 
микроРНК [14, 28, 29]. Можно надеяться, что 
благодаря исследованиям эпигенетической регу-
ляции воспаления, метаболизма хрящевой ткани 
у больных ОА станет возможным идентификация 
новых терапевтических мишеней и разработка 
на их основе новых методов терапии не только 
основного, но и сопутствущих заболеваний. Ак-
туальность проблемы коморбидности при ОА 
подчеркивается в последних согласительных ре-
комендациях OARSI [25] по ведению больных, 
предусматривающих обязательный учет комор-
бидности при назначении больным медикамен-
тозных и немедикаментозных методов лечения.
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ИММУНОЭПИТОПНЫЙ КОНТИНУУМ РОДСТВА 
БЕЛКОВ, ПОЛИРЕАКТИВНОСТЬ И АУТОРЕАКТИВНОСТЬ 
АНТИТЕЛ 
Харченко Е.П.
ФГБУН «Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова» РАН, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Компьютерный анализ первичных структур более 3300 белков показал возможность су-
ществования глобального иммуноэпитопного континуума родства белков (ИЭКРБ) эукариот, про-
кариот и вирусов. На основе ИЭКРБ можно дать новые трактовки различных феноменов ИС и, 
в частности, рассматривать его как дополнительный фактор, обусловливающий полиреактивность 
и аутореактивность антител, и, соответственно, расширить концепцию о регуляторной функции есте-
ственных антител. В практических медицинских приложениях опора на существование ИЭКРБ была 
бы особенно полезной в случае поиска вакцин и иммунодиагностикумов. 

Ключевые слова: белки, эпитопы, антитела, иммунная регуляция, иммунная толерантность, вакцины

IMMUNE EPITOPE CONTINUUM OF THE PROTEIN 
RELATIONSHIPS, POLY- AND AUTOREACTIVITY OF 
ANTIBODIES
Kharchenko E.P.
I. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 
Russian Federation

Abstract. Computer analysis of primary structure for >3300 proteins has shown an opportunity for existence 
of global immune epitope continuum of protein relationships (IECPR) for eukaryotes, prokaryotes, and viruses. 
On the basis of IECPR, one may provide new interpretations for immune events, and in particular, to consider 
them as an additional factor determining poly- and autoreactivity of antibodies, and, respectively, extend the 
concept of regulatory functions of natural antibodies. For medical practice, the IECPR would be especially 
useful in cases of search for novel vaccines and immune diagnostic preparations.

Keywords: proteins, epitopes, antibodies, immune regulation, immune tolerance, vaccines
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Посвящается памяти И.П. Ашмарина
Введение

Современные методы исследования откры-
вают нам новые характеристики компонентов 
и процессов иммунной системы (ИС) и позволя-
ют глубже понять их взаимную обусловленность. 
Рассмотрим, к примеру, два известных феноме-
на ИС: полиреактивность и аутореактивность 
антител (Ат) и центральные механизмы фор-
мирования толерантного репертуара Т-клеток 
в тимусе.

Антитела, представленные 5 классами имму-
ноглобулинов (Ig), синтезируются разными ли-
ниями В-клеток и их индукция реализуется от-
личными механизмами. В противоположность 
В2-клеткам, осуществляющим тимус-зависи-
мый (иммуногенный) синтез Ig с более высокой 
специфичностью и переключение синтеза с IgM 
на IgG, В1-клетки секретируют преимуществен-
но IgM без гипермутирования зародышевых 
генов Ig, а сам синтез Ig является спонтанным 
и конститутивным и независимым от Т-клеток, 
что обусловило их название – естественные Ат 
(ЕА). Независимо от их источника общим свой-
ством Ig являются полиреактивность и аутореак-
тивность, особенно в случае ЕА [31]. Еще 30 лет 
назад было признано, что и моноклональные Ат 
всегда полиспецифичные [36]. Соответственно, 
возникает вопрос: обусловлена ли полиауторе-
активность Ат только их конформационной мо-
бильностью или она определяется также свой-
ствами самих белков, с которыми они наиболее 
часто взаимодействуют. Эта проблема остро сто-
ит в случае поиска вакцины против вируса имму-
нодефицита человека (ВИЧ), поскольку необхо-
димые Ат с широким спектром нейтрализации 
вируса оказываются полиаутореактивными [15].

В организме центральные механизмы обеспе-
чения аутотолерантного репертуара Т-клеток ИС 
основаны на положительной и отрицательной се-
лекции Т-лимфоцитов в тимусе в процессе взаи-
модействия Т-клеточных рецепторов с главными 
комплексами гистосовместимости (МНС) клас-
сов I и II, загруженными пептидами (П) из бел-
ков, синтезированных в клетках тимуса. Следуя 
[41], эти П будут далее в контексте ИС имено-
ваться также иммунными эпитопами (ИЭ). Срав-
нительно недавно установлено, что источником 
большинства ИЭ в тимусе является экспрессия 
в медуллярных эпителиальных клетках генов 
различных органов и тканей, названная беспо-
рядочной экспрессией генов [12, 24]. Она осу-
ществляется под контролем транскрипционного 
регулятора AIRE (от autoimmune regulator). В со-
вокупности с базальной экспрессией генов самих 
этих клеток и других клеток тимуса (корковых 

эпителиальных клеток, макрофагов и дендрит-
ных клеток) она служит источником ИЭ пример-
но из 2000-3000 белков разных органов и тканей, 
гены которых охватывают до 5% генома [12, 24].
Однако, не ясно, как экспрессия лишь малой 
части генома определяет в онтогенезе у млеко-
питающих единовременную аутотолерантность 
к большинству белков организма. 

При ограниченности числа аллелей МНС 
у индивидуума и огромном множестве ИЭ рас-
познавание их на уровне МНС априорно являет-
ся сильно вырожденным. Первичные структуры 
ИЭ, связывающиеся с одним аллелем МНС, со-
ставляют мотив. В пределах мотива первичные 
структуры ИЭ существенно варьируют, и их род-
ство к конкретному аллелю МНС обусловлено 
наличием в определенных позициях их первич-
ной структуры якорных аминокислот, которыми 
они связываются с полостью МНС. Размеры ИЭ, 
распознаваемых МНС I и II, заметно отличаются, 
составляя, соответственно, 8-10 и 13-24 амино-
кислот. Не определяют ли размеры ИЭ особенно-
сти селекции CD4 и CD8 Т-лимфоцитов в тимусе 
и, соответственно, механизмы аутотолерантно-
сти? Не исключено, что между белками существу-
ет пептидный континуум родства (ПКРБ) и его 
частным проявлением служит иммуноэпитоп-
ный континуум родства белков (ИЭКРБ). При-
менительно к CD8 Т-лимфоцитам он мог бы про-
являться в рассеивании в первичных структурах 
белков родственных нонапептидов (П9) по прин-
ципу: один и тот же мотив родственных П9 со-
держится во множестве разных белков, и каж-
дый белок содержит множество разных мотивов 
ИЭ. Это позволило бы обеспечить презентацию 
большинства линейных ИЭ в белках экспресси-
рованием в клетках тимуса малой части генома 
и, соответственно, селектировать подавляющее 
большинство аутореактивных клеток. Поскольку 
CD4 Т-лимфоцитами распознаются более длин-
ные ИЭ, то очевидно, что вероятность селекции 
всех аутореактивных CD4 Т-лимфоцитов, напри-
мер по П14, на уровне тимуса, по сравнению с CD8 
Т-лимфоцитами, будет меньшей, и их нейтрали-
зация должна бы реализоваться периферически-
ми механизмами толерантности.

Цель настоящего исследования состояла в вы-
явлении с помощью компьютерного анали-
за существования (на уровне П9 и П14) ПКРБ 
для организмов различных ступеней эволюци-
онного развития, рассматривая его как основу 
для ИЭКРБ и объясняя им не только особенно-
сти центральных механизмов толерантности, но 
и полиаутореактивность Ig, особенно ЕА. 25 лет 
назад Ашмариным И.П. и Фрейдлин И.С. [1] 
была высказана плодотворная гипотеза о регу-
ляции физиологических функций ЕА. Позднее 
другие исследователи [4, 22] экспериментально 
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обосновали существование обязательного ауто-
реактивного репертуара Ig, В- и Т-клеток и со-
участие их в клеточном гомеостазе организма, 
противостоянии патогенам и патологических 
процессах. В рамках развиваемой концепции 
ИЭКРБ дополнительно рассматривается воз-
можность проявления сетевой регуляции разных 
функций посредством Ig.

Материалы и методы
Для компьютерного анализа были использо-

ваны последовательности 3150 белков человека, 
охватывающие все ткани и органы, клеточные 
органеллы и межклеточное вещество, фермен-
ты путей синтеза и метаболизма. В анализ были 
включены также 14 белков беспозвоночных 
(Drosophila melanogaster), 61 белок из 6 прокариот 
(Escherichia coli, Bordetella pertussis, Mycobacterium 
tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Mycoplasma 
hominis, Сhlamydia trachomatis) с разным содер-
жанием ГЦ-пар в их геномах и 102 белка из 19 
РНК- и ДНК-содержащих вирусов (ВИЧ, ви-
рус гриппа, гепатитов А, В и С, кори, паротита, 
краснухи, полиомиелита, клещевого энцефали-
та Денге, Эбола, бешенства, желтой лихорадки, 
цитомегаловирус, аденовирус, вирус папилломы, 
простой герпес, синцитиально-респираторный 
вирус). Источником первичных структур белков 
служили доступные по Интернету базы данных 
(www.ncbi.nlm.nih.gov, www.nextprot.org, http://
viralzone.expasy.org). Аргументация существова-
ния ИЭКРБ строилась на основе того, что сово-
купность ИЭ белков в организме является под-
множеством множества всех возможных в белках 
пептидных фрагментов, равных по длине ИЭ. 
Поэтому необходимым условием для существо-
вания ИЭКРБ является существование ПКРБ. 
Для МНС I в качестве стандарта обычно прини-
мается ИЭ длиною в 9 аминокислот (П9), поэтому 
анализ в контексте Т-клеточного иммунитета был 
сосредоточен на выявлении П9-КМРБ. Так как 
первичная структура ИЭ в пределах каждого мо-
тива может значительно варьировать, то условно 
родственными П принимались те из них, кото-
рые проявляли идентичность аминокислот по 5-9 
позициям. Поскольку полость МНС II вмещает 
лишь П длиною в 13-14 аминокислот и концы П 
большей длины провисают вне торцов полости, 
не участвуя в иммунном узнавании, то примени-
тельно к МНС II анализировались лишь П дли-
ною в 14 аминокислот (П14) и условно родствен-
ными принимались те из них, что проявляли с П14 
в других белках идентичность по 8-14 позициям. 
Для каждого белка в случае МНС I за общее чис-
ло возможных в нем ИЭ принималась длина L 
белка, уменьшенная на 8, в случае же МНС II она 
уменьшалась на 13.

 Для каждого белка подсчитывалось число (N) 
тех П9(14), к которым были обнаружены родствен-
ные П9(14) во всех других белках базы данных, 
и уровень родства между сравниваемыми П9(14) 

(т.е. число идентичных в них позиций аминокис-
лотных остатков). В качестве одного из показа-
телей (в %) родства (связности) каждого белка 
с другими белками по П9 принималась величи-
на К = 100∙N/(L-8), а по П14 – соответственно, 
К = 100∙N/(L-13). Среднее (Кср) значений К всех 
белков базы данных, соответственно, по П9 и П14 
принималось за общую меру П9КРБ и П14КРБ. 
Другим показателем, характеризующим связ-
ность каждого белка в ИЭКРБ, являлось число 
С других белков, в которых были обнаружены 
родственные П9(14) для данного белка. 

Результаты
Выполненный анализ выявил П9-КРБ 

для белков человека и представителей из дру-
гих таксонов. Проанализированные белки вне 
зависимости от их функционального назначе-
ния и таксономической принадлежности имели 
К = 100% с протеомом человека, и, соответствен-
но, показатель связности для всех белков Кср 

по П9 достигал 100%. Примечательно, что в каж-
дом белке все его П9 имели по множеству «род-
ственников» в других белках, и это может служить 
основой для поддержания в организме физио-
логического аутотолерантного репертура CD8 
Т-лимфоцитов. Условием признания гомологич-
ности (родства) П9 было наличие у них не менее 5 
идентичных аминокислот в самых различных по-
зициях и их комбинациях. Неожиданностью ока-
залась не редкая встречаемость пар родственных 
П9 с идентичными блоками длиною в 7-8 амино-
кислот, не говоря уже об идентичных блоках дли-
ною в 5-6 аминокислот. Таблицы 1-3 иллюстриру-
ют лишь некоторые примеры идентичных блоков 
в 7-8 аминокислот у сывороточного альбумина 
и разных белков ВИЧ1 и штамма вируса гриппа A 
Н1N1 пандемии 2009 г. Столь протяженные иден-
тичные последовательности в белках организмов 
разных таксонов трудно объяснить независимым 
их происхождением на разных ступенях эволю-
ционного развития, но они вполне возможны 
за счет наследования существовавших у эволю-
ционных предшественников блоков белков, чему 
способствует разорванность в организации генов 
эукариот в виде интронов и экзонов. 

Что касается П14-КРБ, то для него уровень 
связности белков Кср имел меньшие значения, 
чем для П9-КРБ, – ~64% (интервал варьирования 
32-99%). Значение С, отражающее для каждого 
белка число белков, с которыми он обнаруживал 
родство по П14, варьировало от 32 до 1100. Для П9-
КРБ значения С были существенно выше. В та-
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блице 4 приводится фрагмент данных анализа 
этих показателей по трем белкам человека: одно-
го из наиболее консервативных в эволюции бел-
ка – гистона Н4, имеющего малую длину, сыво-
роточного альбумина, имеющего наиболее часто 
встречающуюся длину белков, и тиреоглобулина, 
как представителя крупных белков. В нее вклю-
чены также данные по вирусным белкам.

Из таблицы 4 видно, что в белках значения N, 
С и количества в П14 идентичных аминокислот 
коррелировали с длиной L белка. Хотя приведен-
ные в таблице 4 белки не содержат П14 с идентич-
ностью по 13 и 14 позициям, встречаемость таких 
П14 среди белков использованной базы данных 
не была редкостью. Как и следовало ожидать, 
разнообразие и число мотивов ИЭ(П) в белках 

определялись в значительной мере их длиной и, 
соответственно, наиболее крупные белки (на-
пример, тяжелая цепь миозина, тиреоглобулин, 
дистрофин) отличались наиболее сильной связ-
ностью, охватывая «родственностью» все те-
стированные нами белки, что иллюстрируется 
в таблице 4 на примере тиреоглобулина. Если 
у исследованных вирусных белков значение К по 
П9-КРБ относительно белков человека было 
максимальным – 100%, то по П14-КРБ значение 
К было значительно меньше Кср для самих бел-
ков человека. Для гемагглютинина вируса грип-
па А он составлял 44%, для gp160 гликопротеина 
ВИЧ I – 37% и для полипротеина вируса гепатита 
С – 50%, что свидетельствует об их выраженной 
чужеродности для организма хозяина.

ТАБЛИЦА 1. ПРИМЕРЫ ФРАГМЕНТОВ ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА, ОБНАРУЖИВАЕМЫХ 
В ДРУГИХ БЕЛКАХ 

Названия пар белков с указанием позиций
идентичных фрагментов в них Общий идентичный фрагмент

Сывороточный альбумин (458-464)
Белок р21 вируса гепатита С (115-121 ) SRNLGKV

Сывороточный альбумин (296-302)
Афамин (292-298) QDSISSK

Сывороточный альбумин (48-54)
Церамидглюкозилтрансфераза (226-232) LIAFAQY

Сывороточный альбумин (45-51)
Макросиалин (335-341) ALVLIAF

Сывороточный альбумин (166-172)
Альфа-фетопротеин (164-170) YEIARRHP

Сывороточный альбумин ( 330-336)
Белок, подобный рецептору ФФР* (431-437) DLPSLAA

Сывороточный альбумин ( 259-265)
Вакуолярный белок ( 459-465) VSKLVTD

Примечание. * – ФРФ – фибробластный фактор роста.

ТАБЛИЦА 2. ПРИМЕРЫ ФРАГМЕНТОВ БЕЛКОВ ВИРУСА ГРИППА А, ОБНАРУЖИВАЕМЫХ В БЕЛКАХ ЧЕЛОВЕКА

Названия пар белков с указанием позиций
идентичных фрагментов в них Общий идентичный фрагмент

Гемагглютинин вируса гриппа А (440-447)
Мышечный белок титин (3707-3714) AELLVLLE

Нуклеопротеин вируса гриппа А (88-94)
Мышечный белок титин (2903-2909) DPKKTGG

Белок РВ1 вируса гриппа А (584-590)
Основный белок Y2 яичек (63-69) QSKVGLL

Белок РВ2 вируса гриппа А (580-586)
Калирин (274-280) FQSLVPK

Белок РВ2 вируса гриппа А (682-688)
Глипикан-1 (306-312) GTSGVES

Белок РА вируса гриппа А (397-403)
Септин-8 (13-19) EPEPRSL

Белок РА вируса гриппа А (131-137)
Дистрофин (1274-1280) YLEKANK
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ТАБЛИЦА 3. ПРИМЕРЫ ФРАГМЕНТОВ БЕЛКОВ ВИЧ1, ОБНАРУЖИВАЕМЫХ В БЕЛКАХ ЧЕЛОВЕКА

Названия пар белков с указанием в них позиций 
идентичных фрагментов

Последовательность общих идентичных 
фрагментов

Гликопротеин gp120 ВИЧ1 (318-324)
Убиквилин-4 (298-304) REQFGNN

Гликопротеин gp120 ВИЧ1 ( 446-452)
Ацетил-КоА-тиоэстераза 4 ( 328-334) NWRSELY

Гликопротеин gp41 ВИЧ1 (128-134)
Нефроцистин-4 (800-806) TSLIHSL

Капсидный белок р24 ВИЧ1 (204-211)
Белок ig-h3, индуцируемый ТРФβ (15-22) ALGPAATL

Обратная транскриптаза ВИЧ1 (300-307)
Белок 1 ядерного миотического аппарата (234-241) ELELAENR

Белок nef ВИЧ1 (62-68)
Плектин (773-779) EEEEVGF

Белок vif ВИЧ1 (148-154)
Энзим Е2J1, конъюгирующий убиквитин (296-302) LALAALI

ТАБЛИЦА 4. ХАРАКТЕРИСТИКИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ П14 В НЕКОТОРЫХ БЕЛКАХ ЧЕЛОВЕКА И ВИРУСОВ 

Белки L N C
Число родственных П14

8* 9* 10* 11* 12* 13* 14* 
Гистон Н4 103 56 61 210 7 0 0 0 0 0
Альбумин сывoроточный 620 324 154 418 50 23 6 4 0 0
Тиреоглобулин 2768 1290 870 2564 151 31  11  6 0 0
Гемагглютинин вируса грип-
па А 566 244 168 418 38 3 0 0 0 0

Гликопротеин gp160 ВИЧ1 857 316 260 572 18 0 0 0 0 0

Полипротеин вируса гепа-
тита С 3011 1486 1109 3917 298 21 0 0 0 0

Примечание. L – длина белка в аминокислотах, %. N – число П14 в белке, к которым обнаружены родственные П14 в других 
белках. C – число других белков, в которых обнаружены родственные П14 для данного белка. * – количество идентичных 
аминокислот в родственных П14.

Схематично фрагмент ИЭКРБ (или ПКРБ) 
по П9 (или П14) можно представить в виде графа 
(см. рис. 1), узлами которого (точки на графе) яв-
ляются сами белки. 

Каждый узел (белок) в графе может быть 
идентифицирован длиной (L) белка либо его 
первичной структурой. Соединяющие узлы гра-
фа ребра указывают на наличие у них родствен-
ных П (или ИЭ), а числовые значения N над ре-
брами (на рисунке 1 в качестве примера условно 
представлены N только на двух ребрах) отража-
ют число таких родственных П9 (или П14) у соот-
ветствующей пары белков. Очевидно, что число 
ребер (их плотность) в графе для П9 будет суще-
ственно выше, чем в графе для П14. Полезность 
такого представления ИЭКРБ в виде математи-
ческого объекта в компьютерном исполнении за-
ключается не только в наглядности, но и в том, 
что оно позволяет прогнозировать сложную сеть 
перекрестных реакций Ат и иммунорегулятор-
ную связность белков.

Рисунок 1. Схематичное представление ИЭКРБ в виде 
графа
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Обсуждение
Оценивая результаты выполненного анализа, 

можно утверждать, что они не противоречат ги-
потезе о существовании среди экспрессируемых 
в клетках тимуса белков ПКРБ, в рамках которо-
го мог бы реализоваться ИЭКРБ для обеспечения 
центральных механизмов аутотолерантности ИС 
как в контексте МНС I, так и МНС II. Выявлен-
ные ПКРБ и как его частное проявление ИЭКРБ 
побуждают обсудить их в двух аспектах. Первый 
из них связан с возникновением и формировани-
ем ПКРБ и его проявлением в ИЭКРБ, второй – 
с возможными проявлениями ИЭКРБ и меди-
цинскими его приложениями 

Что касается возникновения и формирования 
ПКРБ, то следует заметить, что реализованное 
в эволюции многообразие белковых последова-
тельностей существенно меньше потенциаль-
но возможного, что, по-видимому, объясняется 
происхождением ныне существующих белков 
из сравнительно небольшого числа предковых 
генов. Принципиально важным моментом в ме-
ханизмах возникновения разнообразия белков 
является то, что в числе основных способов увели-
чения размеров и числа белков оказались генные 
дупликации и мозаичные комбинации, причем 
большинство генов белков являются разорван-
ными и составленными из разного числа экзонов 
и интронов. Сопоставление первичных структур 
ряда белков показало, что они обнаруживают 
блочное родство, т.е. их последовательности род-
ственны не по всей длине, а лишь по отдельным 
протяженным блокам, причем разветвленная сеть 
блочного родства охватывает белки, глубоко раз-
личающиеся по своим функциям. Соответствие 
размеров экзонов в разорванных генах функци-
ональным доменам белков дает основание пола-
гать, что полипептиды представляют собой набор 
фрагментов с различными функциями, которые 
эволюция по непонятным пока правилам соби-
рает как одно структурно-функциональное целое 
[2]. ИЭ не являются каким-то обособленным 
подмножеством пептидных фрагментов белков, 
и их рассеянность и повторяемость в разных бел-
ках лишь отражает особенности возникновения 
и эволюции белков.

Адаптивная ИС (АИС) возникла на уров-
не позвоночных, намного позднее формирова-
ния основных функциональных систем и во-
влеченных в них белков. Предсуществование 
глобального ПКРБ, охватывающего организмы 
разных ступеней эволюционного развития, об-
рекло АИС формироваться и функциониро-
вать на предуготовленном ей ИЭКРБ, который 
вносит важный вклад в такие проявления Ig, 
как полиреактивность и аутореактивность в от-
ношении белков. Полиреактивность Ig и суще-
ствование самого ИЭКРБ по существу является 

проявлением функциональной вырожденности. 
В широком аспекте функциональная вырожден-
ность определяется как способность элементов, 
которые структурно различны, выполнять оди-
наковые функции либо определять одно и то 
же состояние. В случае же выполнения одной 
и той же функции структурно идентичными эле-
ментами говорят об избыточности. Особенность 
функциональной вырожденности заключается 
в том, что она может реализовываться в одной 
и той же либо другой функции в зависимости 
от контекста, в котором она реализуется [13]. 
Она пронизывает все уровни биологической ор-
ганизации, и ее ярким примером является, ко-
нечно, вырожденность генетического кода. Она 
составляет также основу функционирования 
и врожденной, и адаптивной ИС. 

