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За последние 25 лет фундаментальная им-
мунология обогатилась новыми знаниями, что 
значительно расширило понимание механиз-
мов развития иммунозависимых патологий и 
роли иммунной системы в поддержании гомео-
стаза организма в самом широком смысле это-
го понятия. К таким открытиям можно отнести 
детальное описание системы цитокинов, суб-
популяций Т-лимфоцитов хелперов 1-го и 2-го 
типов, Т-регуляторных клеток и их роли в под-
держании толерантности, важнейших функций 
дендритных клеток и их Toll-like рецепторов в 
развитии иммунного ответа и гармонизации 
врожденного и приобретенного иммунитета, по-
нимание роли естественных киллерных клеток в 
реализации защитных цитотоксических функ-
ций при вирусных и онкологических заболева-
ниях и, наконец, недавнее открытие Т-хелперов 
17 и их роли в иммунопатологии.

Темпы развития в мире фундаментальной и 
прикладной иммунологии впечатляют; Однако, 
не менее впечатляющими, к сожалению, выгля-

дят темпы увеличения частоты иммуноаллерго-
патологий.

По данным ВОЗ распространение имму-
нодефицитов и аллергических заболеваний 
увеличивается во всем мире. Количество вы-
явленных первичных генетически детермини-
рованных иммунодефицитов составляет около 
1% населения, приобретенных – до 20%. Ев-
ропейской академией клинической иммуноло-
гии и аллергологии рассчитано, что в Украине 
количество детей, пациентов первичными им-
мунодефицитами может достигать 250 тыс. По 
подсчетам ВОЗ от 30 до 38% населения Укра-
ины может страдать нарушениями иммунной 
системы. Прогнозируется, что в 2015 году 40% 
взрослого населения Европы будут страдать 
аллергией. 

Внедрение в клиническую практику иммуно-
тропных препаратов открыло небывалые пер-
спективы в борьбе с раком, аутоиммунными за-
болеваниями, иммунодефицитными состояния-
ми и другой иммунозависимой патологией.
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Недавно открытый третий клон хелперных Т клеток 
(Th17) позволяет по-новому взглянуть на механизмы раз-
вития аутоиммунных заболеваний и иммунные ответы, не-
обходимые для эффективной противомикробной защиты. 
Эти клетки отличаются от других клонов CD4+ Т лимфоци-
тов. Главной особенностью субпопуляции является про-
дукция значительного количества IL-17 и других провос-
палительных цитокинов, что определяет ее роль в защите 
против инфекций, вызванных внеклеточными микроорга-
низмами и грибками. Однако ответы Th17 могут быть также 
связаны с вирусной персистенцией и развитием аллергии 
и аутоиммунных заболеваний. Очевидно, что в процессе 
эффективного защитного ответа организма на инфекцию 
поддерживается тонкий баланс между субпопуляциями Т 

клеток, который важен для последовательного включения 
механизмов защиты. Нарушение этого баланса приводит 
к изменению пропорции и степени активации отдельных 
клонов Т лимфоцитов и, в итоге, к развитию аутоиммунной 
патологии.

Ключевые слова: Th17 лимфоциты, аутоиммунные за-
болевания.
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A new subtype of CD4+ T lymphocytes have recently been 
described, and have provided new insights into the mechanism 
that are important in the development of autoimmune diseases 
and the immune responses that are essential for effective 
antimicrobial host defense.



11

ІМУНОЛОГІЯ ТА АЛЕРГОЛОГІЯ: НАУКА І ПРАКТИКА. 2’2011

Хочется отметить, что любые новые знания, 
полученные в области фундаментальной имму-
нологии, немедленно внедряются в практиче-
ское здравоохранение, будь-то лабораторная 
диагностика или лечебные препараты. К насто-
ящему времени созданы и продолжают созда-
ваться многочисленные иммунотропные препа-
раты (иммуномодуляторы).

Развитие иммунологии привело к понима-
нию того, что действие иммуномодуляторов 
определяется особенностями иммунной систе-
мы, а именно, взаимосвязанным и взаимоза-
висимым функционированием клеточных эле-
ментов, которые принимают участие в развитии 
иммунного ответа. Особенно это касается изу-
чения функциональной активности иммуноком-
петентных клеток путем анализа их пролифе-
ративной способности и особенно продукции 
цитокинов, которые играют роль медиаторов, 
обеспечивающих кооперативное межклеточное 
взаимодействие.

Из вышеизложенного следует, что изучение 
in vitro и in vivo влияния современных иммуно-
тропных препаратов на иммунокомпетентные 
клетки является одним из ключевых параметров 
при оценки их эффективности и оптимизации 
дальнейших терапевтических мероприятий.

В настоящее время наблюдается неуклон-
ный рост числа пациентов с непрерывно-
рецидивирующими хроническими воспалитель-
ными заболеваниями, в основе которых лежит 
вторичное иммунодефицитное состояние. Как 
показывают исследования, у этой категории па-
циентов выявляются не только признаки иммун-
ной дисфункции, но и маркеры хронической ви-
русной или другой внутриклеточной инфекции. 
Наиболее часто обнаруживают репликацию ви-
русов герпес-группы, для которых характерна 
пожизненная персистенция в организме чело-
века (HVS; EBV; CMV; HVS-VI).

Присутствие вирусов герпеса в организме 
хозяина создает постоянную угрозу их реакти-
вации. Ослабление иммунной защиты позволя-
ет им размножаться и распространяться в орга-
низме хозяина в течение длительного времени. 
Реактивация, т.е. переход от персистенции к 
полномасштабной репликации – отражает утра-
ту или частичную неполноценность иммуноло-
гического контроля над вирусной инфекцией.

Ранее нами было показано, что у пациентов 
с часто рецидивирующим герпесом 1 и 2 ти-
пов (HVS-1,2) снижена продукция IL-12, IFN- и 
IFN- мононуклеарными клетками перифериче-
ской крови (МКПК) не только в остром периоде 
заболевания, но и в период ремиссии [2]. Это 
свидетельствует о необходимости использова-
ния иммунотропных препаратов направленных 
на активацию цитокин-продуцирующей актив-
ности МКПК у такого рода пациентов. 