Конечно же, полиспецифичность не являет-
ся привилегией Ig в ИС. Любой ИЭ может быть 
распознан Т-клеточными рецепторами несколь-
ких клонов лимфоцитов, в то же время любой 
клон лимфоцитов способен распознавать мно-
жество ИЭ [9, 14, 26, 37, 42]. Открытие семейства 
TLR, на первый взгляд, решало для иммунологов 
проблему, связанную с распознаванием «свое-
го» от «несвоего» врожденной ИС, согласуясь 
с концепцией существования в ее клетках рецеп-
торов к молекулярным инвариантам (липопо-
лисахариды, тейхоевые кислоты, их нуклеино-
вые кислоты, формилметиониловые пептидные 
фрагменты, маннаны, пептидоглюканы) отдель-
ных таксонов микроорганизмов [18]. Но впо-
следствии реальность оказалась весьма сложной 
и неопределенной, поскольку открытые вслед 
за семейством TLR цитозольные семейства RLR 
и NLR, как и другие ассоциированные с мем-
бранной рецепторы (лектины, маннозный ре-
цептор и Дектин I), CD14 (липополисахаридсвя-
зывающий белок), пептидогликанраспознающие 
белки, также важны для распознавания широкого 
круга патогенов [10]. Кроме того, представления 
о специализации распознающих патоген-ассо-
циированные паттерны рецепторов подрываются 
тем, что как Toll-подобные, так и NLR рецепторы 
могут быть активированы и ингибированы уди-
вительно широким спектром молекул. Для наи-
более подробно изученных TLR2 и TLR4 число 
таковых для каждого из них составляет несколько 
десятков, причем некоторые из них оказываются 
общими для обоих рецепторов, а источниками их 
служат вирусы, прокариоты, растения, животные 
(включая множество белков хозяйского организ-
ма) либо синтетические производные [19]. Ком-
бинированная активация TLR может повлечь 
разные эффекты: комплементарные, синергети-
ческие и антагонистические [20, 27]. 

То, что для П9-КРБ и П14-КРБ и соответству-
ющим им ИЭКРБ характерна разная степень 



341

Иммуноэпитопный континуум белков
Immune epitope continuum2015, Vol. 17,  4

2015, Т. 17, № 4

связности белков по ИЭ, можно было бы объ-
яснить прежде всего различиями размеров П9 

и П14 и, соответственно, большим отражением 
в П14 уникальности первичных структур белков. 
Естественно задать вопрос: нужен ли более вы-
сокий уровень связности ИЭ в белках в рамках 
П14-КРБ? Учитывая, что циркулирующие клетки 
ИС с регуляторными функциями способны осу-
ществлять надзор за аутореактивными клетками 
на периферии, что часть белков скрыта в тканях, 
не поступая в циркуляцию, и ряд органов (на-
пример, мозг, печень, яички, ногти) обладает 
иммунной привилегией, достижение максималь-
ного уровня охвата ИЭ в П14-КРБ было бы изли-
шеством, чего природа всегда избегает. При мак-
симальном уровне связности белков по П14-КРБ 
узнавание «не своего» было бы затруднительным 
и даже невозможным. Присутствие в организме 
аутореактивных как ЕА, так Т- и В-клеток, ха-
рактерно и считается даже обязательным практи-
чески для всех здоровых лиц с самого рождения 
[5, 23] и сегодня не рассматривается как несо-
мненный маркер развивающегося аутоиммунно-
го процесса. Им отводится важная роль в поддер-
жании тканевого гомеостаза и активном участии 
в очищении организма от отмирающих под воз-
действием разных механизмов [40]. 

Сводка некоторых возможных проявлений 
ИЭКРБ в функционировании ИС приведена 

на рисунке 2, и далее по ним будут приведены ко-
роткие комментарии. 

Приступая к этой части обсуждения, следу-
ет подчеркнуть, что толерантность ИС являет-
ся сложным механизмом, слагаясь из соучастия 
различных процессов на разных уровнях. Кроме 
того, существующая парадигма о селекции в ти-
мусе Т-лимфоцитов, обладающих низкой аффин-
ностью к комплексам МНС-П, и поддержании 
через нее физиологического аутотолерантного 
репертуара CD4 и CD8 Т-лимфоцитов нуждается 
в расширении, поскольку не объясняет существо-
вание минорных линий (среди которых линия 
Т-регуляторных клеток) лимфоцитов, форми-
рующихся также в тимусе и обладающих таким 
общим свойством, как необходимость в силь-
ной активации их Т-клеточных рецепторов, ре-
ализуемой их высокой аффинностью к комплек-
сам МНС-П [35]. Хотя бы поэтому автор далек 
от мысли дать на основе ИЭКРБ исчерпывающее 
объяснение рассматриваемых ниже феноменов.

Возвращаясь к поставленному вопросу от-
носительно достаточности 2000-3000 белков 
в медуллярных эпителиальных клетках тимуса 
как источников ИЭ для реализации центральных 
механизмов аутотолерантности, можно полагать, 
что, учитывая как проявление нормы наличие 
в циркуляции определенной доли аутореактив-
ных клеток, П9-КРБ белков позволяет обеспе-

Рисунок 2. Некоторые возможные проявления ИЭКРБ
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чить организм в основном аутотолерантным ре-
пертуаром Т-CD8 лимфоцитов. Очевидно лишь 
то, что «неполнота» связности по П14-КМРБ 
не противоречит возникновению аутоиммунных 
состояний. Наличие же аутореактивных клеток 
в циркуляции наиболее вероятно прежде все-
го из-за «неполноты» охвата всех ИЭ. Это под-
тверждается при паранеопластической нейроде-
генерации, проявляющейся неврологическими 
нарушениями, которые развиваются у пациентов 
со злокачественными опухолями (чаще всего при 
раке молочной железы и яичников, мелкоклеточ-
ном раке легких) и обусловлены эффективным 
противоопухолевым иммунным ответом против 
антигенов (Аг) раковых клеток, которые в нор-
ме экспрессируются исключительно в мозгу. Их 
обозначают как онконейральные Аг. Индуциро-
ванный онконейральными Аг иммунный ответ 
нередко супрессирует рост опухоли. Успешный 
иммунный ответ и сами опухоли не были бы за-
мечены, если бы иммунные клетки, первоначаль-
но распознающие онконейральные Аг в опухоли, 
не проникали бы в мозг, вызывая аутоиммунную 
реакцию против нейронов, экспрессирующих те 
же Аг, что и возникшая опухоль, и соответствую-
щую неврологическую симптоматику [3, 30].

Онкогенез сопровождается появлением трех 
типов Аг в опухоли : «неоАг», «модифицирован-
ных аутоАг» и собственных Аг (маркеры проли-
ферации и дифференциации, экспрессируемые 
обычно в эмбриогенезе). Ответ на них ИС часто 
оказывается слабым и неэффективным для по-
давления опухоли. Одним из объяснений этому 
может служить обретение опухолью механизмов 
избегания и супрессии ИС и отсутствием соот-
ветствия Аг опухоли критериям иммуногенности 
[29]. Но следует иметь в виду прежде всего то, что 
рак развивается как часть своего, и в организме 
развертываются различные сценарии взаимо-
действия опухоли и ИС, обусловленные эпиге-
нетическими наслоениями, самой локализацией 
(происхождением) опухоли и тем, в какой сте-
пени ИЭ ассоциированных с опухолью Аг пред-
ставлены в ИЭКРБ до возникновения опухоли.

Проявление ИЭКРБ при инфекциях не будет 
простым и однонаправленным и зависит от от-
ношения патоген-хозяин. Одни инфекционные 
агенты «приходят и уходят», оставляя пожизнен-
ный иммунитет, другие, как, например, вирус 
гриппа, многократно «приходят и уходят», пре-
одолевая временный иммунитет к ним благодаря 
быстрому мутированию их генома. Возбудители 
хронических инфекций «вторгаются и поселя-
ются», вызывая в организме, как в случае ВИЧ 
или вируса гепатита С, необратимые или трудно 
обратимые состояния, не контролируемые ИС. 
Одной из причин этого может служить то, что 
инфекционный патоген наделен специальными 
механизмами, позволяющими ему избегать ИС 
хозяина. Другая причина связана непосредствен-

но с ИЭКРБ. В частности, максимальный уровень 
связности вирусных белков с белками человека 
по П9 должен бы обусловливать слабую «види-
мость» их для CD8 Т-лимфоцитов, поскольку 
из организма элиминируются способные к их 
распознаванию CD8 Т-лимфоциты, и лишь ча-
стичную распознаваемость П14 как чужеродных 
CD4 Т-лимфоцитами. Это находится в согласии 
с данными о формировании стойкого иммунитета 
к вирусам, которые «поражают и уходят», за счет 
гуморального иммунитета [28], опосредуемого, 
как известно, через участие CD4 Т-лимфоцитов, 
и с коллизиями при поиске вакцин, способных 
индуцировать наряду с гуморальным иммуните-
том CD8 клеточный ответ. Эти поиски остают-
ся безуспешными против тех вирусов, которые 
«вторгаются и поселяются», (в частности про-
тив ВИЧ), т.е. патогенов, вызывающих хрониче-
ские инфекции. Лишь частичная распознавае-
мость ИЭ вирусных белков как чужеродных CD4 
Т-лимфоцитами сужает их потенциал реагирова-
ния и объясняет феномен иммунной доминант-
ности в аспекте способности ИС реагировать 
лишь на малую долю ИЭ из их большого множе-
ства. 

В этой связи нельзя не заметить, что в кон-
тексте гипотезы об ИЭКРБ выбор П из протеома 
патогена в качестве потенциальных кандидатов 
вакцин уже на самых ранних этапах экспери-
мента должен быть обоснован хотя бы тем, что 
они не охвачены ИЭКРБ. Кажущаяся с первого 
взгляда привлекательной идея создания клеточ-
ных вакцин, специфичных к строго определен-
ному набору ИЭ, чревата опасностью из-за воз-
можности индукции ими аутоиммунной реакции 
у реципиента. В русле «здравого смысла» кажутся 
и попытки ретровакцинологии преодолеть не-
удачи с поисками вакцин против ВИЧ и вируса 
гриппа через индукцию иммунитета подобран-
ными консервативными ИЭ белков этих вирусов, 
основанного на образовании Ат с высокой авид-
ностыо и широким спектром действия и ней-
трализующих многие штаммы соответствующих 
вирусов [36]. Но нейтрализующие Ат с широким 
спектром действия специфичны к консерватив-
ным фрагментам белков вирусов, которые часто 
оказываются гомологичными фрагментам бел-
ков хозяина и характеризуются недостаточной 
иммуногенностью [16, 21]. Редкая встречаемость 
реакции на них ИС объясняется, по-видимому, 
предсуществующей толерантностью, а образова-
ние к ним Ат сопряжено с опасностью возник-
новения аутоиммунитета. Иммунодоминантные 
же вирусные эпитопы часто являются высокому-
табельными, не охвачены ИЭКРБ белков челове-
ка, а образующиеся к ним Ат не обладают нейтра-
лизующей активностью. 

В контексте ИЭКРБ следует осторожно оце-
нивать возможный вклад гуморального и клеточ-
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ного ответов АИС в отношении внутриклеточных 
патогенов различного происхождения. При су-
ществовании всеобъемлющего по П9 и частично-
го по П14 ИЭКРБ возникший в умах иммунологов 
конструкт «свой-несвой» предстает как размытое 
«понятие» для ИС. Для реакции ИС на Аг, соглас-
но критериям иммуногенности [29], важны его 
количество, выраженные молекулярные отличия 
от предсуществовавшего в организме контину-
ума Аг и скорость возникновения новой анти-
генной модификации. Иными словами, каждый 
эффекторный ответ ИС обусловлен сильным 
антигенным нарушением, т.е. внезапным воз-
никновением в организме паттернов Аг, которые 
сильно отличаются от того континуума Аг, с ко-
торым рецепторы клеток ИС непрерывно взаи-
модействовали ранее. В случае, например, ВИЧ 
не выполняется ни один из упомянутых критери-
ев: в 70-80% случаев достаточно одного вириона 
либо инфицированной им клетки, для того что-
бы установилась продуктивная клиническая ин-
фекция, т.е. инфекция реализуется при участии 
предельно минимального количества вирионов, 
а выраженный ответ пораженной ИС на инфек-
цию развертывается, когда вирусом оказывается 
поражено множество клеток и органов хозяина 
с формированием практически не устранимого 
резервуара вируса [34].

Прогнозирование реакции ИС индивидуума 
на ИЭ патогена осложняется многочисленностью 
гаплотипов МНС, выявленной в последние годы 
размытостью путей представления Аг через МНС 
I и МНС II, а также особенностями иммунопро-
теасом. Обычно МНС I связывают П (из белков 
эндогенного происхождения), генерируемые 
протеасомами, в эндоплазматическом ретику-
луме, а МНС II комплексируют с генерирован-
ными лизосомным протеолизом П из эндоцити-
рованных либо фагоцитированных белков, т.е. 
экзогенных Аг. Однако оба МНС имеют доступ 
к экзогенным и эндогенным Аг, и презентацию 
МНС I П из экзогенных белков, интернализован-
ных эндоцитозом или фагоцитозом, называют 
кросс-презентацией [7, 8]. Сам же спектр образо-
ванных ИЭ будет определяться составом протеаз 
в лизосомах и иммунопротеасомах и условиями 
протекания процесса протеолиза [6, 33]. К тому 
же, антителогенез запускается координирован-
ным узнаванием эпитопа рецепторами В-клеток, 
которые распознают его трехмерную структуру, 
и рецепторами хелперных Т-клеток, узнающими 
линейную структуру эпитопа.

Как проявление следствия существования 
ИЭКРБ в организме, каждое аутоиммунное за-
болевание, помимо поражения ИС главной 
мишени, должно сопровождаться поражением 
ею в различной степени и других мишеней, им-
мунно связных с главной, то есть обязательным 

атрибутом аутоиммунных заболеваний долж-
на бы быть коморбидность, что подтверждается 
их клинической картиной. Эта коморбидность, 
по-видимому, будет определяться не только на-
рушением функции белка-мишени ИС и функ-
циональной связностью его с другими белками, 
но и изменением функций тех белков, которые 
имеют общие ИЭ с главным белком-мишенью, 
из-за перекрестных иммунных эффектов. Нель-
зя не упомянуть, что чувствительность каждого 
иммунного теста на аутоиммунное заболевание 
будет варьировать в зависимости от иммунной 
связности анализируемой им белка-мишени и, 
в принципе, в аспекте ИЭКРБ 100%-ная специ-
фичность иммунного теста не достижима. Сегод-
ня уже имеются возможности оценивать иммуно-
логические тесты на микропанелях, содержащих 
до 10000 образцов белков и позволяющих полу-
чать близкие к истинным показатели их чувстви-
тельности и специфичности.

В последние годы представления о роли ИС 
в организме существенно усложнились и растет 
поток сообщений о вовлеченности ее в регуляцию 
различных физиологических функций. Особенно 
усилился интерес к вовлеченности в них ЕА. Пер-
воначально исследование ЕА было сосредоточено 
главным образом на преобладающем среди них 
IgМ и им объяснялись многочисленные эффекты 
ЕА. Новые данные о IgG и IgА ЕА свидетельству-
ют о том, что их роль в эффектах ЕА нельзя игно-
рировать. Тестирование специфичности IgG ЕА 
на микропанели почти из 10000 белков выявило 
их взаимодействие с более 1000 белками, зависи-
мость состава IgG ЕА от возраста, пола и имею-
щегося патологического состояния. Пациенты 
с болезнью Альцгеймера, болезнью Паркинсона 
и рассеянным склерозом имели статистически 
значимое снижение IgА ЕА по сравнению с кон-
трольными лицами того же возраста и пола. Про-
филь сывороточных IgG аутоантител (ААт) уни-
кален для каждого индивидуума и удивительно 
стабилен во времени. Количество, разнообразие 
и явная эволюционная консервативность про-
филя IgG ААт предполагает существование у них 
определенной не распознанной функции [25]. 
Сравнение естественных ААт к миелоперокси-
дазе и ААт к ней при микроскопическом поли-
ангиите показало, что первые содержатся в низ-
ких титрах, обладают более низкой авидностью, 
не содержат фракцию IgG3, слабее ингибируют 
миелопероксидазу и вызывали значительно мень-
шую реакцию нейтрофилов. Эти особенности, 
по-видимому, позволяют непатогенное сосуще-
ствование в сыворотке миелопероксидазы с есте-
ственными ААт к ней [43]. В отсутствие IgG ААт 
к миелину нарушается регенерация аксонов по-
сле их повреждения [39]. Моноклональные IgМ, 
выделенные из репертуара ЕА и специфичные 
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к разным компонентам нервной системы, так-
же способствуют регенерации аксонов, что по-
служило основанием предложить их для терапии 
рассеянного склероза [32]. Дети с аутизмом име-
ли значительно пониженные уровни IgG и IgМ, 
и это снижение коррелировало со степенью их 
поведенческих отклонений [17]. ААт к белку те-
плового шока Нsр-60 являются компонентом ЕА 
уже у новорожденных детей и являются незави-
симым врожденным фактором риска атероскле-
роза у взрослых [38]. У здоровых субъектов при-
сутствуют ААт также к протеиназе 3 и базальной 
мембране почечных гломерул [11]. Мощные им-
муномодуляторные эффекты описаны у IgА [32].

Физиологическая роль ААт сегодня уже 
не нуждается в подтверждении, их многочис-
ленность не вызывает сомнения. Для некоторых 
из них выявлены ключевые мишени их действия 
и конкретное участие как в физиологических 
процессах, отличных от иммунных, так и в пато-
генезе различных заболеваний, т.е. ЕА являются 
активными соучастниками глобального регуля-
торного континуума, под которым можно по-
нимать совокупность всех регуляторных систем 
организмов, способных реагировать на возника-
ющие внешние и внутренние стимулы. По срав-
нению с другими регуляторами, как подчеркива-
ется Ашмариным и Фрейдлин в их гипотезе [1], 
они способны «к долговременной коррекции 
уровня тех или иных физиологических и биохи-
мических процессов», что обусловливается сро-
ками их существования и пожизненного консти-
тутивного синтеза. В аспекте рассматриваемого 
концепта ИЭКРБ существование каких других 
особенностей ЕА как регуляторов можно было 
бы предположить?

Известные умеренная аффинность ЕА и их 
многочисленность, с одной стороны, и суще-
ствование ИЭКРБ и обратимость связывания Ат 
с Аг, с другой стороны, позволяют, помимо долго-
временной регуляции, реализовать с участием 
ЕА и динамичную регуляцию. Последняя может 
проявляться множеством сценариев, три из кото-
рых для простоты рассмотрим на уровне белков. 
Во-первых, одно и то же ААт может по причине 
существования ИЭКРБ связываться с разны-
ми белками и длительность контакта (динамич-
ность ассоциации и диссоциации) будет опреде-
ляться аффинностью данного ААт к ИЭ в белке. 
Само взаимодействие ААт с белком может про-
являться не только во включении или выключе-
ния функции белка, но и модулировать уровень 
его активности. Во-вторых, один и тот же белок 
может содержать несколько разных ИЭ для свя-
зывания с разными ААт, каждое из которых мо-
жет по-разному модулировать функцию белка. 
Обратимость и последовательность связывания 
белка с разными ААт будут менять во времени 

профиль активности белка, который в значитель-
ной степени будет зависеть от концентраций ААт.  
Если долговременная коррекция состояния фи-
зиологического процесса привязана к какому-
то одному ААт, то динамичная коррекция будет 
определяться множественностью имеющихся 
ААт и составом ИЭ в белке. В-третьих, посколь-
ку между белками и ААт поддерживаются отно-
шения «один ко многим» и «многие к одному», 
то существование родственных ИЭ в разных бел-
ках позволяет одним и тем же ААт вызвать много-
уровневые изменения во множестве белков, ко-
торое можно рассматривать как динамичную сеть 
со связностью ее компонентов, определяемой 
иммунной регуляцией. Выявление и анализ та-
ких сетей представляется еще более трудным, чем 
анализ антиидиотипических сетей. Очевидно, что 
концепт динамичной регуляции Ат физиологи-
ческих функций   предполагает существование 
сложной иммунной сети взаимодействий в орга-
низме позвоночных и признание в живых систе-
мах  таких процессов и явлений, которые  в фи-
зике уже более 100 лет назад, благодаря вкладу 
Эйнштейна, воспринимались как находящиеся за 
пределами человеческого восприятия и жизнен-
ного опыта,   открытие которых невозможно без 
предшествующих логических построений, и лишь 
основанные на них  эксперименты способны под-
твердить реальность этих процессов.

Завершая обсуждение, нельзя не заметить, 
что при этой удивительной размытости и сто-
хастичности в функционировании ИС с ее вы-
рожденностью иммунного узнавания кажется 
таинственным, каким образом она проявляет по-
разительную специфичность на операционном 
уровне, дарующую большинству из нас защиту 
в течение долгих лет в этом непрерывно меняю-
щемся мире патогенных микроорганизмов.

В заключение хотелось бы отметить, что со-
временная иммунология располагает возмож-
ностями углубиться в анализ одиночной клетки 
и охарактеризовать сложный состав рецепторов 
В- или Т-клеток и репертуар Ат, анализировать 
накопившиеся огромные базы данных, привле-
кая вычислительные ресурсы для многомерного 
анализа ИС. Примененный нами компьютерный 
анализ последовательностей нескольких тысяч 
белков является примером такого многомерного 
анализа. Он показал возможность существования 
глобального ИЭКРБ, на основе которого можно 
дать новые трактовки различных феноменов ИС 
и, в частности, рассматривать его как дополни-
тельный фактор, обусловливающий полиреак-
тивность и аутореактивность Ат, и, соответствен-
но, расширить концепцию о регуляторной 
функции ЕА. В практических медицинских при-
ложениях опора на существование ИЭКРБ была 
бы особенно полезной в случае поиска вакцин 
и иммунодиагностикумов.
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ОБНАРУЖЕНИЕ У ЛЮДЕЙ КРОССРЕАКТИВНЫХ 
АНТИТЕЛ И Т-КЛЕТОК ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ ПАМЯТИ 
К АНТРОПОНОЗНЫМ И ЗООНОЗНЫМ ПОДТИПАМ ВИРУСА 
ГРИППА А

Лосев И.В., Донина С.А., Петухова Г.Д., Кореньков Д.А., 
Григорьева Е.П., Дорошенко Е.М., Руденко Л.Г., Найхин А.Н.

ФГБУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Существует реальная угроза прорыва в человеческую популяцию зоонозных (птичьих 
и свиных) вирусов гриппа А. В этом случае тяжесть таких пандемий зависит от состояния иммуни-
тета населения к этим возбудителям. В мировой литературе неоднократно декларировалось положе-
ние о полном отсутствии у людей иммунитета к данным возбудителям. Мы исследовали состояние 
системного, локального и Т-клеточного иммунитета взрослых людей разного возраста к потенци-
ально пандемическим зоонозным (H3N2sw, H5N1, H5N2, H7N3 и H7N9) и антропонозному (H2N2) 
вирусам гриппа А. Полученные результаты свидетельствуют, что у обследованных лиц существует 
(i) гетеросубтипический локальный (IgA-АТ) и Т-клеточный (CD4+ и CD8+Т-клетки центральной 
(Tcm) и периферической (Tem) иммунологической памяти) иммунитет, но отсутствует системный 
иммунитет (антигемагглютинирующие и вируснейтрализующие сывороточные антитела) к пти-
чьим вирусам гриппа А; (ii) локальный иммунитет (IgA-АТ) к циркулировавшему в 1957-1968 гг. 
антропонозному вирусу А (H2N2) не только у ранее праймированных лиц, но и людей, родившихся 
после 1968 г; (iii) полноценный системный и локальный иммунитет к потенциально пандемическо-
му свиному вирусу А (H3N2sw). Вывод: для научно обоснованного прогноза эпидемиологической 
ситуации и планирования объема противоэпидемических мероприятий по потенциально панде-
мическим вирусам гриппа А необходим периодический мониторинг состояния коллективного им-
мунитета населения к этим возбудителям по всем его адаптивным параметрам. В этом плане опора 
только на данные молекулярно-биологического анализа возбудителей может приводить к суще-
ственным ошибкам.