По нашим данним, еще одним механизмом, 
способствующим развитию рецидива герпес-
вирусной инфекции, является нарушение про-
дукции IL-12, -15 и –18 и, связанное с этим, сни-
жение функциональной активности NК-клеток 
[1, 2]. 

Во всем мире продолжается поиск препара-
тов, позволяющих поддерживать функциональ-
ную активность иммунной системы на должном 
уровне, что в свою очередь, способствует сни-
жению частоты рецидивов персистирующей ви-
русной инфекции.

В настоящее время большое внимание вра-
чей и пациентов привлекает использование ме-
тодов и средств альтернативной и комплемен-
тарной медицины, которые рассматриваются 
как один из подходов в снижении побочных эф-
фектов химиотерапии опухолей. Многие паци-
енты используют эти методы с надеждой снять 
побочные эффекты химиотерапии и получить 
дополнительный противоопухолевый эффект 
за счет активации иммунной системы [4]. На-
пример, в Японии 44,6% пациентов с опухолями 
принимают биологически активные пищевые 
добавки, большинство из которых содержат 
гриб шиитаке и гриб агарикус (Agaricus blazei 
Murill) [14]. 

Наше внимание привлек препарат AHCC 
(Active Hexose – Correlated Compaund), который 
проявил себя как потенциальный модификатор 
биологического ответа и широко используется 
в Японии как нутрицевтик у пациентов с опухо-
лями и вирусной патологией [6].

АНСС (active hexose correlated compound) 
– смесь активных производных гексозы – кол-
лективный термин для растительных полисаха-
ридов, экстрагированных из жидкой культуры 
мицелия гриба шиитаке (Lentinula edodes). Пре-
парат зарегистрирован в Украине как биологи-
чески активная пищевая добавка под названием 
«Иммуномакс» (производитель – Hankintatukku 
Oy, Finland). В Японии АНСС широко использу-
ется в качестве альтернативного и комплемен-
тарного лечения у пациентов с опухолями раз-
личной локализации [14], а также при инфекци-
онных и воспалительных заболеваниях, сопро-
вождающихся нарушением функционирования 
иммунной системы. 

Многочисленные доклинические исследо-
вания [12], а также исследования на добро-
вольцах [21] показали отсутствие побочных эф-
фектов и позволили сделать вывод, что АНСС 
является безопасным продуктом питания и мо-
жет использоваться в клинической практике. 
По данным Matsui et al. [16] не было отмечено 
побочных эффектов у 113 оперированных па-
циентов с гепатоцеллюлярным раком, которые 
получали АНСС в течение 9 лет. Учитывая, что в 
Японии АНСС широко применяется как пищевая 
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добавка у пациентов с опухолями различной ло-
кализации совместно с химиотерапией, Mach et 
al. (2008) изучили взаимодействие пищевой до-
бавки с противоопухолевыми препаратами по 
их влиянию на активность ферментов групп CYP 
450. Авторы сделали вывод, что АНСС не влияет 
на печеночный метаболизм и может сочетаться 
с химиотерапией рака.

Известно, что химиотерапевтические пре-
параты, используемые при лечении опухолей, 
обладают целым рядом побочных эффектов, 
которые существенно влияют на качество жиз-
ни пациентов. Показано, что одновременный 
прием АНСС достоверно снижает побочные эф-
фекты противоопухолевой терапии. 

Так, Hirose et al. [11] в модельных опытах на 
мышах с индуцированной опухолью кишечника 
показали, что введение АНСС предупреждало 
снижение функции почек и подавление костно-
го мозга под влиянием цисплатины; при этом 
противоопухолевый эффект цисплатины не 
снижался.

Одним из частых побочных эффектов при 
химиотерапии опухолей является выпадение 
волос. В опытах Kitadate [15] показано, что об-
лысение у крыс, получавших цитарабин (30мг\
кг, в\б) было существенно ниже, если крысы за 
1 час до введения циторабина получали АНСС в 
дозе 500 мг\кг.

Довольно часто химиотерапия опухолей 
предполагает использование одновременно 
нескольких препаратов. В опытах на здоровых 
мышах Shigama et al. [20] показали, что АНСС 
снижал такие побочные эффекты, как супрес-
сия костного мозга, печеночная и почечная дис-
функция, которые развивались у контрольных 
мышей под влиянием комбинации паклитаксела 
и цисплатина, а также 5-флурурацила и ирино-
текана.

Подобные эффекты АНСС показаны и в кли-
нических исследованиях Cowawintaweewat et al 
[5], которые провели плацебо контролирован-
ное исследование на 44 пациентов с прогресси-
рующим раком печени. Опытная группа пациен-
тов получала АНСС в дозе 6 г в день. Анализ ре-
зультатов показал, что выживаемость и качество 
жизни (включая ментальную стабильность, об-
щий статус здоровья, физическую активность) 
были достоверно выше в группе пациентов, по-
лучавших АНСС по сравнению с плацебо. 

В литературе имеется много научных публи-
каций, касающихся влияния АНСС на функцио-
нирование клеток иммунной системы. По дан-
ным Ghoneum и соавт. [9] применение АНСС в 
комплексной терапии онкологических пациен-
тов в течение 2-х недель в дозе 3 г в сутки при-
водило к повышению активности естественных 
киллеров, функция которых была снижена у этих 
пациентов до лечения.

Terakawa и соавт. [22] провели двойное сле-
пое плацебо-контролированное клиническое 
исследование на здоровых добровольцах; из-
учали влияние АНСС на количество дендрит-
ных клеток в периферической крови до и после 
приема АНСС в дозе 3 г в день в течение 4-х 
недель. Обнаружили достоверное повышение 
общего количества дендритных клеток, а также 
субпопуляций миелоидных дендритных клеток у 
добровольцев, получавших АНСС. Авторы счи-
тают, что АНСС может повышать активность им-
мунной системы (в том числе и противоопухоле-
вую) за счет усиления роли дендритных клеток в 
инициации иммунного ответа.

По данным Gao и соавт. [8], АНСС уси-
ливал пролиферацию и активность антиген-
специфических СD4+ И СD8+ Т-лимфоцитов, 
повышал продукцию IFN-, а также повышал ко-
личество NК-клеток и  Т-клеток.