Ключевые слова: вирус гриппа, иммунизация, гетеросубтипический иммунный ответ, живая гриппозная вакцина
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CROSSREACTIVE ANTIBODIES AND MEMORY T CELLS 
TO HUMAN AND ZOONOTIC INFLUENZA A VIRUSES IN 
VOLUNTEERS 
Losev I.V., Donina S.A., Petukhova G.D., Korenkov D.A., 
Grigorieva E.P., Doroshenko E.M., Rudenko L.G., Naykhin A.N.
Research Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. There exists a real hazard of transferring zoonotic influenza A viruses, either swine, or avian, 
into human population. In such case, severity of such pandemics depends on the pathogen-specific immunity 
in the population. Virtual absence of such immunity in humans was declared in the literature. In this work, 
we assessed systemic, local, and T-cell immunity to potentially pandemic H3N2sw, H5N1, H5N2, H7N3, 
H7N9 and H2N2 influenza A viruses in a group of healthy adults of different age. Our results indicate that 
these subjects develop the following immune reactions: (i) local (i.e., nasal IgA) and cellular (CD4+ and CD8v 
memory T cells) heterosubtypic immunity, in absence of detectable virus-specific serum antibodies to avian 
influenza A viruses; (ii) Local immune responses (as nasal IgA) to human A (H2N2) virus which circulated in 
1957-1968 were detected both in subjects who could be primed at that time, but also in subjects born after 1968; 
(iii) full-scale systemic and local immunity to potentially pandemic А (H3N2sw) swine virus was found in the 
group. Conclusion. In order of proper epidemiological forecasts and planning appropriate preventive measures 
for potentially pandemic Influenza A viruses, a regular monitoring of collective immunity should be performed 
using different adaptive markers. In this respect, any conclusion based on molecular analysis only could lead to 
considerable mistakes, and should be accomplished by the mentioned immunological studies.

Keywords: influenza virus, live vaccine, immunization, heterosubtypic immunity

Введение
На протяжении многих десятилетий проблема 

гриппа А привлекает пристальное внимание уче-
ных и средств массовой информации. Это связа-
но, с одной стороны, с приобретенным опытом 
тяжелых последствий для человечества реальных 
пандемий, с другой – постоянной угрозой проры-
ва в человеческую популяцию вирусов гриппа А, 
циркулирующих среди птиц и животных. На се-
годняшний день зарегистрировано 18 подтипов 
вируса гриппа А с гемагглютининами от Н1 до Н18 
и нейраминидазами от N1 до N11. Все эти под-
типы принято делить на антропонозные, то есть 
циркулирующие среди людей, и зоонозные, по-
ражающие птиц и животных. К первым относятся 
подтипы A (H1N1), A (H2N2) и A (H3N2), всту-
пающие попеременно в новые пандемические 
циклы. Зоонозные вирусы могут существовать 
как в латентном, так и в активном состоянии, пе-
риодически вызывая эпизоотии преимуществен-
но среди диких и домашних птиц, а также сви-
ней (птичьи и свиные вирусы гриппа А). Однако 
в двухтысячных годах среди людей были зареги-
стрированы вспышки гриппа, вызванные птичьи-
ми вирусами с гемагглютинином Н5,Н6, Н7 и Н9. 
Особенно тяжелые последствия имели вспышки 
гриппа A(H5N1) 2003-2005 гг., и A(H7N9) в 2013-
2014 гг., когда смертность достигала 30-60% [18, 
23]. В 2011 г. отмечено локальное распростра-

нение среди людей свиного гриппа А (swH3N2) 
[19]. В то же время не было ни одного научно до-
казанного случая передачи этих зоонозных ви-
русов от человека к человеку. В 2009 г. приобрел 
пандемическое распространение вирус гриппа 
А (H1N1) pdm 2009, имевший генетическое род-
ство со свиными и птичьими вирусами [23]. Все 
эти события породили вполне закономерную 
озабоченность научного сообщества, реализовав-
шуюся в решении Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ) о разработке арсенала резерв-
ных вакцин против потенциально пандемических 
зоонозных вирусов гриппа А [22]. В значительной 
степени это решение базировалось на довольно 
распространенном мнении о катастрофических 
последствиях развития ситуации в случае приоб-
ретения тем или иным зоонозным вирусом спо-
собности к активной трансмиссии среди людей, 
то есть полной адаптации к человеку. Главным ар-
гументом в пользу возможности быстрой смены 
хозяина зоонозным вирусом служили бесспорные 
данные о способности вирусов гриппа А к гене-
тической межтиповой реассортации и к активно-
му эволюционному мутагенезу их РНК-генома. 
Поэтому основное внимание вирусологов было 
сосредоточено на исследовании молекулярно-
генетических аспектов проблемы, включающих 
поиск и анализ геномных последовательностей, 
отвечающих за патогенность и трансмиссивность 
потенциально пандемических вирусов гриппа А. 
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При этом состояние популяционного иммуните-
та – важнейшего звена эпидемического процес-
са – было изучено значительно слабее, поскольку 
подразумевалось полное отсутствие у населения 
иммунной защиты от зоонозных вирусов гриппа 
А [9, 21]. В настоящем исследовании проанализи-
рован вопрос о правомерности такой точки зре-
ния с позиции формирования у людей гетеросуб-
типического противогриппозного иммунитета.

Материалы и методы
Волонтеры
Сыворотки крови, секреты верхних дыхатель-

ных путей, а также мононуклеары перифериче-
ской крови (МПК) были отобраны у волонтеров 
18-45 лет, учавствовавших в 2000-2014 гг. в кли-
нических испытаниях различных гриппозных 
вакцин (фоновые образцы), а также у лиц 11-85 
лет, обследовавшихся в 2011-2012 гг. в различных 
лабораторных центрах по поводу диагностики 
соматических заболеваний.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА)
РТГА воспроизводили по стандартной мето-

дике [13]. Сыворотки крови обрабатывали RDE 
(receptor destroid enzime). Рабочая доза антигенов 
составляла 2АЕ, поскольку в предварительных 
исследованиях было показано ее преимущество 
перед 4АЕ. Применяли параллельно 1% взвесь 
человеческих эритроцитов 0(I) группы крови 
и эритроцитов лошади. Достоверной конверси-
ей титров антител считали его поствакцинальное 
увеличение в 4 и более раза по отношению к до-
вакцинальному. 

Реакция микронейтрализации (РМН)
РМН выполняли стандартным методом [13] 

на культуре клеток MDCK в концентрации 200 
тыс. клеток/мл. Рабочее разведение вируса со-
ставляла 100 TCD50/50 мкл. Достоверным счи-
тали увеличение титра сывороточных антител в 4 
и более раза в поствакцинальный период по от-
ношению к довакцинальному.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
IgA- и IgG-антитела в сыворотке крови и IgA-

антитела в секретах верхних дыхательных путей 
выявляли в ИФА по ранее описанной методике 
[2]. На планшете сорбировали 16АЕ вирусов, очи-
щенных центрифугированием в градиенте плот-
ности сахарозы (30-60%). За титр сывороточных 
и локальных антител принимали наибольшее 
разведение исследуемого материала, при кото-
ром оптическая плотность (ОП) лунки с образца-
ми превышала среднюю ОП в контрольных лун-
ках (все ингредиенты реакции, не содержащие 
исследуемый материал) в 2 и более раза. За до-
стоверный прирост титров антител в сыворотке 
крови и в СВДП принимали его увеличение в 4 
и более раза.

Определение вирусспецифических CD4+ 
и CD8+Т-клеток иммунологической памяти

Эти клетки тестировали в проточной цитоме-
трии общепринятым методом внутриклеточного 
окрашивания цитокинов (IFNγ) после стимуля-
ции клеток in vitro 12 МОI очищенного ультра-
центрифугированием вакцинного штамма [3]. 
Мононуклеары периферической крови выде-
ляли стандартным способом на градиенте плот-
ности HISTOPAQUE-1077, отмывали и хранили 
до проведения анализа в жидком азоте. Для опре-
деления спонтанной продукции IFNγ вместо 
стимуляции вирусом к клеткам добавляли соот-
ветствующий объем питательной среды RPMI- 
1640 (отрицательный контроль). В качестве поло-
жительного контроля использовали стимуляцию 
клеток поликлональным стимулятором – ста-
филококковым энтеротоксином В. После раз-
морозки порции клеток волонтеров, отобранные 
во всех временных интервалах, были способны 
к активации продукции IFNγ. При анализе дан-
ных показатели отрицательного контроля вычи-
тались из аналогичных показателей, полученных 
для вирусстимулированных клеток. Показатели 
всех контролей были адекватны. В проточной 
цитометрии маркерами Т-лимфоцитов централь-
ной (Tcm) и периферической (Tem) иммуноло-
гической памяти CD4+ и CD8+ клеток служи-
ли меченные флюорохромом мононуклеарные 
антитела к, соответственно, CCR7+CD45RA- 
и CDR7-CD45RA- (Beckman Coulter, Becton 
Dickinson). Достоверным увеличением уровня 
клеток у привитых считали 3 стандартных откло-
нения от уровня тех же клеток у лиц контрольной 
группы, получавших препарат плацебо.

Антигены
В РТГА, РМН и ИФА использовали приго-

товленные в отделе вирусологии НИИЭМ апа-
тогенные вакцинные штаммы вирусов А/17/
Калифорния/2009/38(H1N1) – в междуна-
родной классификации A(H1N1)pdm 2009; 
А/17/индюк/Турция/05/133 (Н5N2) – авто-
ры И.В. Киселева и Н.В. Ларионова; А/17/
утка/Потсдам/86/92 (Н5N2); А/17/дикая утка/
Нидерланды/00/95(H7N3) – автор Ю.А. Деше-
ва; А/17/Ануи/2013/61(H7N9) – автор И.Н. Ис-
кова-Сивак. Штамм NIBRG-23 – (А/индюк/
Турция/1/2005*PR/8) получен из ВОЗ. 

Статистическая обработка результатов
Использовали программное обеспечение 

Statistica и Graph Pod Prizm 5. Для сравнения 
данных применяли Wilcoxon Mathed Paire Test, 
Friaman ANOVA и Fisher exact (two-tailed).

Результаты
В таблице 1 представлены данные об обнару-

жении у взрослых людей сывороточных и локаль-
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ных IgA-антител к различным птичьим вирусам 
гриппа А и к вирусу А (H1N1) pdm 2009 перед 
началом его циркуляции в 2009 году. Обращают 
на себя внимание два момента. Во-первых, сред-
ний геометрический титр (СГТ) сывороточных 
и локальных IgA-антител к вирусу А (H1N1) pdm 
2009 в предэпидемический период оказался на-
много выше, чем СГТ антител к птичьим виру-
сам. Аналогичная закономерность наблюдалась 
и в отношении сывороточных антигемагглюти-
нирующих антител. Во-вторых, СГТ всех типов 
антител (за исключением антигемагглютинирую-
щих) к вирусам А (H5N1) и А (H5N2) были выше, 
чем к вирусам А (H7N3) и A (H7N9).

Таблица 2 отражает результаты выявления сы-
вороточных и локальных IgA-антител к птичьим 
вирусам гриппа А (H5N1) и А (H7N3) у людей 
разного возраста от 18 до 84 лет. Данные приве-
дены по двум показателям: СГТ антител и число 
(%) лиц со значимыми и защитными титрами 
антител.

Сывороточные антигемагглютинирующие ан-
титела к этим вирусам во всех возрастных группах 
не были обнаружены. По данным о СГТ локаль-
ных антител в СВДП и слюне наблюдалась тен-
денция к их возрастному увеличению. При этом 
по всем показателям отмечались четкие отличия 
у людей, родившихся до и после 1969 г., то есть, 
соответственно, 1947-1957 и 1969-1995 гг. рожде-
ния. У части лиц, родившихся как до, так и по-
сле 1969 г., фиксировались защитные титры ло-
кальных антител к вирусам гриппа А (H5N2) и А 
(H7N3), но у первых показатели были выше.

Таким образом, данные таблицы 2 свиде-
тельствуют, что сывороточные антигемагглю-
тинрующие антитела к птичьим вирусам гриппа 
А (H5N2) и А (H7N3) отсутствовали у всех лиц, 
независимо от их возраста. Однако у тех же лю-
дей выявлялись локальные антитела к этим ви-
русам, причем у родившихся до 1969 г. в больших 
концентрациях, чем у родившихся после 1969 г. 
Обращает на себя внимание то, что первые были 
праймированы вирусом А (H2N2) в 1957-1968 гг., 
а вторые не встречались по возрасту с этим воз-
будителем.

Таблица 3 включает данные о присутствии сы-
вороточных и локальных антител к другому по-
тенциально пандемическому антропонозному 
вирусу – А (H2N2). Количественные показатели 
этих антител оценивали у лиц, праймированных 
и непраймированных этим вирусом (соответ-
ственно, родившихся до 1967 г. и после 1968 г).

Сывороточные антигемагглютинирующие 
антитела выявлялись только у праймированных 
людей и в весьма высоких титрах. Локальные ан-
титела определялись и у тех, и у других, но у прай-
мированных – в более высоких концентрациях. 

Таблица 4 дает представление о состоянии си-
стемного гуморального иммунитета (сывороточ-
ные антитела по данным РТГА) к потенциально 
пандемическому свиному вирусу А (swH3N2) 
у людей разного возраста от 11 до 85 лет. Парал-
лельно у них тестировали эти антитела к челове-
ческому актуальному вирусу того же подтипа.

Повозрастной профиль серограммы по всем 
количественным данным об антителах к обоим 
вирусам был очень сходным и отражал поражае-
мость разных возрастных контингентов актуаль-
ным вирусом гриппа А (H3N2) в эпидемический 
сезон. При этом у значительной части лиц актив-
ного возраста были выявлены антитела к свино-
му вирусу даже и в защитных титрах.

В таблице 5 приведены сравнительные дан-
ные, отражающие постэпидемические изме-
нения СГТ локальных антител к пяти вирусам 
гриппа А: циркулирующим А (H1N1) и А (H3N2), 
к потенциально пандемическому человеческому 
А (H2N2) и к птичьим А (H5N2) и А (H7N3). 

Наибольшая кратность прироста СГТ в пост-
эпидемический период по отношению к пред-
эмидемическому отмечалась к этиологическому 
агенту эпидемии, то есть вирусу А (H1N1) – 5,4. 
В то же время кратность повышения СГТ анти-
тел к нециркулирующим вирусам А (H2N2), 
А (H5N2) и А (H7N3) была довольно высокой – 
от 1,8 до 2,4.

Данные рисунка 1 отражают обнаружение 
у обследованных взрослых людей 18-45 лет ви-
русспецифических CD4+ и CD8+Т-клеток имму-
нологической памяти к неактуальному челове-
ческому вирусу A(H2N2), и к птичьим вирусам 
А (H5N1), А (H5N2) и А (H7N3), а также к вирусу 
А (H1N1) pdm 2009 до его вступления в эпидеми-
ческую циркуляцию. Эти данные свидетельству-
ют, во-первых, о наличии у части лиц этих кле-
ток, во-вторых, о значительных индивидуальных 
отличиях в их количественных показателях. 

Обсуждение
Долговременная иммунологическая память 

к вирусам гриппа А является главным компо-
нентом адаптивного иммунитета к этим воз-
будителям. Она формируется двумя путями. 
Первый путь – праймирование людей актуаль-
ными циркулирующими вирусами гриппа А при 
инфицировании или вакцинации. При этом 
иммунологическая память образуется не толь-
ко непосредственно к праймирующему вирусу 
определенного подтипа (гомологичный имму-
нитет), но и к вирусам других подтипов за счет 
синтеза клеток памяти к консервативным им-
мунодоминантным эпитопам наружных и, осо-
бенно, внутренних белковых структур вириона 
(прямой гетеросубтипический иммунитет) [4]. 
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Рисунок 1. Обнаружение у взрослых людей 18-45 лет CD4+ и CD8+Т-клеток к человеческим и птичьим вирусам 
гриппа А

Второй путь – ретроспективное праймирование 
населения выбывшими из циркуляции подти-
пами вируса гриппа А (анамнестический гете-
росубтипический иммунитет). На сегодняшний 
день – это вирус А (H2N2), циркулировавший 
в 1957-1968 гг., а в 1977 вирус А (H1N1), рецир-
кулировавший после двадцатилетнего перерыва. 
Прямой и анамнестический гетеротипический 

иммунитет, носителями которого являются крос-
среактивные В- и Т-клетки иммунологической 
памяти, служат действенными механизмами ре-
гуляции эпидемического процесса. Так, первый 
повышает клиренс возбудителя и снижает тя-
жесть гриппозной инфекции при инфицирова-
нии людей новыми дрейфовыми или шифтовыми 
вариантами вируса гриппа А [4], второй – защи-
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щает от заболевания при рециркуляции старых 
подтипов этого возбудителя, как это наблюда-
лось в 1977 г. при возвращении в циркуляцию 
вируса А(H1N1). О присутствии у людей крос-
среактивной В- и Т-клеточной памяти к кон-
кретному подтипу вируса гриппа А можно судить 
по обнаружению вирусспецифических антител 
и Т-клеток памяти фенотипов CD4+ (Т-хелперы) 
и CD8+ (цитотоксические лимфоциты).

В настоящей работе было изучено состояние 
иммунитета у людей к вирусу A(H1N1)pdm 2009, 
начавшему пандемическое распространение 
в эпидемический сезон 2009 г. В начале пандемии 
превалировало мнение о том, что его глобальное 
распространение приведет к катастрофическим 
последствиям для человечества, поскольку этот 
вирус представлял собой реассортант между сви-
ным, птичьим и человеческим вирусами гриппа 
А (H1N1) [20]. Кроме того, считалось, что у пода-
вляющей части населения, за исключением лиц 
пожилого возраста, иммунитет к этому возбу-
дителю отсутствует, так как у них не выявлялись 
сывороточные антигемагглютинирующие и ви-
руснейтрализующие антитела [21]. Однако, этот 
прогноз не оправдался, поскольку пандемия но-
сила весьма умеренный характер [12]. Естествен-
но, возник вопрос о причине такой умеренности. 

Наши результаты показали, что перед всту-
плением в циркуляцию вируса А (H1N1)pdm 
2009 у взрослых людей действительно не обнару-
живались антитела данного типа, но выявлялись 
в значительных концентрациях перекрестноре-
агирующие локальные IgA – антитела и вирус-
специфические CD4+ и CD8+Т-клетки иммуно-
логической памяти. Безусловно, что те и другие 
индуцировались при контактах с предшествую-
щими актуальными вирусами А (H1N1). Вполне 
вероятно, что наличие у населения хорошо выра-
женного локального и Т-клеточного иммунитета 
снижало интенсивность эпидемического процес-
са при гриппе A (H1N1)pdm 2009.

Вирус гриппа А (H2N2) считается наиболее 
вероятным претендентом на новый рециркуля-
ционный цикл [11]. Нами изучено состояние 
гуморального иммунитета к этому вирусу в двух 
группах людей: встречавшихся с ним в 1957-1968 
гг. и родившихся после 1068 г., то есть у непрай-
мированных лиц.

Сывороточные антигемманглютинирующие 
антитела к вирусу A (H2N2) у праймированных 
лиц фиксировались в довольно высоких титрах, 
а у непраймированных они отсутствовали. Эти 
данные подтверждают сохранение хорошо вы-
раженной системной В-клеточной иммунологи-
ческой памяти к данному возбудителю у людей, 
встречавшихся с ним ранее. В отличие от анти-
гемагглютинирующих, локальные IgA-антитела 

выявлялись и у праймированных и у непрайми-
рованных людей, но у первых их уровень был 
выше, чем у вторых. Это свидетельствует, что су-
ществует не только долговременная системная, 
но и долговременная локальная В-клеточная им-
мунологическая память. По сравнению с систем-
ной памятью ее некоторая стертость проявления 
объясняется за счет фиксации в ИФА у непрай-
мированных лиц коссреактивных IgA – антител 
к общим антигенным структурам вируса гриппа 
А. Ранее существование долговременной локаль-
ной В-клеточной памяти относили к неизучен-
ной проблеме [7].

В 2011 г. появились сообщения о локаль-
ных заболеваниях людей свиным вирусом А/
Индиана/10/2011(swH3N2) с инкорпорирова-
ным геном матриксного белка от вируса А (H1N1)
pdm2009 [8]. В связи с этим настораживающим 
фактором даже возник вопрос о создании специ-
альной вакцины против этого вируса [14]. Про-
веденные исследования (табл. 4) показали, что 
повозростной профиль уровня выявленных сы-
вороточных антигеммаглютинирующих анти-
тел к человеческому и данному свиному вирусам 
гриппа А (H3N2) почти полностью совпадает. 
Это свидетельствует о том, что иммунная систе-
ма людей практически не отличает оба вируса, 
то есть при встрече человека с актуальным ви-
русом гриппа А (H3N2) В-клетки секретируют 
антитела не только против праймирующего чело-
веческого, но и свинного варианта этого вируса. 
Учитывая факт длительной циркуляции вирусов 
гриппа А(H3N2) и, как следствие, формирование 
к нему мощной иммунологической памяти у на-
селения, зоонозные вирусы с аналогичными ан-
тигенными формулами не имеют шанса вызвать 
тяжелые пандемии. Это подтвердилось в отноше-
нии «свиного» вируса A(H1N1)pdm2009. Об этом 
же свидетельствуют наши и зарубежные [14] дан-
ные об обнаружении антител к свиному вирусу 
А (swH3N2).

Нами проанализирован вопрос о гетеросубти-
пическом локальном иммунитете к потенциаль-
но-пандемическим птичьим вирусом с гемагглю-
тининами Н5 и Н7. При этом одна группа вирусов 
имела нейраминидазу, общую с циркулирующи-
ми подтипами вируса гриппа А (N1 и N2), а у дру-
гой это сходство отсутствовало (N3 и N9).

У взрослых людей были выявлены кроссреак-
тивные локальные IgA-антитела ко всем изучен-
ным птичьим вирусам, а у части даже в защит-
ных титрах (табл. 1 и 2). При этом сывороточные 
антигемагглютинирующие и вируснейтрализу-
ющие антитела отсутствовали, что подтвержда-
ет данные других авторов [9, 16]. В отношении 
локальных IgA антител к птичьим вирусам обра-
щает на себя внимание три момента. Во-первых, 
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сам факт их обнаружения, во-вторых, их уровень 
был намного ниже уровня этих антител к вирусу 
A(H1N1)pdm2009 в предвакцинальный период 
времени, в-третьих, СГТ данных антител к пти-
чьим вирусам с общими с циркулирующим ви-
русом нейраменидазами N1 и N2 превосходили 
по значению аналогичные показатели к вирусам 
с отличающимися нейраменидазами N3 и N9. 
Последнее обстоятельство подчеркивает индиви-
дуальный вклад нейраменидазы в индукцию ло-
кальных антител к потенциально пандемическим 
птичьим вирусам гриппа А.

Возраст людей является одним из главных фе-
нотипических признаков, влияющих на форми-
рование противогриппозного иммунитета. Ранее 
нами показано существование прямой зависимо-
сти между возрастом и напряженностью локаль-
ного иммунитета к дрейфовым вариантам вируса 
гриппа А(H1N1) и A(H3N2) [1]. Этот вопрос в от-
ношении птичьих вирусов оставался открытым.

Наши данные (табл. 2) об обнаружении ло-
кальных IgA-антител к вирусам А(H5N1) 
и A(H7N3) среди людей разного возраста от 18 
до 84 лет показали наличие точно такой же за-
висимости, то есть с увеличением возраста воз-
растали и СТГ локальных антител. Однако при-
влекает внимание другой момент – довольно 
резкое отличие в обнаружении в CВДП IgA-
антител у лиц, родившихся до и после 1968 г., 
то есть у праймированных и не праймированных 
вирусом А(H2N2). Так, у вторых их уровень был 
минимальным, а у первых оказался значительно 
выше. В большей степени это относилось к анти-
телам к вирусу А(H5N2), чем к A(H7N3). Данное 
обстоятельство можно объяснить только с точки 
зрения существования праймирующего эффекта 
вируса А(H2N2) на секрецию локальных антител 
к птичьим вирусам. Сравнительно недавно по-
казано присутствие общих иммунодоминантных 
Т-клеточных эпитопов в составе гемагглютини-
нов Н5 и Н2, запускающих продукцию вирусспе-
цифических CD4+Т-клеток [8, 17]. Известно, что 
эти клетки регулируют локальный гуморальный 
иммунный ответ [7].