Имеются также работы, указывающие на 
протективную роль АНСС относительно вирус-
ных, а также грибковых и бактериальных инфек-
ций [4, 6, 17, 18, 19]. Во всех работах авторы на 
основании полученных результатов делали вы-
вод о способности АНСС повышать защиту про-
тив оппортунистических инфекций в условиях 
иммуносупрессивного состояния организма.

Однако, данные об использовании АНСС у 
пациентов с рецидивирующим простым герпе-
сом (HSV-1,2) в доступной литературе отсут-
ствовали.

Цель работы: изучить in vitro влияние пре-
парата Иммуномакс на функциональную актив-
ность иммунокомпетентных клеток доноров.

Задачи исследования: 

Исследовать пролиферативную активность 1. 
Т- и В-лимфоцитов в реакции РБТЛ под влия-
нием препарата Иммуномакс.

Изучить кислород-зависимую (НСТ-тест) и 2. 
NO-зависимую функцию, а также способ-
ность к продукции IL-12 и TNF- у клеток 
моноцитарно-макрофагального ряда под 
воздействием препарата Иммуномакс.

Исследовать функциональную активность 3. 
Т-хелперов 1-го типа по продукции IL-2 и 
IFN- под влиянием препарата Иммуномакс.

Исследовать функциональную активность 4. 
Т-хелперов 2-го типа по продукции IL-4 под 
влиянием препарата Иммуномакс.

Исследовать in vitro функциональную ак-5. 
тивность Т-регуляторных клеток по продук-
ции IL-10 и TGF- под влиянием препарата 
Иммуномакс.

Исследовать in vitro функциональную актив-6. 
ность естественных киллерных клеток по 
способности экспрессировать перфорин.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ.

В исследовании принимали участие 10 до-
бровольцев, пациентов с часто рецидивирую-
щим герпесом (> 7 раз в год). Данная работы 
была утверждена локальным этическим комите-
том. 

Выделенные на стандартном градиенте 
фиколл-верографина МКПК инкубировали 24 
часа в отдельных пробирках без стимуляции 
(контроль – спонтанная продукция цитокина) 
и в присутствии АНСС в качестве стимулятора 
(опыт – стимулированная продукция цитокина). 
Концентрация АНСС – 0,64 мг – соответство-
вала разовой лечебной дозе препарата в пере-
счете на количество МКПК в 1 мл культуральной 
среды – 1,5х106 кл\мл. В качестве стандартных 
индукторов цитокинов использовали митоге-
ны: ФГА и ЛПС. По окончании срока инкубации 
содержание цитокинов (IL-2, IL-4, IL-10, TNF-, 
IFN-и TGF-) в супернатантах определяли при 
помощи иммуноферментного анализатора Stat 
Fax 303 PLUS (США) с использованием тест си-
стем «INVITROGEN» (США), «Beuder Medsystems» 
(США) и «Biosource» (США) согласно методикам, 
предложенным фирмами-производителями.

Исследуемый препарат – Иммуномакс, био-
логически активная пищевая добавка (между-
народное название АНСС) производства фир-
мы “Hankintatukku Oy” (Финляндия), использо-
вали в концентрации 0,64 мг в 20 мкл, которая 
соответствовала разовой дозе препарата в пе-
ресчете на количество клеток лимфоцитарно-
макрофагального ряда в 1 мл культуральной 
среды – 1,5х106 кл/мл. 

Реакция бластной трансформации лим-

фоцитов (РБТЛ)

Мононуклеарные клетки периферической 
крови (МНПК) выделяли из гепаринизирован-
ной крови на градиенте плотности фиколла-
верографина. Цельную кровь, разведенную в 
соотношении 1:1 изотоническим раствором 
хлорида натрия, наслаивали на смесь фиколла 
и верографина (d-1,077) и центрифугировали 
40 мин. при 400g. Снятые МНПК осаждали и об-
рабатывали 0,83% раствором NH4Cl в течение 
10 мин для полного лизиса эритроцитов. Затем 
клетки дважды отмывали средой 199 и ресуспен-
дировали в полной питательной среде (ППС) 
RPMI-1640, содержащей 10% инактивирован-
ной фетальной сыворотки, 2мМ L-глутамина, 
антибиотик 100 ЕД/мл гентамицина. Для РБТЛ 
МНПК помещали в 96-луночные планшеты по 
105 клеток на лунку в объеме 0,2 мл и добав-
ляли ФГА, ЛПС и Иммуномакс. В контрольную 
лунку вместо митогенов добавляли ППС. Клет-
ки культивировали в течение 72 часов при 37°С 
в атмосфере с 5% СО

2
. По окончании инкуба-

ции во все лунки добавляли по 0,02 мл раство-
ра МТТ. Раствор МТТ готовили на фосфатном 

буфере в концентрации 5 мг/мл и хранили при 
4°С в темной посуде не более 2 недель. До ис-
пользования его фильтровали через фильтры с 
диаметром пор 0,22 мкм для удаления нерас-
творимого осадка.

После добавления МТТ клетки снова инкуби-
ровали при 37°С в атмосфере 5% СО

2
 в течение 

4 часов. По окончании реакции планшеты цен-
трифугировали 15 мин. при 500 g, осторожно 
удаляли супернатанты из лунок, чтобы не за-
деть кристаллы формазана, и заполняли лунки 
0,15 мл диметил-сульфоксиза (ДМСО). Чтобы 
обеспечить полное растворение формазана, 
планшеты встряхивали на микрошейкере в те-
чение 10 мин.

Оптическую плотность измеряли на верти-
кальном фотометре, используя тест-фильтр 55 
нм. Пролиферативный ответ оценивали по ко-
эффициенту пролиферации, определяемому 
отношением ODmax/OD

0
,- где ODmax – оптиче-

ская плотность в образцах с оптимальной кон-
центрацией ФГА, ЛПС и Иммуномакса, вызыва-
ющей максимальное восстановление МТТ, OD0 
– оптическая плотность в образцах без митоге-
нов. Удельную восстанавливающую активность 
лимфоцитов в МТТ- тесте определяли как отно-
шение оптической плотности к числу жизнеспо-
собных клеток в пробе. Ошибка метода ±15%.

Определение уровня продукции NO для 

оценки активности моноцитарных клеток.

Для изучения активных форм азота под вли-
янием «Иммуномакса», использовали методику, 
предложенную Houli Joand, Balazy Michael [10, 
13]. Содержание в лимфоцитах стабильного 
метаболита NO-нитрита иона – (NO

2
-) опреде-

лялся при помощи спектрофотометрического 
метода с использованием стандартного Greiss-
реактива.

Для получения супернатантов, которые име-
ют NO активность, лимфоциты в количестве 
1,5х106 кл/мл инкубировали на протяжении 24 
часов в СО

2
-инкубаторе при 37°С в присутствии 

митогенов ФГА, ЛПС и с добавлением препара-
та «Иммуномакс». После этого клетки центри-
фугировали и сохраняли до тестирования при 
-20°С.

Для изучения содержания NO к 100 мкл су-
пернатанта добавляли реактив Грейса в таком 
же количестве (1:1) в качестве цветопроявляю-
щего агента для оценки реакции. Реактив со-
стоит из 1 части сульфаниламида, 1 части на-
фтилетиленамида и равного им объема 5% фос-
форной кислоты. После 10-минутной инкубации 
определяли оптическую плотность стандартов 
(раститровка нитрита азота в культуральной 
среде) и образцов супернатантов на спектро-
фотометре при длинне волны 492-630 нм. 

Для достоверной оценки результатов стан-
дартная кривая при построении должна быть 
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линейной и указывать на прямопропорцио-
нальный характер зависимости между уровнем 
концентрации NO в супернатанте и единицами 
оптической плотности. Данные анализа проб 
относительно уровня синтеза оксида азота 
определяли путем их интерполяции с получен-
ной кривой.

Тест восстановления нитросинего те-

тразолия (НСТ) для определения кислород-

зависимой функциональной активности мо-

нонуклеарных клеток.

0,15% раствор НСТ готовим на изотониче-
ском буфере, который содержит 100 мкг НСТ. 
Лейкоконцентрат получаем при помощи вы-
деления на градиенте фиколл-верографин. 
Для проведения теста используем несколько 
проб лейкоконцентрата по 1,5х106 кл/мл в каж-
дой. Все пробы центрифугируем 10 мин. при 
1500 об/мин. Надосадочная жтдкость отбирает-
ся и к клеткам добавляется по 1 мл 0,15% рас-
твора НСТ в каждую пробирку. Пробы инкубиру-
ются 1 час при 37°С, потом центрифугируются 
10 мин. при 1500 об/мин. Отбирается суперна-
тант и для травмирования клеток применяется 
3-кратное замораживание-оттаивание. После 
оттаивания пробы центрифугируются 15 мин. 
при 3000 об/мин. (для осаждения диформа-
зана). Результат учитывается на аппарате Stat 
Fax 303 Plus (США). Метод позволяет оценить 
кислород-зависимую функциональную актив-
ность мононуклеарных клеток [3]. 

Определение иммунофенотипа NK-

клеток методом лазерной проточной ци-

тофлуорометрии.

Для определения специфических маркеров 
натуральных киллерных клеток, мононуклеа-
ры периферической крови здоровых доноров 
окрашивали в прямом одно- и двуцветном им-
мунофлуоресцентном тесте. В исследовании 
использовали моноклональные антитела (мкАТ) 
(anti-CD56), меченные флюоресцеином (FITC) и 
(anti-perforin) , меченные фикоэритрином (РЕ).

Для контроля уровня неспецифического 
связывания коньюгатов мкАТ образцы окра-

шивали мышиными мкАТ против гемоцианина 
фиссуреллы (Keyhole limpet) субклассов IgG1 
и IgG2а, меченными соответственно FITC и РЕ. 
Иммунофенотипический профиль клеток изуча-
ли на проточном лазерном цитофлуориметре 
FACScan (Becton Dickinson, USA). Сбор данных 
и статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью программного 
обеспечения LYSYS-II Ver.I.I. (Becton Dickinson), 
Win MDI 2.8 (Joseph Trotter, Scripps Institute, LA 
Jolla, CA, USA) и Microsoft Excel 2000 из пакета 
Microsoft Office 2000.

Метод статистической обработки ре-

зультатов.

Полученные данные обработаны статисти-
чески на персональном компьютере с помощью 
пакета программ “SPSS for Windows. Версия 11”. 
Математическая обработка полученных резуль-
татов проводилась с учетом проверки показа-
телей на нормальное распределение за тестом 
Колмогорова-Смирнова. Для статистической 
обработки использовались параметрические 
критерии статистики - тест Стьюдента, а также 
критерий Манна-Уитни с поправкой Бонферо-
ни. Обработка данных проводилась с помощью 
программы Excel. Для сравнения двух зависи-
мых выборок использовали традиционный не-
параметрический тест Уилкоксона. Достовер-
ной считали разницу при р<0,05.

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ 

Определение влияния препарата «Имму-

номакс» на пролиферативную активность Т 

и В-лимфоцитов.

С целью исследования пролиферативной 
активности Т- и В-лимфоцитов под действием 
препарата «Иммуномакс» использовалась ре-
акция бластной трансформации. Оценивалась 
способность препарата влиять на пролифера-
цию лимфоидных клеток здоровых доноров по 
сравнению со спонтанной и митоген индуциро-
ванной пролиферацией: для Т-лимфоцитов – 
использовался митоген ФГА, для В-лимфоцитов 
– использовался митоген ЛПС.

Таблица 1.

Показатели влияния препарата Иммуномакс на пролиферативную 

активность Т- и В-лимфоцитов (ед. опт. пл).

№ донора
Спонт

Ед.оп.

ФГА

Т-лимф.