Нами изучено состояние локального имму-
нитета у взрослых людей до и после эпидемии 
гриппа A(H1N1) 2012-2013 гг. (табл. 5). Получен-
ные данные однозначно свидетельствуют о том, 
что эпидемия гриппа сопровождалась повыше-
нием у обследованных лиц не только уровня ло-
кальных IgA-антител к ее возбудителю, то есть 
к вирусу гриппа А(H1N1), но и к нециркулиру-
ющим вирусам A(H2N2), A(H5N2) и A(H7N3). 
Эти данные весьма важны для представления 
о механизме формирования гетеросубтипическо-
го локального гуморального иммунитета в есте-

ственных условиях эпидемического процесса при  
гриппе А.

В дополнение к данным о гуморальном им-
мунитете нами проведено количественное 
определение у взрослых людей 18-53 лет цирку-
лирующих в крови CD4+ и CD8+Т-клеток долго-
временной иммунологической памяти к вирусу 
A(H1N1)pdm2009 до его эпидемического распро-
странения, а также к нециркулирующим вирусам 
A(H2N2), A(H5N1), A(H5N2) и A(H7N3) – рису-
нок 1. Полученные данные четко свидетельству-
ют о наличии у части обследованных волонтеров 
этих клеток, специфических ко всем перечис-
ленным вирусам. Такие кроссреактивные клетки 
стимулируются при контактах с актуальными ви-
русами A(H1N1) и A(H3N2) за счет наличия кон-
сервативных иммунодоминантных Т-клеточных 
эпитопов в структуре гемагглютинина, нейра-
минидазы, матриксного белка и нуклеопротеина 
у всех подтипов вируса гриппа А [4, 8]. Ранее нами 
показана способность живых гриппозных моно-
вакцин А(H1N1)pdm2009, A(H5N2) и A(H7N3) 
стимулировать продукцию перекрестнореагиру-
ющих локальных антител и Т-клеток иммуно-
логической памяти внутри этих подтипов вируса 
гриппа А [3, 5, 6].

Обобщая представленные материалы, можно 
отметить следующее:

Впервые проведено комплексное иссле-
дование состояния у взрослых людей систем-
ного гуморального, локального гуморального 
и Т-клеточного иммунитета к потенциально пан-
демическим антропонозным и птичьим вирусам 
гриппа А. Собственные и литературные данные 
по этому вопросу позволяют сделать ряд выво-
дов, а именно:

У взрослых людей отсутствует системный гу-
моральный иммунитет ко всем перечисленным 
вирусам, опосредованный сывороточными анти-
гемагглютинирующими и вируснейтрализующи-
ми антителами. Однако у этих людей обнаружива-
ются такие составляющие гетеросубтипической 
иммунной защиты, как кроссреактивные локаль-
ные IgA антитела (локальная В-клеточная память) 
и кроссреактивные CD4+ и CD8+Т-клетки, спец-
ифические к этим вирусам (Т-клеточная память). 
Продукция этих антител и Т-клеток поддержива-
ется за счет контактов с актуальными подтипами 
вируса гриппа А. Индукторами данных антител 
и клеток являются консервативные участки бел-
ков вириона, имеющиеся у всех подтипов вируса 
гриппа А вне зависимости от их хозяина. Актив-
ность стимуляции кроссреактивных локальных 
IgA-антител зависит от трех факторов: от возрас-
та людей (прямая зависимость), от анамнести-
ческого праймирования организма выбывшим 
из циркуляции потенциально пандемическим 
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подтипом вируса (например, А (H2N2)) и от со-
ответствия антигенной формулы потенциально 
пандемического и актуального вируса. Наиболее 
интенсивно кроссреактивные локальные IgA-
антитела против потенциально пандемических 
вирусов гриппа А продуцируются при полном 
совпадении их антигенной формулы с циркули-
рующими подтипами (вирус А (H1N1)pdm2009), 
менее интенсивно – при отличии по гемагглю-
тинину и совпадении по нейраминидазе (вирусы 
А (H5N1), A (H5N2)) и с наименьшей интенсив-
ностью – при полном отличии антигенных фор-
мул (вирусы A (H7N3), A (H7N9)). 

И, наконец, о самом главном вопросе, тре-
бующем отдельного обсуждения – существует 
ли естественно приобретенная иммунная защита 
людей от потенциально пандемических зооноз-
ных вирусов гриппа А в случае полного преодоле-
ния ими межвидового барьера с беспрепятствен-
ной передачей от человека к человеку? Абсолютно 
точно ответить на этот вопрос можно только при 
развертывании реальных событий. Но, на наш 
взгляд, существуют три важных момента, кото-
рые склоняют в пользу утвердительного ответа. 

Во-первых, на примере пандемии гриппа 
А (H2N2) 1957-1968 доказано, что люди с высо-
ким уровнем сывороточных антител к предше-
ствующему варианту, то есть к вирусу А (H1N1), 
были защищены значительно лучше, чем лица, 
у которых эти антитела отсутствовали, либо их 
титр был низким [15]. В данном случае сыворо-
точные антитела являлись не столько прямы-
ми протекторами, сколько маркерами общего 
состояния гетеросубтипического иммунитета, 
в том числе опосредованного кроссреактивны-
ми локальными антителами и вирусспецифиче-
скими Т-клетками. Но в то время, естественно, 
исследования этих факторов иммунитета не мог-
ли проводиться. По аналогии с высокой долей 
вероятности можно предположить, что данный 
феномен может иметь место при пандемическом 
распространении любых новых сероподтипов 
вируса гриппа А, в том числе и зоонозных с пол-
ностью отличающейся антигенной формулой. 
В этом случае наличие перекрестнореагирующих 
В- и Т-клеток может служить фактором, смягча-
ющим тяжесть пандемии. 

Во-вторых, пандемическое распространение 
«свиного» вируса гриппа А (H1N1) в 2009 г. от-
нюдь не сопровождалось предсказываемыми ка-
тастрофическими последствиями. В этом случае 
относительная мягкость пандемии была связана 
с наличием у большинства населения иммуни-
тета, приобретенного вследствие длительной 
циркуляции предшествующих штаммов данного 
подтипа вируса [6]. Это показано нами на приме-
ре состояния локального и Т-клеточного имму-

нитета у взрослых людей перед началом его эпи-
демического распространения (табл. 1, рис. 1). 
Также по аналогии можно предсказать, что при 
«прорыве» в человеческую популяцию зооноз-
ного вируса гриппа А с антигенной формулой, 
полностью совпадающей с циркулирующим ви-
русом, не следует ожидать тяжелой пандемии.

В-третьих, обнаруженные нами кроссреактив-
ные локальные антитела и вирусспецифические 
Т-клетки к птичьим подтипам вируса гриппа 
А должны снижать тяжесть эпидемического про-
цесса, если эти вирусы начнут глобальное рас-
пространение среди людей. В большей стпепени 
это касается птичьих вирусов с общей с циркули-
рующим вирусом нейраминидазой.

Таким образом, по нашему глубокому убежде-
нию, гетеросубтипический локальный гумораль-
ный и Т-клеточный противогриппозный имму-
нитет является мощным природным фактором 
защиты человеческой популяции при внедрении 
в нее любых новых шифтовых вариантов вируса 
гриппа А, включающих все известные подтипы, 
в том числе и зоонозные. Однако он не столь со-
вершенен, как гомологичный иммунитет, так как 
его воздействие ограничивается клиренсом ви-
руса и смягчением инфекционного процесса [4]. 
Но и в этом случае его роль велика, поскольку 
при полном его отсутствии заражение людей со-
провождалось бы очень высокой летальностью 
и даже почти поголовным вымиранием, как это 
наблюдалось в 16-19 веках при заносах гриппа 
в длительно изолированные коллективы абори-
генов Латинской Америки и отдаленных остро-
вов. Сказанное ни в коей мере не отрицает зна-
чения вакцинопрофилактики населения против 
потенциально пандемических вирусов гриппа А. 
Безусловно, такие резервные вакцины нужны, 
поскольку они индуцируют у людей более совер-
шенный тип иммунитета – гомологичный штам-
моспецифический. Знания о закономерностях 
естественно приобретенного гетеросубтипиче-
ского иммунитета к этим возбудителям и перио-
дический мониторинг данного процесса нужны 
для прогнозирования особенностей развития 
эпидемического процесса, а, сделовательно, 
и объема профилактических мероприятий среди 
разных возрастных групп населения в случае воз-
никновения угрожающей ситуации. Кроме того, 
в этом случае данные о постинфекционной и по-
ствакцинальной индукции гетеросубтипического 
иммунитета разными подтипами вируса грип-
па А могут ориентировать в оптимальном выборе 
уже имеющихся сезонных и резервных вакцин 
для экстренной профилактики гриппа в зависи-
мости от антигенной формулы нового пандеми-
ческого варианта [3, 5, 6, 10].
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УРОВНИ ОСНОВНЫХ СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ 
И ИХ СВЯЗЬ С КЛЕТОЧНЫМ И ГУМОРАЛЬНЫМ ЗВЕНОМ 
АНТИЭНДОТОКСИНОВОГО ИММУНИТЕТА У БОЛЬНЫХ 
СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКОЙ
Шадуро Д.В., Белоглазов В.А., Гордиенко А.И.
Медицинская академия им. С.И. Георгиевского; ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет 
им. В.И. Вернадского», г. Симферополь, Республика Крым, Россия

Резюме. Системная красная волчанка на современном этапе занимает ведущее место среди систем-
ных аутоиммунных патологий. Несмотря на существенный прогресс в понимании основных звеньев 
патогенеза системной красной волчанки, многие аспекты субтильных механизмов прогрессирования 
волчаночного воспаления по-прежнему остаются неизвестными. На роль персистентных факторов 
самоподдержания аутоиммунного воспаления может претендовать липополисахарид или эндоток-
син граммнегативных кишечных бактерий. Цель работы заключалась в изучении уровней основных 
субпопуляций лимфоцитов, их возможной связи со специфическими антиэндотоксиновыми анти-
телами и эндотоксин-нейтрализующими рецепторами гранулоцитов и моноцитов периферической 
крови больных системной красной волчанкой. В исследовании участвовало 48 больных СКВ. Ме-
тодами проточной цитофлуорометрии и иммуноферментного анализа был определен уровень суб-
популяций лимфоцитов, уровни экспрессии антиэндотоксиновых рецепторов на моноцитах и гра-
нулоцитах, а также уровни общих и антиэндотоксиновых иммуноглобулинов. В ходе исследования 
нами выявлено увеличение уровня общих, активированных и цитотоксических Т-лимфоцитов, сни-
жение В-лимфоцитов и NK-клеток, снижение эндотоксин-связывающих рецепторов на моноцитах 
и гранулоцитах, увеличение антиэндотоксиновых антител класса G. Выявлены корреляционные свя-
зи между уровнем эндотоксин-связывающих рецепторов на лейкоцитах и уровнем В-лимфоцитов, 
антиэндотоксиновых антител класса М с уровнем В-лимфоцитов и цитотоксических Т-лимфоцитов, 
антиэндотоксиновых антител класса G с уровнем CD4+ лимфоцитов. Существенные нарушения в со-
стоянии антиэндотоксинового иммунитета у больных СКВ свидетельствуют, что данный дисбаланс 
может играть важную роль в механизмах формирования и прогрессирования аутоиммунной патоло-
гии. 

Ключевые слова: эндотоксин, системная красная волчанка, лимфоциты, иммуноглобулины, антиэндотоксин-связывающий 
потенциал
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MAJOR LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS IN PATIENTS 
WITH SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS AND THEIR 
ASSOCIATIONS WITH CELLULAR AND HUMORAL ANTI-
ENDOTOXIN IMMUNITY 
Shaduro D.V., Beloglazov V.A., Gordienko A.I.
S.I. Georgievsky Medical Academy; V.I. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Republic of Crimea, 
Russian Federation

Abstract. At the present time, systemic lupus erythematosus (SLE) takes the leading place among systemic 
autoimmune disorders. Despite considerable progress in understanding basic pathogenesis of this disease, 
many subtle mechanisms of progressive inflammation in SLE are still unknown. It has been discovered that the 
persistent self-maintenance factors of autoimmune inflammation could be represented by lipopolysaccharides 
or endotoxins of Gram-negative intestinal bacteria. The objective of this study was to assess the levels of 
major lymphocyte subpopulations, and their probable relation to specific anti-endotoxin antibodies and 
endotoxin-neutralizing receptors of granulocytes and monocytes in peripheral blood of SLE patients. The 
study involved forty-eight patients with SLE. The levels of lymphocyte subpopulations, expression of monocyte 
and granulocyte anti-endotoxin receptors, amounts of total and endotoxin-specific immunoglobulins were 
determined by means of, respectively, cytometric analysis and enzyme immunoassay techniques. The results 
of study have shown an increase in overall numbers of activated and cytotoxic T lymphocytes, a decrease in 
lymphocytes and NK-cells, diminished levels endotoxin-binding receptors on the monocytes and granulocytes, 
along with increased anti-endotoxin IgG antibodies. Our study revealed correlations between the levels of the 
leukocyte endotoxin-binding receptors, and B-lymphocyte contents, like as some associations between anti-
endotoxin IgM antibodies, and the levels of B-lymphocytes, and cytotoxic T-lymphocytes. A correlation was 
also found between anti-endotoxin IgG antibodies and CD4+ lymphocyte levels. Significant alterations of the 
endotoxin-specific immunity among SLE patients suggest that this imbalance might play an important role in 
the mechanisms of onset and progression of autoimmune diseases.

Keywords: endotoxin, systemic lupus erythematosus, lymphocytes, immunoglobulins, anti-endotoxin binding potential

Введение
Системная красная волчанка (СКВ) на со-

временном этапе занимает ведущее место среди 
системных аутоиммунных патологий. В насто-
ящее время болезнь имеет четкую тенденцию 
к манифестации в более раннем возрасте и ха-
рактеризуется, как правило, тяжелым течением, 
нередко резистентным к проводимой базисной 
терапии [3]. Хотя за последние 60 лет 5- и 10-лет-
няя выживаемость пациентов увеличилась с 74,8 
до 94,8% и с 63,2 до 91,4% соответственно [13]. 

Все это побуждает исследователей к поиску 
новых возможных механизмов самоподдержания 
органонеспецифического аутоиммунного воспа-
ления, а также поиску методов патогенетической 
коррекции, включая и биологическую терапию 
моноклональными антителами.

Несмотря на существенный прогресс в пони-
мании основных звеньев патогенеза системной 
красной волчанки, многие аспекты субтильных 

механизмов прогрессирования волчаночного 
воспаления по-прежнему остаются неизвест-
ными [17]. На роль персистентных факторов 
самоподдержания аутоиммунного воспаления 
может претендовать липополисахарид (ЛПС) 
или эндотоксин (ЭТ) граммнегативных кишеч-
ных бактерий, основным резервуаром которого 
в организме человека является кишечная микро-
флора. Известно, что ЭТ является мощнейшим 
провоспалительным фактором и способен при-
водить к неспецифической поликлональной 
В- и Т-лимфоцитарной активации [7, 14]. Инте-
гральный эффект определяется балансом между 
его поступлением во внутренние среды организ-
ма и активностью ЭТ-нейтрализующих систем

Цель данной работы заключалась в изучении 
уровней основных субпопуляций лимфоцитов 
и их связи со специфическими антиэндотокси-
новыми антителами и специфическими эндоток-
син-нейтрализующими рецепторами гранулоци-
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тов и моноцитов периферической крови больных 
СКВ.

Материалы и методы 
Нами было обследовано 48 пациентов ревма-

тологического отделения КРУ КТМО «Универ-
ситетская клиника» г. Симферополя, с диагно-
зом: СКВ I-II степени активности в период с 2011 
по 2014 год. Контрольную группу составили 40 
относительно здоровых доноров. Материалом 
исследования послужила цельная цитрированная 
периферическая кровь и свежезамороженная сы-
воротка крови, полученная методом центрифу-
гирования цельной крови, взятые с письменного 
разрешения пациентов и доноров и доставлен-
ные в лабораторию клинической иммунологии 
ЦНИЛ ГУ «Крымский государственный меди-
цинский университет имени С.И. Георгиевского» 
с соблюдением холодовой цепочки. 

Средний возраст больных составил 36,4±1,8 
года, продолжительность заболевания соста-

вила 8,0±1,4 года, катамнез болезни от 0,5 года 
до 25 лет. Женщины превалировали в исследова-
нии и составили 89,6%. Распределение больных 
по степени активности заболевания составило: 
I степень 41,7%, II степень 58,3%. При этом 68,9% 
пациентов находились на базисной терапии (аза-
тиоприн – 16 человек, плаквенил – 11, цикло-
фосфан – 3, метотрексат – 2 и мофетила мико-
фенолат – 1). Большинство пациентов (93,75%) 
находились на глюкокортикостероидной тера-
пии метилпреднизолоном в средней суточной до-
зировке 12,9 мг, 4 человека (6,25%) не принимали 
гормональные препараты, находясь на базисной 
терапии одним из вышеперечисленных препара-
тов.

Субпопуляции лейкоцитов (CD3+, CD19+, 
CD4+, CD8+, CD3+ HLA-DR+, CD3+/16+/56+, 
CD3-/16+56+) изучали методом проточной ла-
зерной цитофлуориметрии (PAS-III; Partec, 
Germany) с использованием флуоресцентных 
коньюгатов моноклональных антител фирмы 

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ОСНОВНЫХ СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ СКВ И ЛИЦ КОНТРОЛЬНОЙ 
ГРУППЫ (%)

Показатель 

СКВ Контроль Достоверность

М±m М±m t -критерий 
Стьюдента

U-критерий Манна–
Уитни–Вилкоксона

CD3+ 73,03±0,96 63,17±1,81 p < 0,001 –

CD19+ 4,57±0,56* 
(2,96-5,86) 5,81±0,30 – p = 0,004

CD4+ 39,56±1,42 36,06±1,48 p = 0,093 –
CD8+ 35,13±1,78 23,26±1,42 p < 0,001 –

CD3+HLA-DR+ 0,295±0,04*
(0,225-0,39) 0,251±0,02 – p = 0,017

CD3+/16+/56+ 0,50±0,02 0,48±0,06 p = 0,698 –
CD3-/16+56+ 8,25±0,76 10,71±0,77 p = 0,026 –

Примечание. * – медиана, в скобках – I и III квартили. 

ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИЭНДОТОКСИНОВЫХ АНТИТЕЛ КЛАССА A, M И G У БОЛЬНЫХ СКВ 
И ЛИЦ КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЫ (ед. опт. пл.)

Значение СКВ
М±m

Контроль
М±m

U-критерий Манна–
Уитни–Вилкоксона

анти-ЛПС IgA 0,186±0,011 0,195±0,034*
(0,124-0,334) p = 0,211

анти-ЛПС IgM 0,155±0,024*
(0,081-0,274) 0,278±0,033 p = 0,072

анти-ЛПС IgG 0,744±0,041 0,299± 0,07*
(0,157-0,613) p < 0,001

Примечание. * – медиана, в скобках – I и III квартили.
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“DakoCytomation, Denmark A/S”, полученные 
результаты выражали в % [1].

Клеточное звено антиэндотоксинового имму-
нитета изучалось методом проточной лазерной 
цитофлуориметрии (PAS-III; Partec, Germany), 
с использованием в качестве флуоресцентного 
зонда коньюгат липополисахарида с флуоресце-
инизотиоцианатом (FITC), при этом исследо-
вали уровень экспрессии эндотоксин-связы-
вающего потенциала (LPS- FITC) на моноцитах 
и гранулоцитах переферической крови, получен-
ные результаты выражали в единицах оптической 
плотности (ед. оп. пл.) [1]. 

Гуморальное звено антиэндотоксинового 
иммунитета изучалось методом определения 
специфических антител классов А, М и G (со-
ответственно анти-ЛПС-IgA, анти-ЛПС-IgM 
и анти-ЛПС-IgG) при помощи твердофазного 
иммуноферментного анализа, применяя прото-
колы, разработанные на базе лаборатории кли-
нической иммунологии КГМУ. В качестве анти-
гена использовали коммерческий препарат ЛПС 
Escherichia coli K235 (Sigma Chem. Co., USA). 
Уровни данных антител выражали в условных 
единицах оптической плотности при длине вол-
ны 492 нм.

Результаты 
В ходе изучения уровней субпопуляций лим-

фоцитов были получены следующие результаты, 
представленные в таблице 1. При этом достовер-
ные различия уровней дифференцированных мо-
лекул лимфоцитов у больных СКВ по сравнению 
с лицами контрольной группы были представле-
ны субпопуляциями CD3+, CD19+, CD8+, CD3+ 
HLA-DR+ и CD3-/16+56+. 

Количество общих Т-лимфоцитов (CD3+), 
у больных СКВ было выше на 15,6%. Количество 
активированных Т-лимфоцитов (CD3+ HLA-DR+)  
оказалось выше на 17,53%, а количество цитоток-
сических лимфоцитов (CD8+) – выше на 51,1%, 
чем у лиц контрольной группы. Количество 
В-лимфоцитов (CD19+) оказалось на 21,3% 
ниже, чем у лиц контрольной группы. Также сни-
женным на 23% у больных СКВ оказался уровень 
NK-клеток (CD3-/16+56+). Соотношение индекса 
CD4+/CD8+ в среднем составляло 1,14 и не отли-
чалось достоверно от величины этого показателя 
в норме. 

В ходе исследования уровня специфических 
антиэндотоксиновых антител классов А, М и G 
были получены следующие результаты, представ-
ленные в таблице 2.

При изучении специфических антиэндоток-
синовых антител классов А, М и G в перифери-
ческой крови было установлено, что достоверно 
уровень анти-ЛПС-IgA и анти-ЛПС-IgM у боль-
ных СКВ не отличался от такового показателя 
в контрольной группе. При этом достоверное 
отличие уровня антител у больных СКВ было 
выявлено только при изучении анти-ЛПС IgG, 
уровень которого оказался в 2,5 раза выше, чем 
в группе сравнения.

При изучении клеточного звена антиендо-
токсинового иммунитета, а именно липополиса-
харид-связывающего потенциала на моноцитах 
и гранулоцитах, было выявлено их достоверное 
снижение на 25,63 и 18,41% соответственно, 
по сравнению с группой контроля. Результаты 
представлены на рисунке 1.

При исследовании корреляционных связей 
между вышеперечисленными данными были по-

Рисунок 1. Уровни экспрессии эндотоксин-связывающих рецепторов на моноцитах и гранулоцитах больных СКВ 
и лиц контрольной группы (ед. опт. пл.)
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лучены следующие результаты: достоверная отри-
цательная взаимосвязь выявлена между уровнем 
экспрессии LPS-FITC на моноцитах и уровнем 
В-лимфоцитов (CD19+), показатель ранговой 
корреляции Спирмена составил Ro = -0,291, 
на уровне значимости p = 0,05. Уравнение ли-
нейной регрессии имеет вид: CD19+ = 8,422-
2,3156* LPS-FITCмон., коэффициент детерми-
нации 0,089. Соответствующая обратная связь 
была выявлена между уровнем экспрессии LPS-
FITC на гранулоцитах и уровнем В-лимфоцитов 
(CD19+). Показатель ранговой корреляции 
Спирмена составил Ro = -0,347 , на уровне зна-
чимости p = 0,02. Уравнение линейной регрессии 
имеет вид: CD19+ = 13,62-9,19* LPS-FITCгран. + 
8,422, коэффициент детерминации 0,094.

Отрицательные взаимосвязи выявлены также 
между уровнем Анти-ЛПС IgM и уровнем ци-
тотоксических лимфоцитов (CD8+). Показатель 
ранговой корреляции Спирмена Ro = -0,400, 
на уровне значимости p < 0,01. Формула зави-
симости: CD8+ = 41,24-31,72* Анти-ЛПС IgM, 
коэффициентом детерминации 0,116. А также 
между Т-супрессорными лимфоцитами CD4+ 
и уровнем Анти-ЛПС IgG, коэффициент корре-
ляции Пирсона составил R = -0,305, на уровне 
значимости p = 0,035. Уравнение линейной ре-
грессии: CD4+ = 47,33-10,455* Анти-ЛПС IgG, 
коэффициент детерминации 0,093.

Прямая корреляционная зависимость была 
обнаружена между уровнем В-лимфоцитов 
(CD19+) и уровнем Анти-ЛПС IgM. Коэффици-
ент корреляции Пирсона R = 0,306 на уровне зна-
чимости p = 0,034. Уравнение линейной регрес-
сии имеет вид: Анти-ЛПС IgM = 0,128+0,013* 
CD19+, с коэффициентом детерминации 0,094.