ЛПС

В-лимф.
Иммуномакс

1. 0,032 0,165 0,071 0,092

2. 0,026 0,159 0,087 0,161

3. 0,024 0,187 0,035 0,162

4. 0,027 0,133 0,088 0,169

5. 0,046 0,151 0,066 0,170

6. 0,041 0,153 0,092 0,212
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7. 0,043 0,145 0,109 0,107

8. 0,041 0,146 0,069 0,095

9. 0,051 0,147 0,081 0,098

10. 0,047 0,143 0,052 0,096

М±м 0,038±0,002 0,153±0,004 0,075±0,006 0,136±0,001*

КП 4,0 2,0 3,6

Примечание. * - разница достоверна по сравнению со спонтанной продукцией; р<0,05

 
Продукция оксида азота под влиянием Иммуномакса  
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Рис. 1. Продукция оксида азота под влиянием препарата Иммуномакс в условиях in vitro

Как видно из рисунка 1, у здоровых доноров 
спонтанная секреция NO составляла в среднем 
46,4±5,1 пкг/мл. Стимулирование стандартны-
ми митогенами ФГА и ЛПС повышает секрецию 
клетками NO и составляет 157,1±15,9 и 96,3±5,1 
пкг/мл соответственно (р<0,001). При инкуби-
ровании клеток с препаратом Иммуномакс про-
дукция NO снижалась, но оставалась достовер-
но выше контроля – 141,8±6,1 пкг/мл (р<0,001). 

Анализ данных позволяет заключить, что 
под воздействием препарата Иммуномакс про-
исходит достоверное усиление продукции NO 
клетками здоровых доноров, по сравнению со 
спонтанной продукцией, что говорит о способ-
ности Иммуномакса усиливать фагоцитарную 
активность клеток. 

Оценка показателей кислород-зави си-

мой активности клеток моноцитарного ряда 

под влиянием препарата Иммуномакс при 

помощи НСТ-теста

Оценка показателей активности окис ли-
тельно-восстановительных процессов во время 
фагоцитоза (НСТ-тест) представляет важную 
характеристику клеточного звена врожденного 
иммунитета. Исследование клеток в НСТ-тесте 
продемонстрировало повышение показателей 
кислород-зависимой активности под влиянием 
исследуемого препарата. В таблице 2 пред-
ставлены результаты исследования клеток в 
НСТ-тесте.

Как видно из таблицы 1, повышение про-
лиферативной активности лимфоцитов в при-
сутствии митогенов ФГА и ЛПС, выраженное в 
коэффициентах пролиферации (КП), составило 
4,0 и 2,0 соответственно. Под влиянием пре-
парата Иммуномакс коэффициент пролифе-
рации составил 3,6. Из приведенных данных 
следует, что препарат Иммуномакс достоверно 
повышает пролиферативную активность Т- и 
В-лимфоцитов в реакции бластной трансфор-
мации.

Определение функциональной активно-

сти клеток моноцитарно-макрофагального 

ряда под влиянием препарата Иммуномакс 

у здоровых доноров в условиях in vitro

Были определены показатели характери-
зующие способность клеток здоровых доноров 
продуцировать оксид азота под влиянием пре-
парата Иммуномакс в условиях in vitro. Уста-
новлено, что способность синтезировать NO из 
аминокислоты L-аргинин с помощью фермента 
NO-синтазы присуща макрофагам в ответ на 
бактериальные эндотоксины или провоспали-
тельные цитокины. На рис. 1 представлена ди-
намика показателей оксида азота под влиянием 
препарата Иммуномакс.
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Таблица 2. 

Динамика показателей НСТ-теста под воздействием 

препарата Иммуномакс (ед. опт. пл.).

Показатель

Ед.оп.пл.
Контроль Иммуномакс

НСТ 0,117±0,008 0,151±0,01

Как видно из таблицы, наблюдалось досто-
верное повышение показателей НСТ-теста при 
добавлении препарата Иммуномакс. Разница 
между препаратами достоверна по сравнению 
с контролем (р<0,05). 

Оценка активности клеток моноцитарно-

макрофагального ряда по продукции IL-12 

под влиянием препарата Иммуномакс у здо-

ровых доноров в условиях in vitro

IL-12 - один из важных цитокинов, проду-
цируемых макрофагами, дендритными клет-
ками, от которого зависит форма специфи-
ческого иммунного ответа. В его присутствии 
CD4+ Т-лимфоциты дифференцируются в вос-
палительные Т-хелперы 1 типа (Тh1) клетки и 
начинают продуцировать и секретировать IL-2 
и IFN-. Биологические эффекты этого цитоки-
на многообразны: от усиления пролиферации 
лимфоцитов и потенцирования действия IL-2 
до активации естественных киллеров и индук-
ции дифференцировки цитотоксических лим-
фоцитов. В этой связи представлялось крайне 

важным изучение возможного влияния на про-
дукцию IL-12 клетками здоровых доноров при 
воздействии на них препаратом Иммуномакс в 
условиях in vitro. Полученные результаты пред-
ставлены на Рисунке 2.

Как видно из рисунка 2, влияние препара-
та Иммуномакс in vitro на функциональную ак-
тивность клеток по продукции IL-12 показало, 
что доза препарата, эквивалентная разовой, 
вызывает достоверное (p<0,001) повышение 
(77,4±3,8 пкг\мл) секреции IL-12 по сравнению 
со спонтанной продукцией (29,3±0,9 пкг\мл) и 
продукцией под влиянием стандартных индук-
торов (ФГА и ЛПС) (67,6±37 пкг\мл и 44,1±2,4 
пкг\мл соответственно).

Оценка in vitro продукции IFN- клетками 

моноцитарно-макрофагального ряда под 

влиянием препарата Иммуномакс.

Полученные результаты исследования про-
дукции IFN- под влиянием препарата Иммуно-
макс представлены на рисунке 3. 

Продукция ИЛ�12 под влиянием Иммуномакса
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Рис. 2 Продукция ИЛ-12 под влиянием препарата Иммуномакс в условиях in vitro

Продукция альфа-ИНФ под влиянием Иммуномакса
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Рис. 3 Продукция -ИНФ под влиянием препарата Иммуномакс в условиях in vitro
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Как видно из рисунка, изучение спонтанной 
продукции IFN- в среднем показало результат 
16,4±1,5 пкг/мл; под влиянием митогенов ФГА и 
ЛПС наблюдали повышение продукции IFN- - 
45,9±2,9 и 33,4±4,5 пкг/мл соответственно. Под 
влиянием препарата Иммуномакс обнаружено 
достоверное повышение продукции IFN-, ко-
торое составило 53,0±3,3 пкг/мл (p<0,001). 

Таким образом, эксперименты в условиях in 
vitro показали, что препарат Иммуномакс оказы-
вает достоверное активирующее влияние на кле-
точный метаболизм (НСТ-тест) и продукцию ак-
тивных форм азота (NO). Также обнаружено, что 
препарат повышает функциональную активность 
клеток моноцитарно-макрофагального звена по 
продукции IL-12 и IFN-, которые в норме регу-
лируют взаимодействие клеток иммунной систе-
мы, а при воспалении выполняют функции акти-
ваторов воспаления и тканевого повреждения. 

Продемонстрированная динамика показате-
лей под воздействием препарата Иммуномакс в 
условиях in vitro указывает на то, что препарат 
обладает выраженным иммунотропным свой-
ством, одним из важных механизмов которого 
является повышение функциональной активно-
сти клеток макрофагально-фагоцитарного зве-
на иммунитета. 

Определение функциональной актив-

ности Т-хелперов І типа по продукции IL-2 

и -ИНФ под влиянием препарата Имму-

номакс у здоровых доноров в условиях in 

vitro.

Известно, что функция IL-2 (цитокин, про-
дуцируемый Т-хелперами І типа) в межклеточ-
ных взаимодействиях заключается в том, что 
он совместно со специфическим антигеном 
приводит к активации и клональной экспансии 
антиген-специфических Т-лимфоцитов. Секре-
ция IL-2 активированными антигеном монону-
клеарами приводит к активации многих типов 
клеток, вовлекая их в иммунный ответ. Нару-
шения продукции и секреции в IL-2-зависимой 
цепи приводят к дефектам функционирования 
Т- и В- лимфоцитов, макрофагов и естествен-
ных киллеров. Эти данные, подчеркивают важ-
ность изучения возможного влияния препара-
та Иммуномакс на продукцию клетками IL-2 в 
условиях in vitro.

Определение функциональной активно-

сти Т-хелперов 1 типа по продукции IL-2.

Полученные результаты функциональной ак-
тивности Т-хелперов 1 типа по продукции IL-2 
представлены на рисунке 4. 

Продукция ИЛ�2 под влиянием Иммуномакса
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Рис. 4 Продукция ИЛ-2 под влиянием препарата Иммуномакс в условиях in vitro

Как видно из рисунка, показатели спонтанной 
продукции IL-2 в среднем были равны 35,9±4,6 
пкг/мл. При добавлении в культуру клеток мито-
генов ФГА и ЛПС наблюдалось достоверное по-
вышение продукции IL-2 до пределов 74,8±10,3 
и 67,2±5,8 пкг/мл соответственно. Культивиро-
вание клеток в присутствии препарата Иммуно-
макс приводило к недостоверному повышению 
продукции IL-2 по сравнению со спонтанной про-
дукцией и составляло – 75,2±7,5 пкг/мл. 

Определение функциональной активно-

сти Т-хелперов 1 типа по продукции IFN-.

Известно, что усиление интерферонами ци-
тотоксичности макрофагов основано на том, что 
IFN- является индуктором NO-синтетазы, фер-
мента, который активирует продукцию оксида 
азота в макрофагах. Это неорганический, газоо-
бразный свободный радикал, который продуци-
руется в низких дозах конститутивно, а в больших 
дозах – индуцибельно, разными типами клеток.

Полученные результаты определения функ-
циональной активности Т-хелперов 1 типа по 
продукции IFN- представлены на рисунке 5. 
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Продукция гамма�ИНФ под влиянием Иммуномакса
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Рис. 5 Продукция -ИНФ под влиянием препарата Иммуномакс в условиях in vitro

Как видно из рисунка, исследование клеток 
здоровых доноров по продукции IFN- обнару-
жило, что показатели индуцированной митоге-
нами ФГА и ЛПС (78,1±4,3 и 71,1±4,4 пкг\мл со-
ответственно) продукции лимфокина превыша-
ли спонтанную (44,2±3,2 пкг\мл) почти в 2 раза. 

Изучение влияния препарата Иммуномакс 
на продукцию IFN- продемонстрировало повы-
шение продукции IFN- почти в 2 раза – 92,1±5,4 
пкг/мл (p<0,001). 

Таким образом, проведенные исследования 
выявили выраженную способность Иммуномак-
са усиливать активность Т-лимфоцитов хелпе-
ров 1 типа по продукции IL-2 и IFN- .

Определение функциональной активно-

сти Т-хелперов ІI типа под влиянием пре-

парата Иммуномакс у здоровых доноров в 

условиях in vitro

Как известно, IL-4 индуцирует дифферен-
цировку предшественников В-лимфоцитов, 

вызывает пролиферацию уже активированных 
В-клеток и экспрессию клеточных рецепторов к 
IgE. Действие IL-4 на рост и дифференцировку 
В-лимфоцитов опосредовано связыванием IL-4 
со специфическими рецепторами на их поверх-
ности. 

Полагают, что IL-4, который индуцирует про-
лиферацию В-лимфоцитов, экспрессию рецеп-
торов к Fc-фрагменту IgE, включает синтез им-
муноглобулинов и является антагонистом IFN-, 
подавляя продукцию IL-1, TNF-, IL-6, IL-8 и ци-
тотоксическую активность Т-лимфоцитов, игра-
ет важную роль в формировании аллергических 
реакций немедленного типа.

Полученные результаты определения функ-
циональной активности Т-хелперов 2 типа по 
продукции IL-4 под влиянием препарата Имму-
номакс у здоровых доноров в условиях in vitro 
представлены на рисунке 6.

Продукция ИЛ�4 под влиянием Иммуномакса
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Рис. 6 Продукция ИЛ-4 под влиянием препарата Иммуномакс в условиях in vitro

Как видно из рисунка спонтанная продукция 
IL-4 составила – 22,8±1,9 пкг/мл. Под влиянием 
митогенов ФГА и ЛПС на клетки здоровых до-
норов наблюдали повышение продукции IL-4 
– 58,0±0,6 пкг/мл и 48,9±7,5 пкг/мл соответ-
ственно. Влияние Иммуномакса на продукцию 

IL-4 продемонстрировало, что препарат вызы-
вает достоверное понижение продукции IL-4 по 
сравнению с митогенами ФГА и ЛПС до 26,5±1,6 
пкг\мл (p<0,001), хотя по сравнению со спон-
танной продукцией Иммуномакс незначительно 
повышал продукцию IL-4. 