Обсуждение 
Исходя из полученных результатов, 

выявлено достоверное увеличение количества 
общих Т-лимфоцитов, активированных 
Т-лимфоцитов. Хотя многими авторами 
описаны противоречивые данные об изменении 
уровней субпопуляций данных лимфоцитов. 
Так, в большинстве исследований выявлено 
снижение числа как общих Т-лимфоцитов, 
так и активированных Т-лимфоцитов [5], осо-
бенно при изучении хронической и дискоидной 
формы красной волчанки, при этом снижение 
данных лимфоцитов наблюдается в большей 
мере при переходе заболевания в активную 
и атрофическую стадию [6]. 

По нашему мнению, умеренное увеличение 
субпопуляций данных лимфоцитов в нашем ис-
следовании может охарактеризовать состояние 

активности заболевания как низкое и умерен-
ное, что соответствует степени активности СКВ 
у исследованных пациентов. Также существуют 
несколько схожих исследований, описывающих 
увеличение общего количества Т-лимфоцитов 
и трактующих их с позиции основного патогене-
тического механизма возникновения и самопод-
держания аутоиммунного процесса – поликло-
нальной Т- и В-активации и пролиферации [12]. 
Особо следует отметить увеличение числа цито-
токсических лимфоцитов  на 51,1%  по сравнению 
с лицами контрольной группы, что соответствует 
большинству данных других исследователей [4, 
11] и полностью совпадает с общепринятой кар-
тиной изменения иммунограммы при СКВ. 

Также в данном исследовании было обнаруже-
но снижение субпопуляции NK-клеток у больных 
СКВ на 23% по сравнению с лицами контроль-
ной группы. Известно, что данные лимфоциты 
при СКВ обладают протекторным свойством. 
Novak J. и соавт. (2011) выявили снижение дан-
ной популяции лимфоцитов при аутоиммунных 
процессах в лабораторных условиях в исследова-
нии на мышах, а также доказали их протекторные 
свойства в развитии аутоиммунных патологий, 
за счет секреции ингибиторного цитокина IL-4 
[15]. Поэтому уровень данных клеток при СКВ 
имеет большое диагностическое и терапевтиче-
ское значение на современном этапе.

Следующим изменением было выявленное 
снижение субпопуляций В-лимфоцитов в пери-
ферической крови больных СКВ. Ранее счита-
лось, что СКВ характеризуется избыточной про-
лиферацией В-лимфоцитов и является основным 
субстратом возникновения данной патологии, 
но современные данные подтверждают, что в па-
тогенезе СКВ более важным является не общий 
уровень В-лимфоцитов, а их качественный со-
став и функциональная активность [16]. При 
этом исследовании у больных СКВ также была 
выявлена В-лимфопения. Мы считаем, что 
снижение данной субпопуляции является за-
кономерным, в связи с переходом нативных 
В-лимфоцитов (CD19+/CD27-) в активирован-
ные и в дальнейшем в плазмоциты. Считается, 
что именно длительно живущие плазматические 
клетки синтезируют антинуклеарные антитела 
при СКВ, резистентны к современной иммуно-
супрессивной терапии [8]. По данным Gao N. 
и соавт. (2014), именно патология В-лимфоцитов 
является основным звеном волчаночного воспа-
ления, а патология Т-клеточного звена является 
инициационным и/ или самоподдерживающим 
механизмом [9]. 
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Как было сказано ранее, мощным активатором 
пролиферации В- и Т-лимфоцитов является ЭТ 
[7, 14], поэтому в данном исследовании изучалась 
напряженность клеточного и гуморального звена 
антиэндотоксинового иммунитета как наиболее 
достоверного критерия хронического влияния 
ЭТ на организм больных СКВ. При этом нами 
был выявлен дисбаланс данного специфического 
иммунитета, представленный в виде достовер-
ного увеличение продукции антиэндотоксино-
вых антител класса G, что на фоне нормативного 
уровня антиэндотоксиновых антител класса М 
подтверждает хроническое воздействие ЭТ на ор-
ганизм пациентов с СКВ, учитывая, что на ки-
шечные бактерии не развивается длительного на-
пряженного иммунитета.

Следующим достоверным изменением в им-
мунограмме оказалось увеличение на 17,53% 
количества активированных Т-лимфоцитов 
(CD3+HLA-DR+) у больных СКВ. Как известно, 
наличие маркера HLA-DR на Т-лимфоцитах сви-
детельствует об их поздней и длительной акти-
вации. Также перманентное увеличение данных 
клеток является показателем наличия постоян-
ного антигенного раздражения и свидетельствует 
о хроническом воспалительном процессе в ор-
ганизме, что полностью соответствует патогене-
зу СКВ. В настоящее время определение уровня 
активированных Т-лимфоцитов имеет большое 
значение в диагностике и расчете прогноза те-
чения аутоиммунных и лимфопролиферативных 
заболеваний. Так, снижение уровня данных кле-
ток при назначении лечения является благопри-
ятным фактором прогноза при другом аутоим-
мунном заболевании – ревматоидном артрите, 
а увеличение количества данных клеток сопрово-
ждается ухудшением общего состояния пациен-
та и усилению неврологической симптоматики. 
Увеличение количества данных клеток у больных 
СКВ свидетельствует о персистирующем иммун-
ном воспалительном процессе, а изменение их 
динамики может являться дополнительным ме-
тодом мониторинга состояния больного и ответа 
на лечение. 

При изучении клеточного звена данного им-
мунитета также выявлена патология, заклю-
чающаяся в снижении специфических эндо-
токсин-связывающих рецепторов на клетках 
миелоидного ряда. Уровень экспрессии свиде-
тельствует о функциональном состоянии клеток 
иммунной системы в борьбе с ЭТ. Существуют 
данные, что уровень данных рецепторов снижа-
ется в условиях их функциональной блокировки 
избытком ЭТ (занятости лиганда) [2], а также при 
длительном хроническом избытке ЭТ посред-

ством обратной связи. Сниженние LPS -FITC 
на миелоидных клетках может способствовать 
снижению детоксикации ЭТ, гиперпродукции 
провоспалительных цитокинов и медиаторов 
воспаления, что поддерживает и усугубляет кли-
нические проявления аутоиммунного процесса, 
в том числе и волчаночного [10].

Интегральный эффект дисбаланса антиендо-
токсинового иммунитета на течение волчаночно-
го воспаления подтверждается обнаруженными 
корреляционными связями, а именно – обрат-
ной зависимостью между уровнем В-лимфоцитов 
и экспрессией эндотоксин-связывающих ре-
цепторов. Из этого следует, чем выше будет уро-
вень экспрессии LPS-FITC, тем ниже будет ко-
личество В-лимфоцитов. Учитывая эту связь, 
можно предположить, что нивелирование хро-
нического воздействия ЭТ будет иметь двойное 
патогенетическое и терапевтическое действие: 
снижение прямого раздражения и активации 
В-лимфоцитов, а также увеличение свободных 
ЭТ-связывающих рецепторов, которые в свою 
очередь могут взаимно снижать активацию 
В-лимфоцитов. 

При изучении связи гуморального звена анти-
эндотоксинового с общим клеточным звеном 
иммунитета, выявлено, что высокий уровень 
анти-ЛПС IgM способствует снижению уровня 
цитотоксических лимфоцитов, а переключение 
механизмов иммунного ответа на синтез специ-
фических антител следующего класса (анти-ЛПС 
IgG) повышает уровень данных лимфоцитов. 
При том выявлена обратная зависимость между 
уровнями анти-ЛПС IgG и CD4+ лимфоцитами, 
низкая активность которых напрямую влияет 
на цитотоксические и В-лимфоцитарные клетки. 
Общая картина данных взаимосвязей показывает 
крайне сильное, однонаправленное негативное 
влияние данных антител и, соответственно, ЭТ 
на стимуляцию клеточного звена общего имму-
нитета, что усугубляет и может поддерживать ау-
тоимунное воспаление при СКВ.

Выводы 
Выявленные существенные нарушения специ-

фического клеточного и гуморального анти-
эндотоксинового иммунитета у больных СКВ, 
а также обнаруженные корреляционные связи 
с общим иммунитетом, свидетельствуют о том, 
что данный дисбаланс может играть важную роль 
в механизмах формирования и прогрессирова-
ния аутоиммунной патологии и может выступать 
как дополнительный триггер развития и само-
поддержания аутоиммунных процессов.
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ВЛИЯНИЕ МОДИФИЦИРОВАННОГО БИОФЛАВОНОИДА 
НА ЛИМФОЦИТЫ-ЭФФЕКТОРЫ РЕАКЦИИ КОНТАКТНОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ У МЫШЕЙ 
Албегова Д.З.1, Павлова С.И.2, 3, Лаптев О.С.2, Негребецкий В.В.1, 
Кягова А.А.1, Козырь Л.А.1, Албегова Ж.К.4, Козлов И.Г.1, 2

1 ГБОУ ВПО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГУ «ФНКЦ Детской гематологии, онкологии и иммунологии им. Д. Рогачева», Москва, Россия  
3 ФГБОУ ВПО «Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова», г. Чебоксары, Россия  
4 ГБОУ ВПО «Северо-Осетинская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Владикавказ, Респубика Северная Осетия, Россия

Резюме. Реакция контактной чувствительности мышей (КЧ) к 2,4-динитрофторбензолу (ДНФБ) 
является моделью иммунного ответа in vivo, воспроизводящей заболевание контактный дерма-
тит у человека. Считается, что иммунный ответ при развитии КЧ опосредуется преимущественно 
Т-лимфоцитами, поскольку эти клетки могут адоптивно переносить реакцию от сенсибилизирован-
ного экспериментального животного несенсибилизированному. КЧ проявляются в виде воспаления 
(обычно кожи) в месте повторного попадания антигена. В иммунопатогенезе КЧ выделяют две фазы: 
сенсибилизации (индуктивная, или афферентная фазы) и проявления иммунного воспаления (эффе-
рентная фаза). Фаза сенсибилизации КЧ начинается после первичного контакта организма с анти-
геном, продолжительность которой у человека составляет 10-15 дней, у мыши – 5-7 дней. Фаза про-
явления КЧ (эффекторная) начинается при повторном контакте гаптена с организмом (накожная 
аппликация, либо внутри- или подкожные инъекции антигена). Повторное попадание сенсибили-
зирующего вещества в клетки кожи приводит к его узнаванию и запуску механизмов, приводящих 
к возникновению очага иммунного воспаления с участием ДНФБ-специфических эффекторных 
Т-лимфоцитов. Реакции достигают пика через 18-48 часов повторного контакта с гаптеном. В лите-
ратуре очень мало сведений, касающихся влияния флавоноидов на течение КЧ, среди которых встре-
чаются как стимулирующие, так и ингибиторные эффекты. Флавоноиды преимущественно обладали 
супрессивным эффектом в отношении развития КЧ. В нашей лаборатории модель контактной чув-
ствительности воспроизводилась на мышах линии СВА, путем накожной сенсибилизации 2,4-дини-
трофторбензолом. Целью исследования стало выявление механизмов иммуномодулирующего дей-
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ствия кверцетина дигидрата и модифицированного биофлавоноида, используя метод адоптивного 
переноса контактной чувствительности спленоцитами и T-лимфоцитами. Как показали проведен-
ные исследования, 30-минутная обработка спленоцитов и T-лимфоцитов сенсибилизированных мы-
шей модифицированным биофлавоноидом перед их переносом полностью отменяла развитие кон-
тактной чувствительности у сингенных мышей-реципиентов, при этом данный эффект не был связан 
с гибелью клеток вследствие индукции их апоптоза или цитотоксичности. Кверцетина дигидрат толь-
ко частично супрессирует активность адаптивно сформированных Т-лимфоцитов-эффекторов кон-
тактной чувствительности.

Было показано, что модифицированный биофлавоноид в значительной степени сильнее подавля-
ет адоптивный перенос контактной чувствительности в сравнении с кверцетина дигидратом, не вы-
зывая апоптоза клеток-эффекторов. 

Ключевые слова: флавоноиды, контактная гиперчувствительность, адоптивный перенос, лимфоциты, иммуномодуляция, 
иммуносупрессия

INFLUENCE OF MODIFIED BIOFLAVONOIDS UPON EFFECTOR 
LYMPHOCYTES IN MURINE MODEL OF CONTACT SENSITIVITY 
Albegova D.Z.a, Pavlova S.I.b, c, Laptev O.S.b, Negrebetsky V.V.a, 
Kyagova A.A.a, Kozyr L.A.a, Albegova J.K.d, Kozlov I.G.a, b

a Russian National N.I. Pirogov Research Medical University, Moscow, Russian Federation  
b Federal D. Rogachev Research and Clinical Center for Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, 

Russian Federation  
c Chuvash State University, Cheboksary, Russian Federation  
d North-Ossetian State Medical Academy, Vladikavkaz, Russian Federation

Abstract. Contact sensitivity reaction (CSR) to 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB) in mice is a model of 
in vivo immune response, being an experimental analogue to contact dermatitis in humans. CSR sensitization 
phase begins after primary contact with antigen, lasting for 10-15 days in humans, and 5-7 days, in mice. 
Repeated skin exposure to the sensitizing substance leads to its recognition and triggering immune inflammatory 
mechanisms involving DNFB-specific effector T lymphocytes. The CSR reaches its maximum 18-48 hours 
after re-exposure to a hapten. There is only scarce information in the literature about effects of flavonoids 
on CSR, including both stimulatory and inhibitory effects. Flavonoids possessed, predominantly, suppressive 
effects against the CSR development. In our laboratory, a model of contact sensitivity was reproduced in CBA 
mice by means of cutaneous sensitization by 2,4-dinitrofluorobenzene. The aim of the study was to identify 
the mechanisms of immunomodulatory action of quercetin dihydrate and modified bioflavonoids, using the 
method of adoptive transfer contact sensitivity by splenocytes and T-lymphocytes. As shown in our studies, 
a 30-min pre-treatment of splenocytes and T-lymphocytes from sensitized mice with modified bioflavonoids 
before the cell transfer caused complete prevention of contact sensitivity reaction in syngeneic recipient mice. 
Meanwhile, this effect was not associated with cell death induction due to apoptosis or cytotoxicity. Quercetin 
dihydrate caused only partially suppression the activity of adaptively formed T-lymphocytes, the contact 
sensitivity effectors.

It was shown that the modified bioflavonoid more stronger suppress adoptive transfer of contact sensitivity 
in comparison with quercetin dehydrate, without inducing apoptosis of effector cells.

Thus, the modified bioflavonoid is a promising compound for further studies in a model of contact sensitivity, 
due to its higher ability to suppress transfer of CSR with T-lymphocytes, as compared to quercetin dihydrate.

Keywords: flavonoids, contact hypersensitivity, adoptive transfer, lymphocytes, immunomodulation, immunosuppression
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Флавоноиды представляют собой одно из са-
мых структурно разнообразных (более 4000 инди-
видуальных представителей) семейств вторичных 
метаболитов растительной клетки полифенольной 
структуры. На сегодняшний день они рассма-
триваются как активные продукты метаболизма 
растений, играющие важную роль в процессах 
фотосинтеза, дыхания, формировании устой-
чивости к инфекционным агентам. Согласно 
результатам многочисленных современных ис-
следований, можно утверждать, что эти природ-
ные соединения обладают широким диапазоном 
биологических активностей, проявляя противо-
воспалительные, иммунотропные, антиканце-
рогенные, противоопухолевые и многие другие 
свойства [2, 7]. Данные эффекты могут реализо-
вываться благодаря тому, что флавоноиды вли-
яют на фосфорилирование ключевых молекул 
сигнальных путей в клетках, ингибируя актив-
ность протеинтирозинкиназ [3]. В связи с этим 
мы предположили, что флавоноиды могут стать 
новым источником для изыскания лекарствен-
ных препаратов с иммуномодулирующей актив-
ностью. 

В нашей лаборатории были проведены ис-
следования с использованием модели контакт-
ной чувствительности (КЧ), индуцированной 
2,4-динитрофторбензолом (ДНФБ) у мышей, 
где кверцетина дигидрат (КД) и модифициро-
ванный биофлавоноид (МБФ) с различной эф-
фективностью подавляли развитие реакции КЧ. 
Ингибирование КЧ зависело от пути введения 
исследуемых агентов животным и максимально 
проявлялось при внутривенном введении [4]. 
В дальнейшем в этой же модели были предпри-
няты попытки выяснения механизмов действия 
кверцетина дигидрата (КД) и модифицирован-
ного биофлавоноида (МБФ). С учетом много-
этапности реализации патогенеза реакции КЧ 
очевидно, что механизмы ограничения развития 
данной реакций под действием тех или иных 
иммуномодулирующих агентов могут быть 
многообразны. Целью данной работы являлось 
исследование возможного влияния изучаемых 
веществ на функциональную активность зре-
лых иммунокомпетентных клеток, участвующих 
в реализации КЧ. Для этого был использован 
метод адоптивного переноса, в основе которого 
лежит индукция КЧ при введении несенсибили-
зированному животному зрелых Т-лимфоцитов-
эффекторов от сенсибилизированного синген-
ного донора.

Материалы и методы
Препараты
В опытах использован полученный экспери-

ментальным путем модифицированный биофла-
воноид, а также препарат сравнения – кверцети-
на дигидрат.

В клеточную суспензию вносили раствор 
КД или МБФ в этаноле (рабочая концентрация 
5 × 10-8 моль/мл) так, чтобы финальная концен-
трация этанола не превышала 1%. В качестве 
контроля использовали соответствующие объ-
емы растворителя. Во всех экспериментах после 
30-минутной инкубации (37 °C, 5% CO2) с пре-
паратами клетки отмывали от тестируемых аген-
тов и медленно вводили внутривенно мышам 
в объеме 0,5 мл раствора Хенкса с 10 мM HEPES-
буфера.

Лабораторные животные
В экспериментах были использованы мыши 

линии СВА (H-2k) (самцы весом 18-20 г., возраст 
8-10 недель), полученные из питомника РАМН 
(Крюково, Московская область). Животные со-
держались на стандартном пищевом рационе ви-
вария при свободном доступе к воде и пище.

Модель КЧ
Инициацию реакции КЧ к ДНФБ у мышей 

проводили согласно общепринятому экспери-
ментальному подходу с незначительными моди-
фикациями [6]. Животных сенсибилизировали 
путем аппликации на выбритую кожу брюшка 
50 мкл 0,3% раствора ДНФБ в ацетоне на 0 день. 
Через 6 суток после сенсибилизации на внутрен-
нюю поверхность правого уха наносили раз-
решающую дозу ДНФБ (5 мкл 0,2%). На левое 
ухо наносили 5 мкл растворителя (ацетона). От-
рицательным контролем (К-) служила группа 
интактных (несенсибилизированных) мышей, 
получивших только аппликацию разрешающей 
дозы ДНФБ. Через 24 часа после повторного на-
несения ДНФБ оценивали интенсивность реак-
ции КЧ по разнице отека правого и левого ушей 
(специфическое локальное воспаление). Толщи-
ну ушей измеряли в миллиметрах специальным 
микрометром, снабженным световым сигналом 
(Россия). 

Адоптивный перенос КЧ
У сенсибилизированных ДНФБ мышей-до-

норов через 6 суток после сенсибилизации вы-
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деляли клетки селезенки. Суспензию спленоци-

тов (3 × 107 кл/мышь, 0,5 мл) или их отдельную 

популяцию (CD3+), веделенную из того же ко-

личества клеток селезенки, медленно внутри-

венно вводили в хвостовую вену интактным 

мышам-реципиентам. В опытной группе клетки 

инкубировали с КД или МБФ в течение 30 мин. 

при 37 °C и 5% CO2, в контрольной – с соответ-

ствующим объемом растворителя. Через 1 час 

после переноса клеточной суспензии мышам-

реципиентам, включая интактных мышей (К-, 

отрицательный контроль), наносили разреша-

ющую дозу ДНФБ на внутреннюю поверхность 

уха. На внутреннюю поверхность другого уха 

в качестве контроля наносили такой же объем 

ацетона. Еще через 24 часа регистрировали ин-

тенсивность реакции КЧ мышей-реципиентов 

вышеописанным методом.

Иммуномагнитная сепарация

Для получения CD3+ популяции спленоци-

тов использовали метод негативной селекции 

и набор реактивов Dynal Mouse Negative Isolation 

Kit (Invitrogen Dynal AS, Норвегия). Фракции 

клеток, не относящихся к интересующей попу-

ляции, удаляли, обрабатывая спленоциты кок-

тейлем моноклональных антител (IgG высоко-

специфичные к поверхностным популяционным 

маркерам) и связывающими их парамагнитными 

полимерными микрочастицами Dynalbeads. Се-

парацию проводили в магнитном поле штати-

ва DynalMag-2 (Invitrogen Dynal AS, Норвегия). 

Очищенную популяцию, не прикрепившуюся 

к полимерным микрочастицам (в составе супер-

натанта), отмывали и после подсчета исполь-

зовали для обработки исследуемыми агентами 

in vitro, а затем вводили внутривенно экспери-

ментальным животным.

Контроль чистоты популяции осуществляли 

методом проточной цитометрии на цитофлуори-

метре Cytomics FC500 (Beckman-Coulter, США) 

с использованием флюорохром-меченых моно-

клональных антител к CD3 антигенам мышей 

(Invitrogen, США).

Оценка жизнеспособности и «раннего» апоптоза

Количественные исследования жизнеспо-

собности и апоптоза клеток при воздействии  

изучаемого агента проводили методом про-

точной цитофлуориметрии, используя Annexin 

V-FITC Apoptosis Detection Kit (Beckman Coulter, 

Рисунок 1. Интенсивность реакции при адоптивном переносе КЧ спленоцитами сенсибилизированных мышей-
доноров интактным мышам-реципиентам
Примечание. (K-) – отрицательный контроль; (K+) – положительный контроль без адоптивного переноса; (K¯/+) – адоптивный перенос КЧ 
спленоцитами (3 × 107/мышь); (КД) – адоптивный перенос спленоцитов, инкубированных с КД; (МБФ) – адоптивный перенос спленоцитов, 
инкубированных с МБФ.
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США). Для анализа использовали аликвоты, со-

держащие 106 клеток.

Статистическая обработка

Для статистического анализа результатов ис-

пользовалась программа Excel для Windows XP. 

Все результаты выражались как значения сред-

него ± стандартное отклонение. Полученные 

в ходе экспериментов данные распределялись 

по нормальному закону, поэтому для оценки 

достоверности различий применяли критерий 

Стьюдента, вычисляя коэффицент достовер-

ности. Различие средних показателей считалось 

достоверным, если величина коэффицента до-

стоверности соответствовала уровню значимо-

сти P < 0,05.

Результаты
Нами был использован метод адоптивного 

переноса реакции контактной чувствительно-

сти сингенным животным для изучения прямо-

го влияния КД и МБФ на спленоциты мышей, 

а также на T-лимфоциты, выделенные из суспен-

зии спленоцитов с помощью иммуномагнитной 

сепарации.

Результаты экспериментов по адоптивному 

переносу КЧ спленоцитами сенсибилизирован-

ных мышей-доноров интактным мышам-реци-

пиентам представлены на рисунке 1. 

Как демонстрирует гистограмма, в группе К- 

аппликация разрешающей дозы ДНФБ не вы-

зывала развития реакции КЧ: разница толщи-

ны ушей составляла 0,016±0,006 мм. Напротив, 

перенос спленоцитов от сенсибилизированных 

ДНФБ доноров интактным мышам-реципиен-

там приводил к сенсибилизации, что проявля-

лось в развитии у последних КЧ уже при первич-

ной аппликации ДНФБ на ухо. У мышей данной 

группы отек составил 0,186±0,008 мм, что было 

сравнимо с интенсивностью КЧ в группе по-

ложительного контроля (K+) без адоптивного 

переноса (0,2±0,005 мм). Однако в том случае, 

когда спленоциты предварительно (до введе-

ния мышам-реципиентам) инкубировали в те-

чение 30 мин с МБФ, адоптивный перенос КЧ 

не наблюдался. Отек уха в этой группе мышей 

составлял в среднем 0,015±0,003 мм, что досто-

верно не различалось с таковыми значениями 

в группе отрицательного контроля (0,016±0,006 

мм), и было на 92% (p < 0,05) ниже в сравне-

нии с группой K-/+ (адоптивный перенос КЧ 

Рисунок 3. Интенсивность реакции при адоптивном переносе КЧ популяцией спленоцитов сенсибилизированных 
мышей-доноров интактным мышам-реципиентам
Примечание. (K-) – отрицательный контроль, (K¯/+) – адоптивный перенос КЧ спленоцитами, (CD3) – адоптивный перенос КЧ 
Т-лимфоцитами, (КД) – адоптивный перенос Т-лимфоцитов, инкубированных с КД, (МБФ) – адоптивный перенос Т-лимфоцитов, 
инкубированных с МБФ.
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спленоцитами). В то время как преинкубация 

спленоцитов с КД, с последующим введением 

мышам-реципиентам, не отменяла адоптивно-

го переноса КЧ. Отек уха в этой группе мышей 

составлял в среднем 0,098±0,006 мм, что было 

ниже на 47% в сравнении с группой K-/+.