19

ІМУНОЛОГІЯ ТА АЛЕРГОЛОГІЯ: НАУКА І ПРАКТИКА. 2’2011

Определение функциональной активно-

сти Т-регуляторных клеток по продукции IL-

10 и TGF-.

Появившиеся первые публикации в периоди-
ческих изданиях последних лет были посвящены 
так называемым Т-регуляторным лимфоцитам, 
которые были выделены как отдельная группа 
клеток за их способность ограничивать распро-
странение воспалительного процесса. По мне-
нию авторов, эти клетки способны предупре-

ждать возникновение аутоиммунных реакций и 
определяют развитие состояния иммунологиче-
ской толерантности. Известно, что их функцио-
нальная регуляторная активность обусловлена 
синтезом TGF- и особенно IL-10, дефицит кото-
рого способен определять формирование пер-
систирующего аллергического воспаления. 

Результаты функциональной активности 
Т-регуляторных клеток по продукции IL-10 пред-
ставлены на рисунке 7.

Продукция ИЛ�10 под влиянием Иммуномакса
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Рис. 7 Продукция ИЛ-10 под влиянием Иммуномакса в условиях in vitro

Как видно из рисунка 7, показатели спон-
танной продукции IL-10 в среднем были равны 
76,5±12,8 пкг/мл. При добавлении в культуру 
клеток митогенов ФГА и ЛПС наблюдалось до-
стоверное повышение продукции IL-10 до пре-
делов 133,0±20,1 и 88,7±14,2 пкг/мл соответ-
ственно.

Под влиянием Иммуномакса наблюдалось 
выраженное снижение продукции этого цитоки-
на до 37,0±5,9 пкг/мл в суточной культуре лим-
фоцитов. Однако, из-за большого разброса ре-
зультатов различие оказалось недостоверным.

Результаты определения функциональной 
активности Т-регуляторных клеток по продук-
ции TGF- представлены на рисунке 8.

Продукция TGF�бета под влиянием Иммуномакса
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Рис. 8 Продукция TGF- под влиянием Иммуномакса в условиях in vitro

Как видно из рисунка, спонтанная про-
дукция TGF- клетками здоровых доноров 
составILа в среднем 27,5±2,3. При добавлении 
митогенов ФГА и ЛПС уровень TGF- повышал-
ся – 58,3±5,1 и 47,8±1,7 пг/мл соответственно. 
При инкубации клеток с препаратом Иммуно-
макс наблюдали достоверное повышение про-

дукции TGF- – 64,1±3,7 пг/мл, по сравнению 
со спонтанным. 

Таким образом, влияние препарата Имму-
номакс на ключевые цитокины Т-регуляторных 
клеток является неоднозначным и нуждается в 
дальнейшем изучении.
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Исследование in vitro индуцированной 

экспрессии перфорина CD56+ NK клетками 

крови у здоровых доноров.

Естественные киллерные клетки (NК) пред-
ставляют собой неоднородную субпопуляцию, 
которая в процессе эволюции приобрела боль-
шое значение для формирования врожденно-
го и приобретенного иммунитета. Эти клетки 
занимают важное место в поддержании имму-
нологического гомеостаза, непосредственно 
участвуя в уничтожении инфицированных ви-
русом клеток и опухолей. Как стало известно, 
основной путь уничтожения пораженных кле-
ток связан с литической способностью фер-
ментов (гранзимов), содержащихся в гранулах 
NК. Однако для проникновения гранзимов в 
клетку-мишень необходимо наличие в грану-
лах NК перфорина, фермента, который нару-
шает мембрану клетки-мишени, что влечет за 
собой проникновение гранзимов и включение 
механизма апоптоза. В настоящее время од-
ним из показателей активности NК-клеток слу-
жит экспрессия ими перфорина.

В наших исследованиях, при оценке воз-
можности CD56+ NK клеток экспрессировать 
перфорин учитывали, как спонтанную экспрес-
сию перфорина после инкубирования in vitro, 
так и индуцированную экспрессию перфорина 
NK клетками под действием препарата Имму-
номакс. 

Для иммунофенотипирования NK клеток по-
сле инкубирования in vitro с препаратом Имму-
номакс использовали метод лазерной проточ-
ной цитометрии на соответствующем аппарате 
фирмы «Becton Dickinson» (СШA). 

В исследовании были использованы моно-
клональные антитела к NK клеткам (anti-CD56) 
и перфорину меченые FITC и PE соответст-
венно. 

Полученные изменения в показателях коли-
чества мононуклеаров периферической крови, 
способных экспрессировать маркер NK клеток 
CD56 и перфорин у здоровых доноров после 
сокультивирования с препаратами in vitro пред-
ставлены на Рисунке 9.

Уровень экспресии перфорина CD 56+NK
клетками крови доноров в условиях in vitro 
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Рис. 9  Уровень индуцированной экспрессии перфорина CD56+NK клетками крови у здоро-

вых доноров в условиях in vitro по данным лазерной проточной цитометрии (в % Кл)

Примечание:* -достоверные отличия по сравнению с показателями спонтанной экспрессии  (p < 0,05) 

Как видно из Рис. 9, в норме количество NK, 
экспрессирующих перфорин, в среднем со-
ставило 66,9±2. После культивирования с пре-
паратом Иммуномакс количество NK, экспрес-
сирующих перфорин, достоверно увеличилось 
- 74,1±3.

Учитывая полученные данные, можно сде-
лать вывод, что препарат Иммуномакс ока-
зался способным влиять in vitro на количество 
CD56+ натуральных киллерных клеток, экс-
прессирующих на своей поверхности перфо-
рин. 

ВЫВОДЫ

Препарат Иммуномакс достоверно повышает 1. 
пролиферативную активность лимфоцитов в 
реакции бластной трансформации.

Препарат Иммуномакс оказывает достовер-2. 
ный эффект in vitro на активацию кислород-
зависимой и NO-зависимой функции клеток 
моноцитарно-макрофагального ряда, а также 
по усилению ими продукции IL-12 и IFN- .

Препарат Иммуномакс достоверно усилива-3. 
ет функциональную активность Т-хелперов 
1-го типа in vitro по продукции IL-2 и IFN- .
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Препарат Иммуномакс не оказывает очевид-4. 
ного эффекта по продукции IL-4.