Для оценки апоптогенного эффекта КД 

и МБФ, спленоциты инкубировали 0,5; 2; 6; 12 ч 

в их присутствии, затем окрашивали аннексин-

ФИТЦ и пропидий йодидом. Ни в одной из проб 

не наблюдали повышения доли аннексин-поло-

жительных клеток при инкубации с исследуемы-

ми агентами в сравнении с контрольными образ-

цами (рис. 2, см. 3-ю обложку).

Следующим экспериментальным шагом ста-

ла иммуномагнитная сепарация Т-лимфоцитов 

из суспензии спленоцитов мышей, сенсибилизи-

рованных ДНФБ, с целью их адоптивного пере-

носа интактным мышам.

Контроль чистоты выделенной популяции 

осуществляли методом проточной цитометрии 

с использованием флюорохром-меченых моно-

клональных антител к поверхностным маркерам 

мышиных лимфоцитов. При проведении цито-

метрического контроля чистота популяции со-

ставляла 93,0±1,0%.

Результаты экспериментов по изучению вли-

яния КД и МБФ на адоптивный перенос КЧ 

Т-лимфоцитами представлены на рисунке 3. 

Как и предполагалось, Т-лимфоциты сенсиби-

лизированных мышей эффективно переноси-

ли КЧ несенсибилизированным реципиентам. 

Выраженность реакции (0,181±0,007 мм) ста-

тистически не отличалась от группы с адоптив-

ным переносом суммарной клеточной фракции 

спленоцитов (0,186±0,008 мм). Инкубация in vitro 

сепарированных Т-лимфоцитов с МБФ заблоки-

ровала способность этих клеток адоптивно пере-

носить КЧ интактным мышам. Отек уха соста-

вил 0,016 ± 0,004 мм, что практически совпадало 

с аналогичным показателем в группе отрицатель-

ного контроля и было на 91,2% (p < 0,05) ниже 

в сравнении с группой Т-лимфоциты. По всей 

вероятности, МБФ супрессировал активность 

адаптивно сформированных Т-лимфоцитов-

эффекторов КЧ.

Преинкубация in vitro сепарированных 

Т-лимфоцитов с КД полностью не отменяла 

адоптивного переноса КЧ интактным мышам. 

Отек уха составил 0,092±0,005 мм, что было 

на 50,5% (p < 0,05) ниже в сравнении с группой 

Т-лимфоциты. По всей вероятности, КД только 

частично супрессировал активность адоптивно 

сформированных Т-лимфоцитов-эффекторов 

КЧ.

Таким образом, в результате проведенного ис-

следования можно сделать заключения:

1. Эксплантированные на 6 сутки спленоциты 

ДНФБ-сенсибилизированных мышей способны 

адоптивно переносить КЧ интактным мышам-

реципиентам.

2. Инкубация с МБФ (5 × 10-8 моль/мл) in vitro 

эксплантированных на 6 сутки спленоцитов 

ДНФБ-сенсибилизированных мышей отменяет 

адоптивный перенос КЧ сингенным мышам-ре-

ципиентам. В свою очередь использование КД 

полностью не отменяло адоптивного переноса 

КЧ. Эффекты МБФ и КД не связаны с гибелью 

клеток.

3. Т-лимфоциты, выделенные из эксплан-

тированных на 6 сутки спленоцитов ДНФБ-

сенсибилизированных мышей, способны адоп-

тивно переносить КЧ сингенным интактным 

мышам-реципиентам.

4. Инкубация с МБФ (5 × 10-8 моль/мл) in vitro 

сепарированных Т-лимфоцитов ингибирует 

адоптивный перенос КЧ сингенным мышам-

реципиентам, тогда как КД только частично су-

прессирует активность адаптивно сформирован-

ных Т-лимфоцитов-эффекторов КЧ.

Обсуждение
Используя методику адоптивного переноса 

КЧ, было изучено прямое влияние КД и МБФ 

на суммарную фракцию спленоцитов мышей, 

полученную спустя 6 суток после сенсибилиза-

ции ДНФБ, а также на T-лимфоциты, выделен-

ные из суспензии этих спленоцитов с помощью 

иммуномагнитной сепарации.

В контрольной группе реакция КЧ досто-

верно переносилась спленоцитами ДНФБ-

сенсибилизированных мышей-доноров син-

генным интактным мышам-реципиентам при 

внутривенном введении их в количестве свыше 

2 × 107 клеток в расчете на 1 мышь. При адоптив-
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ном переносе 108 спленоцитов/мышь развивал-

ся отек уха такой же выраженности, как в груп-

пе мышей K+ (инициация КЧ и ее разрешение 

в одном и том же животном). В том случае, когда 

переносили меньшее количество спленоцитов, 

наблюдалась незначительная тенденция к сни-

жению интенсивности реакции. Исходя из этих 

предварительных результатов, в данной рабо-

те для адоптивного переноса КЧ использовали 

3 × 107 клеток в расчете на 1 мышь. Сепарация 

и перенос T-лимфоцитов проводились из такого 

же количества спленоцитов. 

Как показали проведенные исследования, 

30-минутная обработка спленоцитов сенсиби-

лизированных мышей МБФ перед их перено-

сом полностью отменяла развитие КЧ у син-

генных мышей-реципиентов, при этом данный 

эффект не был связан с гибелью клеток вслед-

ствие индукции их апоптоза или цитотоксич-

ности.

Представленные в литературе сведения, каса-

ющиеся фенотипа клеток, являющихся эффек-

торами КЧ, противоречивы. Предполагается, 

что фенотип индуцированных клеток-эффекто-

ров КЧ зависит, прежде всего, от вида гаптена, 

а также от генетических особенностей сенсиби-

лизированного организма. Тем не менее, боль-

шинство исследований показывают, что сенси-

билизация мышей ДНФБ приводит к генерации 

клеток-эффекторов КЧ, имеющих фенотип 

CD8+ [1, 5].

Как и следовало ожидать исходя из данных 

литературы, в контрольной группе реакция 

КЧ эффективно переносилась также отдель-

но Т-лимфоцитами, поэтому нашей дальней-

шей целью является выделение субпопуляций 

CD8+ и CD4+ из суспензии спленоцитов сен-

сибилизированных мышей и исследование их 

способности в достаточной степени перено-

сить КЧ. 

Прямое воздействие МБФ на Т-лимфоциты 

сенсибилизированных мышей, подобно обра-

ботке всех спленоцитов, полностью блокировало 

адоптивный перенос КЧ. 

Таким образом, в результате проведенного ис-

следования и сравнения двух препаратов пока-

зано, что иммуномодулирующие эффекты МБФ 

в большей мере, чем КД реализуются на эффек-

торной стадии развития реакции КЧ.
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ВРОЖДЕННЫЙ ИММУНИТЕТ ПРИ ОСТРОМ 
ПАНКРЕАТИТЕ НА ФОНЕ АЛКОГОЛЬНОЙ 
ИНТОКСИКАЦИИ; КОРРЕКЦИЯ НАРУШЕНИЙ 

Бушмина О.Н., Локтионова А.В., Неледова Н.С., 
Литвинова Е.С.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Известно, что большинство соматических 
заболеваний протекает гораздо тяжелее, если фоном 
для их развития является какая-то другая, длительно 
протекающая патология с формированием вторичного 
иммунодефицита. Одним из таких негативных сочета-
ний является острый деструктивный панкреатит (ОДП) 
и хроническая алкогольная интоксикация (ХАИ), экс-
периментальное и клиническое изучение иммунных на-
рушений при этом немногочисленно, а результаты не со-
всем однозначны. 

Цель и задачи – оценка фармакологической эффек-
тивности различных сочетаний иммуномодуляторов, 
антиоксидантов и мембранопротекторов в коррекции на-
рушений врожденного иммунитета при эксперименталь-
ном остром деструктивном панкреатите на фоне хрони-
ческой алкогольной интоксикации.

Материалы и методы. Исследования проведены на 189 
крысах породы  Вистар массой 150-200 г. с соблюдением 
принципов, изложенных в Конвенции по защите позво-
ночных животных, используемых для эксперименталь-
ных и других целей. Хроническую алкогольную инток-
сикацию моделировали 30- или 60-кратным (ХАИ-30 
и ХАИ-60), через 24 часа, внутрижелудочным введением 
20% раствора этанола, соответственно, в дозах 3 и 2 мл/ кг. 
Экспериментальный ОДП вызывали, соответственно, 
на 25 и 55 день после первого введения этанола пере-
вязкой протока левой и правой долей поджелудочной 
железы, с последующей трехкратной через 60 мин стиму-
ляцией прозерином в дозе 0,2 мг/кг. Экспериментальных 
животных при ХАИ-30 делили на 3 равные части: в 1-й 
группе фармакологические препараты не вводили; 2-я 
группа  получала гепон (5 мг/кг, внутрь, через 24 часа, 
№14), гипоксен (750 мг/кг, внутрь в 1% крахмальной 
суспензии, №14) и фосфоглив (800 мг/кг, внутрь в 1% 
крахмальной суспензии, №14); 3-я группа – глутоксим 
(20 мг/ кг, внутримышечно, через 24 часа, №5), мексидол 
(50 мг/кг внутрибрюшинно, через 24 часа, №5) и гептрал 
(760 мг/кг, внутрибрюшинно, через 24 часа, №5). При 
ХАИ-60 одна часть животных получала только этанол, 
вторая – дополнительно глутоксим, мексидол и гептрал. 
Забой крыс осуществляли через 24 часа после последнего 
введения этанола и препаратов. Группа контроля состо-

яла из 15 здоровых животных. Фагоцитарная активность 
нейтрофилов периферической крови оценивалась по фа-
гоцитарному показателю (ФП), фагоцитарному числу 
(ФЧ) и индексу активности фагоцитоза (ИАФ) (Медве-
дев А.Н., Чаленко В.В., 1991). Кислородзависимую ак-
тивность оценивали по НСТ-тестам спонтанному (НСТ-
сп.) и стимулированному опсонизированным и неопсо-
низированным зимозаном (НСТ-ст. н/з, НСТ-ст. о/з), 
коэффициентам активации на опсонизированный и не-
опсонизированный зимозан, коэффициент опсонизации 
(Кан, КАо, КО) (Зинкин В.Ю. и др., 2004). 

Основные результаты. У крыс с моделируемым ОДП 
на фоне ХАИ-30, в большей степени ХАИ-60, установ-
лено выраженное снижение ФП, ФЧ, ИАФ и повышение 
НСТ-сп., НСТ-ст. о/з и н/з. Однако резервы кислород-
зависимой активности фагоцитов (КАо, КАн и КО) ока-
зались сниженными. Введение комбинации препаратов 
гепон, гипоксен и фосфоглива крысам с ОДП в сочета-
нии с 30-дневной ХАИ корригировало, но не до уровня 
нормы ФП, ФЧ, ИАФ, НСТ-тесты спонтанный и стиму-
лированный опсонизированным и неопсонизированным 
зимозаном, но в еще большей степени снижало функцио-
нальные резервы КАн и КО. Введение сочетания глуток-
сима, мексидола и гептрала нормализовало ФЧ, НСТ-ст. 
опсонизированным и неопсонизированным зимозаном, 
КАн, КО и корригировало, но не до уровня нормы ФП, 
ИАФ, НСТ-сп., КАо. Использование глутоксима, мек-
сидола и гептрала в условиях ОДП и ХАИ-60 корриги-
ровало фагоцитарную активность полиморфноядерных 
лейкоцитов, НСТ-тесты спонтанный и стимулированные 
опсонизированным и неопсонизированным зимозаном, 
КАн, но не влияло на сниженные КАо и КО. 

Заключение. Таким образом, сочетание глутоксима, 
мексидола и гептрала эффективно корригирует наруше-
ния функциональной активности нейтрофилов перифе-
рической крови в условиях экспериментального ОДП 
на фоне хронической алкогольной интоксикации.

ЗАЩИТНЫЕ ФУКЦИИ НОВОРОЖДЕННЫХ ТЕЛЯТ 

Винникова С.В.

ФГБОУ ВПО «Санкт-Петербургская государственная 
академия ветеринарной медицины», Санкт-Петербург, 
Россия

Введение. Новорожденные телята в молозивный пери-
од часто заболевают диспепсией.  Заболевание характери-
зуется нарушением процесса  пищеварения, нарушением 
обмена веществ, поносом, гипогаммаглобулинемией, 

Материалы XV Всероссийского научного Форума
с международным участием имени академика В.И. Иоффе

ДНИ ИММУНОЛОГИИ В САНКТ-ПЕТЕРБУРГЕ
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обезвоживанием, токсикозом, отставанием в развитии.  
В молозивный  период новорожденные получают полно-
ценное питание и необходимую защиту. Молозиво, полу-
ченное от коров – матерей в первые сутки после отёла, 
и особенно в первые часы, содержат максимальное коли-
чество иммунных глобулинов, которых у новорожденных 
теля практически нет. Заболевание может быть и аутоим-
мунной природы. При нарушении обмена веществ у ма-
точного поголовья, новорожденному передаются через 
молозиво аутоантитела и сенсибилизированные лимфо-
циты, повреждающие органы. 

Иммунноглобулины и являются носителями антител, 
обеспечивающие пассивную иммунизацию новорожден-
ных телят.

Цель и задачи работы изучение параметров иммуно-
логического статуса у новорожденных телят. Показать 
изменение активности элементов защитной системы 
крови – фагоцитарная активность лейкоцитов, бактери-
цидная активность сыворотки крови, лимфоцитов при 
диспепсии.

Материалы и методы. Исследование проводилось 
на животноводческом комплексе ЗАО «Тайцы» Гатчин-
ского района Ленинградской области на 10 телятах чер-
но-пестрой породы. Фагоцитарная активность лейкоци-
тов составила(50,2±2,1%) по сравнению с контрольной 
группой (63,5±1,70%).

Бактерицидная активность сыворотки крови 
(75,2±1,1%) по  сравнению с контролем (93±1,1%). 
Т-лимфоциты (21,3±1,8%) по сравнению с контролем 
(28,9±1,0%). В-лимфоциты (6,0±1,0%) по сравнению 
с контролем (7,5±0,4%). Контрольной группе животных 
дополнительно вводили подкожно глобулин 0,7 мл/кг.

Основные результаты. При проведении лабораторных 
исследований крови показатели клеточных и гумораль-
ных факторов защиты организма: фагоцитарная актив-
ность лейкоцитов, бактерицидная активность сыворотки 
крови, лимфоцитов в опытной группе телят были значи-
тельно ниже, чем у контрольной  клинически здоровой 
группы.

Заключение. Телят следует поить молозивом матери  
не позднее 1-1,5 часа после рождения. Для повышения 
общей резистентности и как средства заместительной те-
рапии применять иммуноглобулины.

ИММУНОРЕАБИЛИТАЦИЯ БОЛЬНЫХ 
С ПЕРИОДОНТИТОМ

Голдобин Д.Д., Лунев М.А., Локтионов А.Л., 
Конопля А.И.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Актуальность периодонтита не вызывает 
сомнений, поскольку в ходе эпидемиологических иссле-
дований было установлено не только увеличение количе-
ства случаев заболевания, но и его резкое омоложение, 
в том числе у детей. Несомненно, наличие вирусно-бак-
териальных ассоциаций в полости рта обусловливает уча-
стие врожденных и адаптивных форм иммунного ответа 
в патогенезе заболевания, однако эти механизмы изучены 
недостаточно, а применение средств фармакологической 
иммунореабилитации таких пациентов не является обя-
зательным и не входит в стандарт лечения периодонтита. 

Цель и задачи – оценка иммунокорригирующих эф-
фектов различных сочетаний иммуномодуляторов, анти-
оксидантов и мембранопротекторов  при периодонтите.

Материалы и методы. Под постоянным наблюдением 
в клинике ЗАО ГК Медси находилось 67 пациентов обо-
его пола в возрасте 20-40 лет с клиническими признаками 
хронического периодонтита в стадии обострения: ною-
щая боль постоянного характера, отек переходной склад-
ки в области причинного зуба, выявление признаков его 
невозможного терапевтического лечения. При визуаль-
ном и инструментальном дополнительном обследовании 
выявлено наличие воспалительного процесса на верхуш-
ке зуба со значительным разрушением костной ткани. Все 
больные были разделены на 5 групп по 12-15 пациентов 
в каждой: 1-я группа получала стандартное лечение (уда-
ление причинного зуба, цифран, бифиформ, супрастин), 
больные 2-й группы дополнительно получали гепон (10 
мг, перорально, через 24 часа, №30), 3-я – сочетание ге-
пона, эссенциале форте Н (по 2 капс., перорально, через 
6 часов, №90) и каскатола (1 др., перорально, через 24 
часа, №30), 4-я – вобензим (3 таб., перорально, через 6 
часов, №90), 5-я – вобэнзим, эссенциале форте Н и ка-
скатол. Контрольная группа включала 15 здоровых доно-
ров того же возраста. До и после лечения в плазме кро-
ви и слюне при помощи наборов для ИФА определяли 
концентрацию цитокинов (TNF, IL-1, IL-8, IL-4, IL-10,  
IL-2), рецепторного антагониста IL-1 (РАИЛ), компо-
нентов системы комплемента (С3, С4, С5) и ее регулято-
ров (С1-ингибитор и фактор Н).

Основные результаты. До начала лечения в плазме 
крови установлено повышение содержания TNF, IL-1β, 
IL-8, С3-, С4-, С5-компонентов системы комплемента 
и ее регуляторов (С1-ингибитора и фактора Н), сниже-
ние уровня IL-4 и IL-10 при нормальной концентрации 
РАИЛ. В слюне отмечалось более существенное повыше-
ние содержания TNF, IL-1β, IL-8, РАИЛ и нормальный 
уровень IL-4 и IL-10. Стандартное лечение на системном 
уровне корригировало, но не до показателей доноров, 
концентрацию TNF, IL-1β, IL-2, С3-компонента компле-
мента, еще больше повышало содержание IL-10 и РАИЛ, 
а на местном уровне – корригировало концентрацию 
TNF, IL-1β, IL-8, IL-2, повышало уровень IL-10 и РАИЛ, 
не влияя на показатели системы комплемента. Дополни-
тельное введение в схему лечения гепона или вобэнзима 
в равной степени корригировало показатели системы ци-
токинов и комплемента. Применение гепона, эссенциале 
форте Н и каскатола системно и локально, соответствен-
но, нормализовало 8,3% и 16,6% показателей и корриги-
ровало 75% и 67%. Введение комбинации вобэнзима, эс-
сенциале форте Н и каскатола нормализовало и корриги-
ровало 66,7% и 33,3% показателей на системном уровне, 
на местном – 41,7% и 58,3%.

Заключение. У больных с периодонтитом имеются си-
стемные и местные изменения показателей иммунного 
статуса. По возрастанию степени корригирующих эффек-
тов на иммунные нарушения дополнительно введенные 
в комплексное лечение периодонтита препараты рас-
положились в следующей последовательности: гепон → 
вобэнзим → гепон + эссенциале форте Н + каскатол → 
вобэнзим + эссенциале форте Н + каскатол. 
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ОСОБЕННОСТИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ ЛИМФОЦИТОВ 
ПРИ РЕАГИНОВОЙ АЛЛЕРГИИ У ДЕТЕЙ

Дементьева Е.А., Гурина О.П., Блинов А.Е., 
Варламова О.Н., Тимохина В.И.

ГБОУ ВПО СПбГПМУ, Санкт−Петербург, Россия 

В патогенезе аллергического воспаления ключевую 
роль играют лимфоциты – основные эффекторы иммун-
ной системы. Особенностью иммунного механизма раз-
вития атопической реакции является повышенная склон-
ность к образованию специфических IgE-антител в ответ 
на аллергены. При этом Т-хелперы, секретирующие IL-
4, 5, 6, 10, 13, 31, переключают в В-лимфоцитах синтез 
антител с IgG на IgE, тем самым способствуют развитию 
у атопиков частых ОРВИ, пиодермий, хронических от-
итов, гайморитов и других инфекционных заболеваний.

Цель работы: исследование субпопуляций лимфоци-
тов при реагиновой бронхиальной астме (БА) и атопиче-
ском дерматите (АД) у детей.

Материалы и методы: обследовано 180 детей с АД 
и 112 детей с БА в возрасте от 1 года до 17 лет. Иммунофе-
нотипирование лимфоцитов выполнялось методом про-
точной цитометрии с использованием прямой иммуноф-
луоресценции цельной периферической крови и «без-
отмывочной» технологии (проточный цитометр Epics 
XL, Beсkman Coulter, США). Для оценки распределения 
лимфоцитов по различным популяциям клетки окраши-
вались трехцветными комбинациями моноклональных 
антител, конъюгированных с флуоресцентными красите-
лями FITC/PE/PC5: CD45/CD3/CD19, CD45/CD3/CD4, 
CD45/CD3/CD8/, CD45/CD3/CD(16+56), CD45/CD3/
HLADR (Beсkman Coulter, США). Популяции клеток вы-
делялись при помощи гетерогенного гейтирования. Абсо-
лютные значения лимфоцитов подсчитывались с исполь-
зованием референсных частиц. Статистическая обработ-
ка полученных результатов  программа Microsoft Exсel.

Результаты и обсуждение
Атопический характер заболеваний у данной группы 

пациентов подтвержден исследованием концентрации 
общего IgE в сыворотке крови. 

У детей с АД выявлены абсолютная и относительная 
В-лимфоцитопения (у 13% и 17% обследованных детей 
соответственно). Относительный Т-лимфоцитоз обнару-
жен у 27% детей с АД за счет повышения относительно-
го содержания CD3+/CD4+ Т-хелперов у 20% пациентов 
и CD3+/CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов у 17% 
обследованных. У 20% детей, страдающих АД, отмеча-
ется снижение относительного количества NK-клеток  
(CD3/CD(16+56)+), а также низкий абсолютный и от-
носительный уровень активированных Т-лимфоцитов 
СD3+/HLADR+ (у 30% и 31% обследованных). Иммуно-
регуляторный индекс при этом у равного количества де-
тей (27%) имеет повышенное или сниженное значение. 

БА у детей протекает на фоне абсолютной и относи-
тельной В-лимфоцитопении (у 33% и 25% детей соответ-
ственно) в сочетании с относительным Т-лимфоцитозом 
(в 33% случаев) за счет высокого относительного содержа-
ния CD3+/CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов (у 44% 
обследованных). У 22% детей обнаружено снижение от-
носительного количества CD3/CD(16+56)+ NK-клеток. 
У 44% пациентов выявлено повышение относительного 
содержания CD3+/CD(16+56)+ NKТ-лимфоцитов, кото-
рые обладают способностью секретировать цитокины, 
стимулирующие эффекторы Th2-ответа. Так же как и при 

АД отмечается снижение абсолютного и относительно-
го уровней активированных Т-клеток СD3+/HLADR+ 

(у 56% и 50% обследованных). Иммунорегуляторный ин-
декс у 56% пациентов ниже нижней границы возрастной 
нормы.

Полученные результаты свидетельствуют об им-
мунной компрометации больных атопическими забо-
леваниями. Исследование субпопуляционного состава 
лимфоцитов у детей с реагиновыми аллергическими за-
болеваниями необходимо для проведения обоснованной 
индивидуальной патогенетической иммунокоррекции 
с целью повышения эффективности базовой терапии, 
снижения тяжести заболевания, частоты обострений, 
а также снижения частоты и тяжести сопутствующей па-
тологии. 

ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИЕ, ЭНДОТЕЛИО- 
И КАРДИОПРОТЕКТИВНЫЕ ЭФФЕКТЫ СТАТИНОВ 
И L-НОРВАЛИНА В УСЛОВИЯХ  ЭНДОТОКСИН-
ИНДУЦИРОВАННОЙ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ ДИСФУНКЦИИ

Ивлицкая И.Л., Покровский М.В., Провоторов В.Я., 
Покровская Т.Г.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Значительная роль сосудистого эндотелия 
в патогенезе многих соматических заболеваний, а так-
же его тесная взаимосвязь с одной из важнейших систем 
регуляции гомеостаза – иммунной, не вызывает сомне-
ний. Особую актуальность изучение эндотелиальной дис-
функции, ее взаимосвязи с факторами врожденного им-
мунитета и способов коррекции имеющихся нарушений 
в перечисленных системах приобретает при инфекцион-
ной патологии, обусловленной инфекционными агента-
ми и/или их токсинами. 

Цель и задачи – оценить корригирующие эффекты 
статинов и L-норвалина на показатели врожденного им-
мунитета, сосудистые реакции и сократительную функ-
цию миокарда в условиях экспериментальной модели эн-
дотоксин-индуцированной эндотелиальной дисфункции 
(ЭИЭД).  

Материалы и методы. Эксперимент проведен на 150 
крысах линии Вистар. Моделирование ЭИЭД у крыс 
производили подкожным введением 0,1 мл свежей взве-
си Staphylococcus aureus (штамм 603, 106/мл микробных 
тел) с последующим 10-минутным компрессионным мас-
сажем места инъекции. Фагоцитарная активность ней-
трофилов оценивалась по фагоцитарному показателю 
(ФП), фагоцитарному числу (ФЧ) и индексу активности 
фагоцитоза (ИАФ) (Медведев А.Н., Чаленко В.В., 1991). 
Кислородзависимая активность – по НСТ-тестам спон-
танному (НСТ-сп.) и стимулированному опсонизирован-
ным и неопсонизированным зимозаном (НСТ-ст. н/з, 
НСТ-ст. о/з), коэффициентам активации на опсонизиро-
ванный и неопсонизированный зимозан, коэффициент 
опсонизации (Кан, КАо, КО) (Зинкин В.Ю. и др., 2004). 
Сосудистые реакции оценивали в пробах с ацетилхоли-
ном (АХ) в дозе 40 мкг/кг и с  нитропруссидом натрия 
(НП) в дозе 30 мкг/кг. Коэффициент эндотелиальной 
дисфункции (КЭД) вычисляли как отношение площадей 
треугольников восстановления АД в пробах с ацетилхо-
лином и нитропруссидом. Изменение функциональных 
возможностей миокарда – левожелудочкового давления 
(ЛЖД), максимальной скорости повышения и снижения 
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ЛЖД (СС и СР), ЧСС и интенсивность функциониро-
вания структур (ИФС) исследовали в пробах на адрено-
реактивность, нагрузку сопротивлением и реоксиге-
нацию. Все животные были разделены на группы: 1 (15 
крыс) – интактные животные; 2 (18 крыс) – животные 
с ЭИЭД без препаратов; 3 и 4 (19 и 20 крыс соответствен-
но) – с ЭИЭД, получавшие симваститин или розуваста-
тин (0,05 мг/кг, внутрижелудочно, через 24 часа, №7); 5-я 
группа (20 крыс) – ЭИЭД, получавшие L-норвалин (10 
мг/кг, внутрижелудочно, через 24 часа, №7), в 6 и 7 груп-
пах вводили комбинации статинов и L-норвалина в ука-
занных дозировках. 

Основные результаты. У крыс с ЭИЭД снижались по-
казатели ФП, ФЧ и повышалась метаболическая актив-
ность нейтрофилов периферической крови в спонтанном 
и стимулированном НСТ-тестах, кроме того, снижались 
САД, ДАД и увеличивалась ЧСС и, как следствие, КЭД. 
При исследовании сократительной функции миокарда 
в условиях ЭИЭД повышались СС и СР, не изменялись 
ЛЖД, ЧСС и ИФС, однако, при проведении функци-
ональных проб отмечалось угнетение миокардиальных 
сократительных резервов. Внутрижелудочное введение 
розувастатина или L-норвалина, по сравнению с симва-
статином, эффективнее корригировало показатели фаго-
цитоза, НСТ-сп., НТС-ст  н/з и о/з, сосудистые реакции 
и сократительную функцию миокарда животных с ЭИЭД. 
Комбинированное использование L-норвалина и розува-
статина по сравнению с сочетанием L-норвалина и сим-
вастатина обладало  более выраженным иммуномодули-
рующим, эндотелио- и кардиопротективным  действием  
при стафилококковой модели ЭИЭД. 

Заключение. Таким образом, ЭИЭД  характеризуется 
выраженными изменениями  соотношений фагоцитар-
ной, метаболической активности нейтрофилов, сосуди-
стых реакций и сократительной активности миокарда, 
увеличением коэффициента эндотелиальной дисфунк-
ции. Применение розувастатина, L-норвалина и их со-
четаний оказалось эффективнее, чем симвастатин и его 
сочетание с L-норвалином в коррекции нарушенных по-
казателей при моделировании ЭИЭД.  

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ АНТИТЕЛ 
К ГИСТОНОВЫМ БЕЛКАМ И ОСНОВНОМУ БЕЛКУ 
МИЕЛИНА В КРОВИ ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ И БОЛЬНЫХ 
РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ 

Кляус Н.А., Седых С.Е., Невинский Г.А.

Институт химической биологии и фундаментальной 
медицины СО РАН, Новосибирск, Россия

Введение. Выявление специфических аутоантител 
(ААТ) на ранних стадиях развития аутоиммунных забо-
леваний не всегда обладает достаточной диагностической 
точностью в связи с тем, что возможна их продукция и у 
людей без аутоиммунных заболеваний. В последние годы 
обнаружено, что ААТ могут обладать каталитической ак-
тивностью, оценка уровня которой может рассматривать-
ся как перспективный метод диагностики аутоиммунных 
заболеваний.

Цель и задачи: анализ относительного содержания 
ААТ к ОБМ и ГБ в крови больных РС и здоровых доно-
ров, получение поликлональных ААТ из крови исследу-

емых лиц и исследование относительной активности ги-
дролиза ОБМ и ГБ абзимами.

Материал и методы. Исследованы препараты плазмы 
крови 6 пациентов с подтвержденным ранее диагнозом 
РС и 6 здоровых доноров. Для определения содержания 
АТ к ОБМ и ГБ использовался метод прямого иммуно-
ферментного анализа. Методом аффинной хроматогра-
фии на Protein G-Sepharose у исследованных лиц были 
получены IgG, из которых выделены фракции IgG, об-
ладающие высоким сродством к ОБМ и ГБ, используя 
гистон-сефарозу и ОБМ-сефарозу. Полученными абзи-
мами проведен гидролиз ОБМ и ГБ, активность кото-
рого оценивалась при помощи определения белковых 
фракций на электрофорезе. Для расчета достоверности 
различий использовались методы непараметрической 
статистики.

Результаты. Содержание АТ к ГБ у здоровых доно-
ров – 0,59±0,09 А450 , в сравнении с пациентами с РС – 
0,77±0,10 А450 (р < 0,05). Содержание АТ к ОБМ у группы 
исследованных здоровых доноров 0,56±0,19 А450 значимо 
не отличалось в сравнении с больными РС – 0,6±0,12 
А450, (р < 0,05). Выделенные из плазмы крови здоровых 
доноров АТ не продемонстрировали значимой гидро-
литической активности. Фракции IgG из плазмы крови 
больных РС, связывающие ГБ, в 28 раз более активны 
в гидролизе ГБ, чем ОБМ. Фракции, не связывающие 
ГБ, но имеющие сродство к ОБМ в 62 раза более активны 
в гидролизе ГБ, чем ОБМ. Фракции IgG из плазмы крови 
больных РС, связывающие ОБМ, в 1,3 раза более актив-
ны в гидролизе ОБМ, чем ГБ. Фракции, не связывающие 
ОБМ, но имеющие сродство к гистон-сефарозе более ак-
тивны как в гидролизе ОБМ, так и ГБ; гидролиз ГБ этими 
фракциями в 1,1-2,4 раза более эффективен, чем ОБМ.

Заключение. Впервые показано, что плазма кро-
ви больных РС и здоровых доноров содержит АТ к ГБ 
и ОБМ, обладающие каталитической активностью. Вы-
деленные препараты АТ из крови больных РС, но не здо-
ровых доноров, эффективно гидролизуют ГБ. АТ, взаимо-
действующие с иммобилизованными ОБМ и ГБ, гидро-
лизуют как ОБМ, так и ГБ. Эффективность гидролиза ГБ 
существенно выше, чем ОБМ.

ЦИТОКИНОВЫЙ СПЕКТР ПЛАЗМЫ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
С ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ ДО И ПОСЛЕ 
СТАНДАРТНОГО ЛЕЧЕНИЯ

Поляков Д.В., Солошенко В.В., Конопля Е.Н., 
Локтионов А.Л.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Цитокины являются одной из наиболее 
мощных систем регуляции и интеграции врожденных 
и адаптивных форм иммунного ответа. Кроме того, ис-
следование  концентрации цитокинов в плазме крови 
больных с различной соматической патологией позволя-
ет предполагать наличие новых механизмов развития бо-
лезни и разрабатывать в этой связи эффективные фарма-
кологические и нефармакологические способы лечения. 
Одним из актуальных заболеваний, характеризуемых вы-
сокими показателями летальности, несмотря на имею-
щиеся методы диагностики, а также появление новых ле-
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карственных средств с антибактериальной активностью, 
является внебольничная пневмония (ВП), патогенез ко-
торой все еще недостаточно изучен (Караулов А.В., Ка-
люжин О.В., 2013).  

Цель и задачи – оценка системы цитокинов до и после 
стандартного лечения у больных внебольничной пневмо-
нией средней степени тяжести. 

Материалы и методы. Под постоянным наблюдением 
в ОБУЗ «Городская клиническая больница №6» г. Курска 
находился  51 пациент с ВП средней степени тяжести. 
Средний возраст больных составлял 46,2±7,4. Все паци-
енты подвергались комплексному клиническому и ла-
бораторно-инструментальному обследованию: проводи-
лись сбор жалоб и анамнеза, физикальное обследование, 
электрокардиография, рентгенография грудной клетки, 
клинический и биохимический анализы крови, бактери-
ологический анализ мокроты. На момент госпитализа-
ции больные, в подавляющем большинстве, предъявляли 
жалобы на сухой или влажный кашель с мокротой, по-
вышение температуры тела до 38-39°С на фоне прогрес-
сирующей слабости, сонливости, снижения аппетита. 
У всех вошедших в исследование больных диагноз пнев-
монии был подтвержден наличием инфильтративных из-
менений при рентгенографии органов грудной клетки. 
Всем пациентам проводилось лечение в строгом соот-
ветствии с национальными рекомендациями (Россий-
ское респираторное общество/МАКМАХ, 2010), которое 
включало антибактериальные препараты, муколитики, 
инфузионную дезинтоксикационную и симптоматиче-
скую терапию. При помощи наборов для ИФА в плазме 
крови больных ВП до и после различных методов лече-
ния оценивали концентрацию провоспалительных (TNF, 
IL- 1β, IL-6, IL-8, IL-18), противовоспалительного (IL-4) 
цитокинов, GM-КСФ, IL-2, IFNγ, рецепторного антаго-
ниста к IL-1 (РАИЛ). Контрольная группа состояла из 12 
здоровых доноров того же возраста. 

Результаты и обсуждение. До лечения у больных ВП 
в плазме крови установлено повышение концентрации 
провоспалительных (TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18), про-
тивовоспалительного (IL-4) цитокинов, GM-КСФ, IL-2, 
IFNγ, снижение концентрации РАИЛ. Стандартное лече-
ние больных ВП корригировало содержание TNF, IL-1β, 
IL-6, IL-8, IL-18, G-КСФ, РАИЛ, в большей степени по-
вышало концентрацию IL-4 и IL-10. 

Заключение. Полученные результаты позволяют кон-
статировать провоспалительную направленность измене-
ний в системе цитокинов, о чем свидетельствует повыше-
ние концентрации основных медиаторов воспалительной 
реакции, инициирующих этот процесс (TNF, IL-1β, IL-6, 
IL-18), обеспечивающих мобилизацию гранулоцитарно-
го и моноцитарно-макрофагального звеньев (IL-8, IL-18, 
GM-КСФ), регуляторных факторов (IL- 2, IFNγ). Отме-
чается компенсаторное повышение содержания IL-4, на-
правленное на контроль генерализации воспалительной 
реакции. Лечение больных ВП в соответствии состандар-
том не позволяет нормализовать большинство нарушен-
ных показателей цитокинового статуса, что обосновывает 
включение в комплексное лечение ВП различных мето-
дов фармакологической и нефармакологической имму-
нореабилитации.

ИММУННЫЙ ГОМЕОСТАЗ И ЭНДОТЕЛИАЛЬНАЯ 
ДИСФУНКЦИЯ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ПАТОЛОГИИ 
ПАНКРЕАТОБИЛИАРНОЙ ОБЛАСТИ; КОРРЕКЦИЯ 
НАРУШЕНИЙ

Рагулина В.А.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Различные виды патологии, в том числе 
панкреатобилиарной области, сопряжены с нарушения-
ми иммунного гомеостаза и эндотелиальной дисфункци-
ей. В связи с тем, что недостаточно изучены взаимосвязь 
возникновения и развития эндотелиальной дисфункции 
и иммунных нарушений, особого внимания заслуживают 
исследования, в которых изучаются механизмы регули-
рования иммунного гомеостаза, играющего немаловаж-
ную роль в патогенезе эндотелиальной дисфункции.

Цель и задачи – оценить иммунные нарушения, сте-
пень эндотелиальной дисфункции и эффективность их 
коррекции производными 3-гидроксипиридина (3-ГП) 
в условиях экспериментальной патологии органов пан-
креатобилиарной области.  

Материалы и методы. Эксперименты проведены на 84 
здоровых крысах Вистар, массой 180-200 г с соблюдением 
принципов, изложенных в Конвенции по защите позво-
ночных животных. Острое токсическое поражение пече-
ни (ОТПП) моделировали внутрибрюшинным введением 
3 мл/кг четыреххлористого углерода (ЧХУ) в виде 50% 
раствора в оливковом масле, трехкратно, через 24 часа 
или внутрижелудочным введением индометацина (трех-
кратно, с интервалом 24 ч., по 5 мг/кг). Острый деструк-
тивный панкреатит (ОДП) моделировали по R.N. Wang. 
Производные 3-ГП вводили пятикратно, через 24 часа, 
внутрибрюшинно в экспериментально подобранных до-
зах: соединение ХС-9 – 35 мг/кг, «Этоксидол» и «Мек-
сидол» по 50 мг/кг. Степень эндотелиальной дисфунк-
ции у экспериментальных животных, а также степень 
ее коррекции исследуемыми препаратами оценивали 
по расчетному коэффициенту эндотелиальной дисфунк-
ции (КЭД). Выраженность гуморального иммунного от-
вета (ГИО) на эритроциты барана (ЭБ) оценивали путем 
определения в селезенке числа иммунных АОК (Зауэр Х., 
1989). Формирование реакции гиперчувствительности за-
медленного типа (ГЗТ)  индуцировали ЭБ (Федосеева Т.В. 
и др., 1993). Группа контроля состояла из 15 здоровых жи-
вотных.

Основные результаты. У животных с ОТПП, вызван-
ным введением ЧХУ, наблюдалась стимуляция развития 
как ГИО, так и ГЗТ. При ОТПП, вызванном введением 
ЧХУ, применение «Мексидола» корригировало, но не до 
контрольных значений, а «Этоксидола» и соединения 
ХС-9 – нормализовало количество иммунных АОК на ЭБ 
в селезенке отравленных животных и показатели, харак-
теризующие ГЗТ. У крыс с ОТПП, вызванным введением 
индометацина, в большей степени у животных с ОДП, 
наблюдалось угнетение ГИО и ГЗТ на ЭБ. При острой 
токсической гепатопатии, вызванной поступлением в ор-
ганизм индометацина, применение «Мексидола» не вли-
яло, соединения ХС-9 корригировало, а «Этоксидола» 
нормализовало показатели иммунной реактивности. 
В условиях ОДП «Мексидол» корригировал, но не до по-
казателей здоровых животных, а «Этоксидол» и соеди-
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нение ХС-9 нормализовали количество иммунных АОК 
на ЭБ в селезенке экспериментальных животных. При 
этом, все производные 3-ГП нормализовали развитие 
ГЗТ на ЭБ. Результаты функциональных проб на эндоте-
лийзависимое и эндотелийнезависимое расслабление со-
судов у животных с гепатобилиарной патологией на фоне 
лечения мексидолом, этоксидолом и ХС-9 позволили 
установить, что исследуемые препараты снижали КЭД. 
Максимальной эффективностью при всех видах патоло-
гии обладало соединение ХС-9, использование которого 
позволило нормализовать КЭД.

Заключение. Результаты указывают на выраженные 
иммуномодулирующие и эндотелиопретективные свой-
ства производных 3-ГП (в большей степени «Этоксидола» 
и соединения ХС-9) в условиях токсического поражения 
печени, вызванного различными по природе и механиз-
му действия гепатотропными токсикантами и экспери-
ментального ОДП. Эффекты производных 3-ГП связаны 
с влиянием на выработку гуморальных факторов как им-
муноцитами, так и клетками различных органов и тканей 
(в первую очередь, гепатоцитами) при измененной им-
мунной реактивности в условиях патологии, характеризу-
ющейся нарушением процессов перекисного окисления 
липидов и, как следствие, нарушением целостности кле-
точных мембран, развитием эндотелиальной дисфунк-
ции. 

КОРРЕКЦИЯ НАРУШЕНИЙ В СИСТЕМЕ КОМПЛЕМЕНТА 
У ПАЦИЕНТОВ С ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ 

Солошенко В.В., Поляков Д.В., Конопля А.И.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Факторы врожденного иммунитета, в том 
числе включающие систему комплемента, являются си-
стемой «быстрого реагирования» при развитии инфек-
ционного процесса, одним из которых является внеболь-
ничная пневмония (ВП), представляющая объективные 
трудности как в диагностике, так и в определении обо-
снованной лечебной тактики. Основная роль системы 
комплемента при попадании  в организм различных 
чужеродных агентов заключается в каскадной актива-
ции ее компонентов с последовательным образованием 
ферментативно активных форм путем расщепления мо-
лекул или объединением нескольких активных субъеди-
ниц в один мембраноатакующий комплекс, поражающий 
бактериальную клетку (Хаитов Р.М. и др., 2010). При этом 
нарушения в системе комплемента могут негативно ска-
зываться на течении инфекционного процесса, приводя 
к его хронизации или генерализации. 

Цель и задачи – изучение состояния системы компле-
мента и определение корригирующих эффектов дерина-
та, эссенциале форте Н и мексидола у больных внеболь-
ничной пневмонией. 

Материалы и методы. Под постоянным наблюдением 
в МБУЗ «Городская клиническая больница №2» г. Белго-
рода находилось 42 пациента с ВП средней степени тя-
жести, средний возраст которых составлял 45,2±6,9. Все 
пациенты подвергались комплексному клиническому 
и лабораторно-инструментальному обследованию, кроме 
того, лечение проводилось в строгом соответствии с на-
циональными рекомендациями (Российское респиратор-

ное общество/МАКМАХ, 2010), которое включало анти-
бактериальные препараты, муколитики, инфузионную 
дезинтоксикационную и симптоматическую терапию. 
У половины больных исследуемой группы на основании 
информированного согласия дополнительно применяли 
сочетание деринат (1,5% - 5,0, внутримышечно, через 24 
часа, №10), эссенциале форте Н (по 2 капс., перорально, 
через 6 часов, №42), мексидол (200 мг, внутривенно, через 
24 часа, №10). При помощи наборов для ИФА в плазме 
крови больных ВП до и после различных методов лечения 
оценивали концентрацию компонентов системы ком-
племента (С3, С3а, С4, С5, С5а) и ее регуляторов (фактора 
Н и С1-ингибитора). Контрольная группа состояла из 12 
здоровых доноров того же возраста. 

Основные результаты. У больных ВП до начала лечения 
в плазме крови установлено повышение концентрации 
С5а-компонента системы комплемента, С1-ингибитора, 
снижение содержания С3, С3а, С4, С5-компонентов ком-
племента, при нормальном уровне С1-ингибитора и фак-
тора Н. Лечение больных ВП по стандарту корригировало 
содержание С4, С5а-компонентов комплемента. Включе-
ние в комплексное лечение комбинации деринат, эссен-
циале форте Н и мексидола дополнительно нормализо-
вало содержание С5а-компонента системы комплемента, 
в больше степени корригировало концентрацию С3, С5-
компонентов комплемента.

Заключение. Таким образом, у больных ВП наблюда-
ется снижение концентрации в плазме крови большин-
ства исследованных компонентов системы комплемента, 
что можно связать с инфекционной природой самого 
заболевания, поскольку в основе его патогенеза лежит 
воспалительная реакция. Лечение согласно существую-
щим рекомендациям включает препараты, обладающие 
только антибактериальной и противовоспалительной 
активностью, в то время как лабораторные изменения, 
определяемые у больных с ВП, требуют дополнительно-
го включения в схему лечения препаратов, обладающих 
и иммуномодулирующей, антиоксидантной и мембра-
нопротекторной активностью. В этой связи стандартное 
лечение только корригировало отдельные показатели 
системы комплемента. Более эффективно в коррекции 
нарушенных показателей оказалось сочетание дерината, 
эссенциале форте Н и мексидола, что обосновывает их 
включение в комплексное лечение больных ВП.

АНАЛИЗ БИОХИМИЧЕСКОЙ И БИОЛОГИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ АРГИНИНДЕИМИНАЗЫ STREPTOCOCCUS 
PYOGENES

Старикова Э.А., Соколов А.В., Власенко А.Ю., 
Бурова Л.А., Фрейдлин И.С.

Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение "Институт экспериментальной медицины"

Введение. Метаболизм аргинина играет важную роль 
в регуляции функций эукариотических клеток. Многие 
патогены используют метаболические пути аргинина 
организма хозяина для успешной инвазии и диссеми-
нации (Priyanka Das, 2010). Одним из бактериальных 
ферментов, метаболизирующих аргинин, является арги-
ниндеиминаза (Manuel Zuniga, 2002). Показано, что  ар-
гининдеиминаза патогенных микрорганизмов M. arginini 
и P. aeruginosa подавляют пролиферативную активность 



381

«Дни Иммунологии в Санкт-Петербурге 2015»
Immunology Days in St. Petersburg 20152015, Vol. 17,  4

2015, Т. 17, № 4

эукариотических клеток, а также ингибируют процесс 
ангиогенеза (I.-S. Park, 2003; R.H. Kim, 2009). Пиогенный 
стрептококк относится к патогенам, которые вызывают 
тяжелые инфекционные заболевания у человека, часто 
приводящие к развитию осложнений (Cunningham M.W., 
2000). Роль аргининдеиминазы в патогенезе стрептокок-
ковой инфекции остается слабо изученной. Цель данного 
исследования состояла в выделении из продуктов разру-
шения пиогенного стрептококка и последующем прове-
дении  анализа биохимической и биологической актив-
ности АД S. pyogenes, серологической группы А, тип М22, 
штамм AL168.