Препарат Иммуномакс оказывает неодно-5. 
значный эффект на функцию Т-регуляторных 
клеток, не влияя на продукцию IL-10 и досто-
верно усиливая продукцию TGF- .

Препарат Иммуномакс обладает способнос-6. 
тью индуцировать экспрессию перфорина на 
NK клетках в условиях in vitro.

Полученные результаты позволяют утверж-7. 
дать, что препарат Иммуномакс обладает 
иммуноспецифической активностью. 
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КЛІТИННІ ФАКТОРИ ІМУНІТЕТУ В РОТОГЛОТКОВОМУ СЕКРЕТІ 

ТА КОНЦЕНТРАЦІЯ МІКРОЕЛЕМЕНТІВ КРОВІ 

ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ ХРОНІЧНОМУ РИНІТІ

ТИМЧЕНКО М.Д., АНДРУСИШИНА І.М., МЕЛЬНИКОВ О.Ф.

ДУ «Інститут отоларингології ім. проф. О.С. Коломійченка НАМН України»,
ДУ «Інститут медицини праці НАМН України»

На сьогодні показано існування тісного 
зв’язку між розвитком хронічного запалення та 
станом імунної системи, перш за все це - про-
дукція прозапальних цитокінів [1]. Разом із тим 
є дані і про зв’язки, що існують між утворенням 
факторів міжклітинної взаємодії і вмістом у си-
роватці крові ряду металів, які входять до скла-
ду біологічно активних сполук або ферментів, і 
за своєю концентрацією в організмі поділяють-
ся на макро- (МаЕ) і мікроелементи (МЕ) [2]. 
Це стало підгрунттям для дослідження рівнів 
ряду МаЕ і МЕ у крові щурів з еспериментально 
індукованим хронічним катаральним ринітом 
(ХКР).

Клінічними дослідженнями показано, що роз-
виток запального процесу у верхніх дихальних 
шляхах (ВДШ) хворого супроводжується зміна-
ми у відносному клітинному складі осаду рото-
глоткового секрету (РС) [3, 4]. Тому нами було 
зроблено спробу використати цей показник в 
якості критерію наявності у щурів індукованого 
ХКР та дослідити паралелізм змін, що спостері-
гаються у ВДШ із зрушеннями, що відбуваються 
у сироватці крові і можуть бути пов’язаними з 
напруженістю роботи місцевих механізмів за-
хисту слизової оболонки ВДШ [5, 6].

Мета роботи – проаналізувати зміни віднос-
ного клітинного складу осаду РС і вмісту в сиро-
ватці крові щурів з ХКР ряду МаЕ і МЕ.  

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження проведені на білих лаборатор-
них щурах Wistar, у яких експериментально від-
творювали ХКР [7] шляхом інтроназальних ін-

стиляцій 0,1 %-вого розчину декстрана 70 фірми 
Fluka (Швеція), на тлі внутрішньоочеревинного 
введення циклофосфана з розрахунку 40 мг на 
1 кг маси [8, 9], а розчин декстрана інстилювали 
щурам у кожний носовий хід в об’ємі 20 мкл на 
наступну добу після застосування імунодепре-
санта. Через 1 тиждень інстиляцію флогогена 
повторювали, а далі запалення підтримували 
протягом 3 місяців шляхом одноразових щомі-
сячних інтраназальних закапувань розчину дек-
страна. Контрольну групу склали щури, що за-
знали впливу циклофосфана без відтворення  у 
них ХКР.

Для одержання клітинного осаду РС у щу-
рів, під ефірним рауш наркозом, промивали по-
рожнину рота 0,9 %-вим розчином NaCl в об’ємі 
10 мл і збирали рідину. Потім її центрифугували 
при 1500 об/хв протягом 10 хв, осади ресуспен-
дували у 100 мкл 0,9 %-вого розчину NaCl і ро-
били мазки, які забарвлювали за Паппенгеймом 
[10]. Препарати досліджували під світловим мі-
кроскопом при збільшенні х720.

Кількісний вміст МаЕ та МЕ у сироватці крові 
щурів визначали за допомогою методу атомно-
емісійної спектроскопії з індуктивно зв’язаною 
плазмою (АЕС-ІЗП) на приладі Optima 2100 DV 
фірми Perkin-Elmer (США). Для проведення 
аналізу 1 мл сироватки крові вносили у плас-
тикову центрифужну пробірку, додавали 4,5 мл 
10 %-вого розчину азотної кислоти, а потім – 
4,5 мл деіонізованої води. Проби перемішували 
і центрифугували впродовж 15 хв при 5000 об/
хв. Після цього в супернатантах визначали вміст 
досліджуваних МаЕ та МЕ [11].

РЕЗЮМЕ

ПОВЫШЕНИЕ IN VITRO ПОД ВЛИЯНИЕМ 

ИММУНОМАКСА (АНСС – ACTIVE HEXOSE 

CORRELATED COMPOUND) - ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 

АКТИВНОСТИ МОНОНУКЛЕАРНЫХ КЛЕТОК 

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ЧАСТО 

РЕЦИДИВИРУЮЩИМ ГЕРПЕСОМ HVS-1,2 

(обзор литературы и собственные данные)

Дранник Г.Н., Курченко А.И., Савченко В.С., 
Федорук Г.В., Тарасова И.И., Деркач М.И.

В работе показаны результаты влияния препарата Им-
муномакс на функциональную активность мононуклеарных 
клеток крови у пациентов с часторецидивирующим герпе-
сом HVS-1,2. 

Установлено, что препарат Иммуномакс повышает про-
лиферативную активность лимфоцитов, вызывает актива-
цию НСТ-теста и повышает NO-зависимую функцию клеток, 
усиливает продукцию ИЛ-12 и -ИНФ, повышает функцио-
нальную активность Т-хелперов 1 типа по продукции ИЛ-2 
и -ИНФ, усиливает продукцию TGF-. Препарат обладает 
способностью индуцировать экспрессию перфорина на 
CD56+ клетках.

Полученные результаты позволяют утверждать, что 
препарат Иммуномакс обладает иммуноспецифической ак-
тивностью. 

Ключевые слова: герпесвируснвя инфекция HVS-1,2, 
цитокины, мононуклеарные клетки, Иммуномакс.
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