Материалы и методы. В экспериментах использовали 
супернатант разрушенных ультразвуком стрептококко-
вых клеток. Для выделения аргининдеиминазы последо-
вательно использовали ионообменную хроматографию 
на UNO-sphere Q, гель-фильтрацию на Sephacryl S-200 
HR и аффинную хроматографию на аргинин-сефаро-
зе. Отбирали фракции, которые обладали способностью 
снижать концентрацию гуанидиновых групп аргинина 
и вызывали подавление пролиферации эндотелиальных 
клеток линии EA.hy926 не менее чем на 50% при разведе-
нии фракции в 25 раз. Идентификацию аргининдеимиазы 
проводили с помощью масс-спектрометрии фрагментов 
трипсинолиса, полученные пептидные фингерпринты 
анализировали on line при помощи программы MASCOT 
(http://www.matrixscience.com). Для определения гуани-
диновых групп аргинина использовали модифицирован-
ную реакцию Сукагучи. Пролиферативную активность 
клеток оценивали по их распределению по фазам кле-
точного цикла, а также с использованием спектрофото-
метрического метода (путем окрашивания монослоя кра-
сителем кристаллическим фиолетовым). Статистический 
анализ данных проводили c использованием t-критерия 
Стьюдента. Результаты. При SDS-электрофорезе в ПААГ 
во фракциях с антипролиферативной активностью был 
выявлен белок с M около 40 kDa, который был подвер-
гнут масс-спектрометрическому анализу фрагментов 
трипсинолиза. Были найдены от 9 до 10 пептидов, соот-
ветствующих аргининдеиминазы из различных штаммов 
S. pyogenes серотипов M1, М2, М3, М4, М5, М6, M12, 
M18, M28, M49. Выделенный фермент отличался высо-
кой процессивностью (число оборотов 35/c) и оптиму-
мом pH – 6,8 – наиболее близким к рН плазмы крови 
(7,4). Его удельная активность составляла 46,7 мкмоль 
Agr/мин/мг белка. Изучение биологической активности 
аргининдеиминазы показало достоверное дозозависимое 
снижение пролиферативной активности эндотелиальных 
клеток до 60% (3 мкг аргининдеиминазы/мл), что соот-
ветствовало биологической активности супернатанта раз-
рушенных ультразвуком стрептококков при разведении 
1/50. При добавлении в культуральную среду экзогенного 
L-Arg в нарастающей концентрации способность фер-
мента подавлять пролиферацию клеток частично сни-
жалась, но полного восстановления  пролиферативной 
активности клеток до уровня контроля не происходило, 
предположительно из-за появления в среде токсичного 
метаболита L-Arg – аммиака.

Заключение. Анализ биохимической и биологической 
активности аргинидеиминазы S. pyogenes, M22 показал, 
что фермент обладает активностью, сравнимой с изучен-
ными ферментами других микроорганизмов, и может 
играть важную роль в патогенезе стрептококковой ин-
фекции.

ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОГО И ОКСИДАНТНОГО 
СТАТУСА ПРИ ДИАГНОСТИКЕ ОСТРОГО ПАНКРЕАТИТА 
БИЛИАРНОЙ И НЕБИЛИАРНОЙ ЭТИОЛОГИИ

Суняйкина О.А., Конопля А.И.,  Локтионов А.Л., 
Быстрова Н.А., Микаелян П.К., Азарова Ю.Э.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Использование общепринятых лаборатор-
ных методов определения тяжести течения и эффектив-
ности лечения многих заболеваний не приносит нужного 
результата и в основном играет роль скринингового ис-
следования.  В этой связи весьма перспективен диффе-
ренцированный подход построения диагностического  
алгоритма в зависимости от этиологии острого панкре-
атита (ОП), в частности билиарной или небилиарной 
(ОБП и ОНБП) этиологии.

Цель и задачи – разработка дифференцированных 
подходов к лабораторной диагностике острого отечного 
и деструктивного билиарного и небилиарного панкреа-
тита.

Материалы и методы. Под постоянным наблюдением 
в течение 6 лет в хирургическом отделении ОБУЗ «Кур-
ская городская клиническая больница №4» находилось 
282 пациента в возрасте от 24 до 70 лет с различными фор-
мами ОБП и ОНБП, из которых  120 больных с отечной 
формой ОП (из них 62 с ОБП не оперированных и  опе-
рированных по поводу желчнокаменной болезни и ее ос-
ложнений и 58 с ОНБП) и 65 пациентов с деструктивным 
ОП (25 – с ОБП и 40 – с ОНБП) с прогнозируемым лег-
ким течением (менее 6 баллов по шкале APACHEII), в хи-
рургическом лечении которых были исключительно ис-
пользованы малоинвазивные методики. Уровень в сыво-
ротке крови TNF, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-18, G-КСФ, 
IFNα, IFNγ, IL-4, IL-10, РАИЛ, С3, С4- компонентов 
комплемента, фактора Н и С1-ингибитора, определяли 
с помощью наборов реагентов методом твердофазного 
иммуноферментного анализа. Выраженность перекисно-
го окисления липидов оценивали по концентрации ацил-
гидроперекисей (АГП) и малоновогодиальдегида (МДА). 
Кроме этого, определяли активность каталазы и суперок-
сиддисмутазы (СОД), общую антиокислительную актив-
ность (ОАА), содержание стабильных метаболитов окси-
да азота (СМNO). Активность и интенсивность фагоцитоза 
нейтрофилов, выделенных из периферической крови, 
оценивали по фагоцитарному индексу, фагоцитарному 
числу и индексу активности фагоцитоза. Активность кис-
лородзависимых систем нейтрофилов оценивали по ре-
акции восстановления нитросинеготетразолия, спонтан-
ного и стимулированного зимозаном с расчетом функци-
онального резерва нейтрофилов. В полученных по методу 
E. Beutler  эритроцитах определяли уровень АГП, МДА, 
СМNO, ОАА, активность СОД и каталазы.  Кроме этого, 
оценивали общую сорбционную способность эритроци-
тов и сорбционную емкость их гликокаликса. Мембраны 
эритроцитов получали методом G.T. Dodge, электрофорез 
мембранных белков проводили по методу U.K.Laemmli. 
Белки окрашивали Кумасиголубым R-250  по  модифи-
цированной методике G. Fairbanks. Липиды мембран вы-
деляли методом тонкослойной хроматографии.

Основные результаты. При отечной форме ОП уста-
новлены максимально измененные до стандартного ле-
чения показатели иммунного статуса у больных с ОНБП 
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и с ОБП, оперированных по поводу желчнокаменной 
болезни и ее осложнений. При этом с прогностической 
целью предложено использование определения в  сыво-
ротке крови концентрации TNF, IL-2, IL-4, IL-10, С3-
компонента комплемента. Критерием деструктивных 
форм ОП являются  изменения оксидантных и антиок-
сидантных показателей, содержание белков и липидов 
в мембранах эритроцитов. Лабораторными дифферен-
циально-диагностическими признаками деструктивных 
ОБП и ОНБП являются разнонаправленные изменения 
эритроцитарных сорбционных маркеров эритроцитов, 
IL-2, ОАА, IL-6, IL-10, С3-компонент комплемента, 
мембранная эритроцитарная представительность холе-
стерола, фосфатидилэтаноламина, лизофосфатидил-
холина,   фосфатидилинозитола, глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы, глутатион-S-трансферазы, эфи-
ров холестерола, моно- и диглицеридов.

Заключение. Предложены лабораторные иммунные 
и метаболические показатели компонентов перифериче-
ской крови для дифференциально-диагностических кри-
териев острого отечного и деструктивного билиарного 
и небилиарного панкреатита.

ХРОНИЧЕСКАЯ ИШЕМИЯ ГОЛОВНОГО МОЗГА: 
ИММУНОМЕТАБОЛИЧЕСКИЕ НАРУШЕНИЯ, КОРРЕКЦИЯ 

Шульгинова А.А.

Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

Введение. Одно из центральных мест в изучении це-
реброваскулярной патологии занимает проблема лече-
ния больных с хронической ишемией головного мозга 
(ХИМ). Иммунное воспаление и нарушение липидного 
обмена приводят к необратимому повреждению фосфо-
липидных мембранных комплексов и деструктивному 
процессу в нейроглии, что является одной из причин кли-
нических проявлений ХИМ. Это диктует необходимость 
оптимизации лечения таких больных применением наи-
более эффективных сочетаний ноотропных и антиокси-
дантных препаратов.

Цель и задачи – установление иммунных и метаболи-
ческих нарушений и выявление эффективности исполь-
зования фармакотерапии, включающей комбинацию 
препаратов ноотропного и антиоксидантного действия 
у пациентов с ХИМ.

Материалы и методы. Анализу подвергнуты результаты 
лечения 57 пациентов со II стадией ХИМ на фоне гипер-
тонической болезни II стадии, которые были поделены 
на 3 группы, получавшие комплексную базовую и допол-
нительную терапию парными сочетаниями ноотропных 
и антиоксидантных препаратов. Иммунные нарушения 
оценивали по уровню в плазме крови цитокинов (TNF, 
IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18, IL-4, IL-10, рецепторного анта-
гониста IL-1 (РАИЛ), IFNγ, IL-2, IL-17), компонентов 
комплемента (С3, С3а, С4, С5, С5а), ее ингибиторов (факто-
ра Н, С1-ингибитора), иммуноглобулинов классов M, G, 

A. Метаболические изменения устанавливали по концен-
трации ацилгидроперекисей АГП), малонового диальде-
гида (МДА), церулоплазмина (ЦП), С-реактивного белка 
(СРБ), неоптерина, стабильных метаболитов оксида азо-
та (СМNO), активности каталазы, супероксиддисмутазы 
(СОД), общей антиокислительной активности (ОАА) сы-
воротки крови.

Основные результаты. До начала лечения в плазме кро-
ви больных ХИМ установлено значительное повышение 
концентрации цитокинов: IFNγ, IL-2, IL-17, провоспа-
лительных (TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18) с одновремен-
ным повышением противовоспалительных IL-4 и IL-10 
при неизмененном содержании РАИЛ. Также выявлено 
повышение уровня С5, С5а, снижение содержания С3, С4-
компонентов системы комплемента и всех исследован-
ных классов иммуноглобулинов (IgM, IgG, IgA) при не-
измененной концентрации, по сравнению с контрольной 
группой, фактора Н, С1-ингибитора  и С3а компонента, 
отмечено повышение концентрации СМNO, СРБ, МДА, 
АГП, значительное снижение активности СОД и катала-
зы, ОАА, уровня ЦП, увеличение содержания неоптери-
на. Введение в схему лечения церебролизина и мексидола  
нормализовало уровень С3, С4-компонентов комплемен-
та и IgG, ОАА, МДА, активность каталазы, снижало кон-
центрацию TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18, IFNγ, IL-2, IL-
17, С5-компонента комплемента, активность СОД, уро-
вень АГП, неоптерина и СРБ, повышало содержание IgA, 
IL-10 и РАИЛ. При использовании эмоксипина и пира-
цетама отмечена нормализация уровня IL-17, С3, С4-
компонентов комплемента и IgG, МДА, СРБ, ОАА и ак-
тивность СОД, коррекция содержания TNF, IL-1β, IL-6, 
IL-8, IL- 18, IFNγ, IL-2, С5, С5а-компонентов комплемен-
та, IgA и М, АГП, неоптерина и СМNO, ЦП, повышение 
концентрации противовоспалительных цитокинов IL-4, 
IL-10, РАИЛ, С1-ингибитора и фактора Н, активность 
каталазы. Аналогичные, но более выраженные корриги-
рующие эффекты на иммунные и метаболические пока-
затели, оказывала комбинация актовегин и церетон. 

Заключение. На основании исследования пациен-
тов с ХИМ при поступлении в клинику  изменения им-
мунометаболических показателей прямо или косвенно 
свидетельствует о наличии иммунного воспаления, дис-
функции эндотелия, «оксидантного стресса», снижении 
антиоксидантной защиты. Наибольшей эффективно-
стью обладает сочетание актовегин и церетон, наимень-
шей – применение церебролизина и мексидола, проме-
жуточной – использование эмоксипина и пирацетама. 
Сравнивая результаты лабораторных изменений на фоне 
различных схем фармакотерапии с клиническими данны-
ми, установлено их совпадение. Своевременно начатое 
лечение, особенно использование сочетаниия актовегина 
и церетона, может на долгие годы сохранить професси-
ональную, социальную и бытовую адаптацию больных 
ХИМ, улучшить прогноз в отношении продолжительно-
сти жизни. 
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XV ВСЕРОССИЙСКИЙ НАУЧНЫЙ ФОРУМ 
С МЕЖДУНАРОДНЫМ УЧАСТИЕМ ИМЕНИ 
АКАДЕМИКА В.И. ИОФФЕ
«ДНИ ИММУНОЛОГИИ В САНКТ-ПЕТЕРБУРГЕ»
1 – 4 ИЮНЯ 2015 ГОДА, САНКТ-ПЕТЕРБУРГ, РОССИЯ

XV Всероссийский научный Форум с международным участием имени академика В.И. Иоффе 
«Дни иммунологии в Санкт-Петербурге» состоялся в Санкт-Петербурге 1 – 4 июня 2015 года в кон-
гресс-холле «Васильевский» по адресу: Васильевский остров, набережная реки Смоленки, д. 2.

Так же как и в предыдущие годы, основными организаторами Форума являлись Институт экспери-
ментальной медицины, НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера и Первый СПбГМУ 
им. акад. И.П. Павлова в сотрудничестве с такими общественными организациями, как Санкт-
Петербургское отделение Российской ассоциации аллергологов и клинических иммунологов и Рос-
сийское научное общество иммунологов. Традиционно Форум проходил под эгидой Минздрава, РАН, 
Роспотребнадзора при поддержке Правительства Санкт-Петербурга в лице Комитета по здравоохра-
нению и Комитета по науке и высшей школе.

На Форуме 2015 г. состоялось вручение почетного знака имени академика В.И. Иоффе, учрежден-
ного в 2003 г. СЗО РАМН и СПб РО РААКИ, следующим лауреатам:

• члену-корреспонденту РАН, профессору Кетлинскому Сергею Александровичу в номинации 
«За достижения в области фундаментальной иммунологии»;

• академику РАН, профессору Мазурову Вадиму Ивановичу в номинации «За достижения в об-
ласти клинической иммунологии»;

• профессору Ласло Мароди (Laszlo Marodi), Дебрецен, Венгрия, в номинации «За вклад в раз-
витие клинической иммунологии в Российской Федерации».

Традиционно на Форуме обсуждались самые актуальные вопросы фундаментальной и приклад-
ной иммунологии, среди которых с каждым годом увеличивается доля молекулярно-биологических 
проблем. Это нашло отражение и в тематике материалов, представленных в этом году для участия 
в Форуме. Внимание многих участников Форума привлекли проблемы: антицитокиновой терапии 
аутоиммунных заболеваний, создания новых вакцин, модуляции иммунного ответа при опухлевом 
росте и при вирусных инфекциях, биологической роли антибиотических пептидов, механизмов ба-
ланса микробиоты и иммунной системы организма.

Из традиционных форм были сохранены вводные пленарные заседания с лекциями ведущих спе-
циалистов по вопросам, одинаково интересным для всей аудитории. Сохранена завоевавшая попу-
лярность традиция проведения отдельных заседаний «Клуба молодого иммунолога», посвященных 
вопросам фундаментальной и прикладной иммунологии с докладами самых молодых участников Фо-
рума. Проведен также специальный сателлитный симпозиум на тему «Первичные иммунодефициты» 
в рамках Международного образовательного проекта по первичным иммунодефицитам при актив-
ном участии отечественных и зарубежных специалистов.

В ряде случаев традиционные монотематические заседания уступали место «Круглым столам». Это 
дало возможность более широкому кругу участников принять участие в обсуждении проблем и пер-
спектив развития лабораторной службы центров СПИД, диагностики и лечения первичных иммуно-
дефицитов, этических проблем и практики вакцинации в разных странах. Последней проблеме был 
посвящен специальный сателлитный симпозиум, проведенный совместно с Европейским Форумом 
по качественной клинической практике (EFGCP). Многих участников Форума привлек и круглый 
стол «Стандартизация лабораторных иммунологических исследований»               

Параллельно с заседаниями Форума проходила работа Всероссийской школы «Проточная цито-
метрия в диагностике иммунодефицитных состояний», которая включала лекции ведущих специали-
стов и практические занятия для овладения современными методами и современными приборами 
для лабораторной иммунологической диагностики.



384

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Chronicle
Дневник иммунолога

В период подготовки Форума оргкомитетом были выбраны и сформулированы наиболее спорные 
на сегодняшний день вопросы: «полезна или вредна микробиота организма». Этот вопрос фундамен-
тальной иммунологии горячо обсуждался на одном из заседаний круглого стола «Иммунологическая 
революция», на котором столкнулись противоположные точки зрения на этот вопрос иммунологов 
и микробиологов. Вторую дискуссию «Иммунологическая революция» посвятили спорным вопро-
сам клинической иммунологической диагностики, касающимся установлению референтных величин 
нормы по каждому иммунологическому показателю. 

Доклады, представленные на трех заседаниях «Клуба молодого иммунолога», свидетельствуют 
о том, что молодежь занята наиболее современными проблемами фундаментальной и прикладной 
иммунологии, владеет широким арсеналом современных иммунологических и молекулярно-биоло-
гических методов. Многие молодые докладчики продемонстрировали профессиональную зрелость 
и аналитические способности. Многие молодежные исследования выполнены с использованием тка-
невых и клеточных культур. Лучшие 9 докладов молодых иммунологов были отмечены и награждены 
конкурсной комиссией. 

Также был проведен конкурс на лучший стендовый доклад по трем номинациям: иммунорегуля-
ция, иммунодиагностика и иммунотерапия. Лучшие получили признание и были премированы.

Всего в работе Форума приняли участие более 460 человек. Форум вполне оправдал название 
Всероссийский, т.к. в нем приняли участие специалисты из 51 региона России: Абакан, Астрахань, 
Барнаул, Бердск, Великий Новгород, Владивосток, Волгоград, Екатеринбург, Иваново, Ижевск, 
Иркутск, Кабардино-Балкария, Казань, Калининград, Калужская область, Кемерово, Киров, Крас-
нодар, Красноярск, Курск, Магадан, Майкоп, Москва, Московская область, Мурманская область, 
Нальчик, Нижний Новгород, Новокузнецк, Новосибирск, Омск, Оренбург, Пенза, Пермь, Петро-
заводск, Ростов-на-Дону, Самара, Санкт-Петербург, Саранск, Саратов, Смоленск, Томск, Тюмень, 
Улан-Удэ, Ульяновск, Уфа, Хабаровск, Чебоксары, Челябинск, Чита, Якутск, Ярославль. Междуна-
родное участие было представлено 23 коллегами из США, Канады, Германии, Франции, Испании, 
Венгрии, Польши, Словакии, Республики Гвинея, Белоруссии, Эстонии и Республики Молдова, до-
клады которых были посвящены:

• диагностике и лечению первичных иммунодефицитов;
• лихорадке, вызываемой вирусом Эбола;
• диагностике туберкулеза;
• аутоиммунным заболеваниям;
• биоэтическим вопросам применения иммунобиологических препаратов.
На форуме 2015 г. по сравнению с предыдущими годами отчетливо проявилась тенденция мето-

дического совершенствования исследований отечественных иммунологов, укрепления приборной 
базы, более широкого использования автоматизированных методов с объективным учетом результа-
тов. Судя по представленным материалам, из года в год расширяется сфера применения иммуномо-
дулирующих препаратов и других способов иммунокоррекции.

К сожалению, сохраняется существенный разрыв между современными достижениями фундамен-
тальной иммунологии и их внедрением в клиническую практику. Страдает уровень подготовки врачей 
в области иммунологии, о чем свидетельствовали отдельные сообщения на секционных заседаниях.

На закрытии Форума было единодушно и с большим энтузиазмом принято пожелание продол-
жить традицию проведения «Дней иммунологии в Санкт-Петербурге».

Оргкомитет Форума считает своим приятным долгом выразить благодарность Комитету по науке 
и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга, Генеральному спонсору – компании «КЕДРИОН 
БИОФАРМА», Главному спонсору – компании «БЕКМАН КУЛЬТЕР», а также спонсорам и участ-
никам выставки, финансовая поддержка которых сделала возможной организацию и проведение Фо-
рума.
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Статьи представляются в редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в соответствии с требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

ного исследования. Допускается объем статьи до 20 
машинописных страниц, включая рисунки, табли-
цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•  Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

•  Материалы и методы могут излагаться в виде 
отдельных фрагментов с короткими подза-
головками. Все нетрадиционные модифи-
кации методов должны быть описаны с до-
статочной степенью подробности. Для всех 
используемых в работе реактивов, животных, 
клеточных культур и т.д. необходимо точно 
указывать производителей и/или источники 
получения (с названиями страны, фирмы, 
института).

•  Результаты описываются в логической после-
довательности в виде отдельных фрагментов, 
разделенных подзаголовками, без элементов 
обсуждения, без повторения методических 
подробностей, без дублирования цифровых 
данных, приведенных в таблицах и рисунках.

•  В обсуждении проводится детальный анализ 
полученных данных в сопоставлении с дан-
ными литературы, что служит обоснованием 
выводов и заключений авторов.

•  Раздел «Благодарности» не является обяза-
тельным, но крайне желателен. В этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
вавшим работу в процессе ее выполнения  
и/или написания, а также техническому 
персоналу за помощь в выполнении иссле-
дований. Благодарности за предоставление 
специ фических реактивов или оборудова-
ния, как правило, помещаются в разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и публикуются в короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописными 
страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не может быть более 3, а список использованных 
литературных источников не должен превышать 
15. Титульный лист оформляется, как описано 
выше. Разделы краткого сообщения аналогичны 
вышеописанным разделам оригинальной статьи, 

но не выделяются заголовками и подзаголовками, 
результаты могут быть изложены вместе с обсужде-
нием. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или могут быть рекомендованы 
одним из членов редколлегии. Более подробную 
информацию о правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человеческого 
интерлейкина-1β на репарацию язвенных повреж-
дений слизистой оболочки желудка // Цитокины 
и воспаление. – 2012. – Т. 11, №1. – С. 64-69.

Varjushina Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbircev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Cytokines and 
Inflammation, 2012, Vol. 11, no.1, pp. 64-69.

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические аспекты язвенной болезни желудка. – 
М.: Анахарсис, 2009. – 328 с.

Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. Clinical and 
pathogenetic aspects of gastric ulcer. Мoscow: 
Аnachаrsis, 2009, 328 p.

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets. J. 
Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites 
D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion & Lange, 1994, 
pp. 66-79.

Ссылки на литературные источники в тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
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ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 
а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и рисун-
ков) не должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
• максимальная высота – 210 мм
•  максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Для пометок в таблицах следует использовать одну 
или несколько (*). Пояснения печатаются после 
соответствующего количества (*) под таблицей. 
Единицы измерения, при необходимости, включа-
ются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в тексте статьи. Названия рисунков 
и подписи к ним выносятся в виде списка на от-
дельную страницу. В списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. На обороте каждой 
иллюстрации подписывается фамилия первого ав-
тора, название статьи и порядковый номер. Для пу-
бликации в журнале принимаются только оригина-
лы фотографий (не ксерокопии) хорошего качества, 
максимально приближенные к вышеуказанным 
размерам. Фотографии не должны иметь больших 
полей, т.е. фотографический материал должен за-
нимать всю площадь фотографии. Рисунки могут 
быть представлены в графических форматах с рас-
ширением .tiff (разрешение не менее 300 dpi при 
100% масштабе), .eps или .ai. Изображения, встро-
енные в документы Word, не принимаются. Графи-
ки и диаграммы предоставляются вместе с табли-
цами, на основе которых они были созданы, или с 
численными обозначениями показателей, отобра-

жаемых соответствующими графическими элемен-
тами (столбиками, секторами и т.п.) в виде файлов 
с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в журнале «Инфекция и иммунитет» является бес-
платной для авторов и учреждений, в которых они 
работают. Редакция может потребовать оплату 
в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.  Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и на любом языке без согласования 
с руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об авторском праве и смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.  Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.  Помимо файла со статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1)  Файл с метаданными (при загрузке в си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•  Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за дальнейшую переписку с ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•  Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в русском и официально 
принятом английском вариантах).

•  Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на русском и анг-
лийском языках).

•  Телефон, факс (с указанием кода страны 
и города), e-mail.

•  Фамилия и инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.
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•  Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•  Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•  Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•  Дата отправления работы.

2)  Отсканированная копия  файла с метадан-
ными, подписанная всеми авторами (при 
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Рисунок 2. Оценка «раннего» апоптоза лимфоцитов-эффекторов КЧ при обработке МБФ и КД in vitro (8 ч инкубации)
Примечание. A – контроль, Б – инкубация с МБФ, В – инкубация с КД.
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