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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АТ антитело 

БСА бычий сывороточный альбумин 

ДНК дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИФА иммуноферментный анализ 

КОЕ колониеобразующая единица 

КП капсульный полисахарид  

ЛАЛ лизат амебоцитов Limulus (Limulus amebocyte lysate) 

ЛПС липополисахарид 

М.к. микробная клетка 

МкАт моноклональное антитело 

ОП оптическая плотность 

РПГА реакция пассивной гемагглютинации 

ТМБ тетраметилбензидина раствор 

ФСБ фосфатно-солевой буферный раствор 

ФТС фетальная телячья сыворотка 

ЯМР ядерный магнитный резонанс 

AL алюминия гидроксид  

CD сell differentiation antigens или cluster definition - антиген 

кластеров дифференцировки клеток 

CRM197 immunologically cross-reacting mutant protein of diphtheria toxin 

или  cross-reactive material – нетоксичная форма 

рекомбинантного дифтерийного анатоксина (белок-носитель)  

FAS Fas(CD95/APO-1) - гликозилированный поверхностный белок 

мембраны клеток, известен как апоптозный антиген 

FITC fluorescein isothiocyanate  - флуоресцеин изотиоцианат 

(зеленый флюорохром) 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor - 

гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 

фактор 

I-A
k
 MHC класса II мыши 

IC50 inhibition concentration – 50 %-ная ингибирующая 

концентрация 

IFN interferon – интерферон 

Ig immunoglobulin - иммуноглобулин 

IL interleukine – интерлейкин 

KLH keyhole limpet hemocyanin -  гемоцианин лимфы улитки  

LD50 доза, вызывающая гибель 50% животных 

MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption/ionization - матрично-

активированная лазерная десорбция/ионизация 

MHC major histocompatibility complex – главный комплекс 

гистосовместимости 

NK natural killer - натуральные киллеры 
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NKT Т-киллеры 

РЕ phycoerythrin – фикоэритрин (красный флюорохром) 

PRR pathogen-assotiated pattern recognition receptor – паттерн-

распознающий рецептор патогена 

Th T-helper – Т-хелпер 

TLR Toll-like receptor – Толл-подобный рецептор 

TNF tumor necrosis factor – фактор некроза опухолей 

TRAIL цитокин семейства факторов некроза опухоли, лиганд, 

вызывающий апоптоз 

Treg Т-регуляторный лимфоцит 

TT tetanus toxoid - столбнячный анатоксин 

vs versus - против 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Включение в национальные программы иммунизации многих стран 

мира, в том числе России, пневмококковых вакцин, привело к снижению 

количества заболеваний, вызываемых серотипами Streptococcus pneumoniae, 

капсульные полисахариды (КП) которых входят в их состав. 

Streptococcus pneumoniae (пневмококк) – условно патогенные 

грамположительные бактерии. Большая часть штаммов пневмококка 

окружена капсулой, содержащей полисахариды. Молекула капсульного 

полисахарида (КП) представляет собой длинные линейные или 

разветвлённые цепи, состоящие из олигосахаридных повторяющихся звеньев 

[97]. В настоящее время описано более 90 серологических типов S. 

pneumoniae, различающихся по химической структуре и антигенным 

свойствами капсульного полисахарида (КП). Примерно 20 серотипов 

пневмококка могут быть причиной тяжелых заболеваний с различной 

локализацией патологического процесса у детей и взрослых. КП клинически 

значимых серотипов S. pneumoniae входят в состав современных 

полисахаридных и конъюгированных пневмококковых вакцин.  

Заболевания, вызываемые S. pneumoniae серотипа 3 ассоциированы с 

высоким риском летального исхода у взрослых и детей [68, 75, 76, 87, 90, 

193]. Показано, что штаммы серотипа 3, доминирующие в популяции 

взрослых [69, 76, 90, 132, 136, 169], являются причиной внебольничной 

пневмонии [11, 41, 100], тяжелых гнойно-некротических процессов в 

легочной ткани [27, 36] и заболеваний внелегочной локализации [45, 61, 139].  

Данные о профилактической и  иммунологической эффективности КП 

S. pneumoniae серотипа 3 – противоречивы и дискуссии по этому вопросу 

продолжаются. В одних исследованиях показана эффективность КП серотипа 

3 [54, 111, 117, 183], в других - отмечают его недостаточную иммуногенность 

[17, 138, 154, 165, 172, 174]. Это объясняется тем, что в отличие от других 

серотипов пневмококка, полисахарид капсулы S. pneumoniae серотипа 3 не 
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образует ковалентной связи с пептидогликаном клеточной стенки и может 

высвобождаться в окружающую среду, связывая антитела, индуцированные 

введением вакцин [42].  Низкая иммуногенность КП S. pneumoniae серотипа 3 

может быть обусловлена индукцией антител к различным эпитопам КП, в 

том числе неиммуногенным [182]; смещением рамки считывания при 

экспрессии генов, ответственных за продукцию КП [40, 118, 198]. 

Протективные эпитопы КП S. pneumoniae могут быть представлены 

синтетическими олигосахаридами [95] с точно охарактеризованной 

химической структурой [194]. Конъюгация олигосахаридов с белком-

носителем индуцирует Т-зависимый иммунный ответ, приводящий к 

образованию IgG-антител и защите от заражения пневмококком [42, 177]. 

Некоторые конъюгаты с олигосахаридами обладают даже более высокой 

иммуногенностью, чем конъюгированные КП [95].   

 Показано, что конъюгаты синтетических ди-, три- и тетрасахарида S. 

pneumoniae серотипа 3 характеризовались примерно одинаковой 

протективной активностью [26]. Конъюгаты тетра-, пента-, гекса-, гепта- и 

октасахарида, соответствующие фрагментам цепи КП S. pneumoniae серотипа 

3, вызвали образование олигосахаридспецифических IgG-антител у мышей и 

обладали протективной активностью [59, 98, 140, 197].  

Молекулярно-клеточный механизм действия конъюгированных 

пневмококковых вакцин остается недостаточно изученным. Более подробно 

исследованы иммунологические показатели при экспериментальной 

пневмококковой инфекции у мышей, вызванной S. pneumoniae серотипа 3. 

Установлено, что ключевыми эффекторами иммунитета при пневмококковой 

инфекции, вызванной серотипом 3, являются: γδ T-клетки, NKT-клетки при 

продукции Th1 и/или Th17-цитокинов [92, 93]. 

До настоящего времени не проводили углубленного сравнительного 

исследования  иммунологической активности конъюгированных ди-, три- и 

тетрасахаридов, соответствующих фрагментам КП S. pneumoniae серотипа 3. 

Выбор наиболее иммуногенного олигосахарида открывает новые 
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возможности для повышения иммунологической эффективности этого 

компонента в составе пневмококковых вакцин.  

 

Степень разработанности темы 

В опытах активной защиты мышей от заражения S. pneumoniae 

серотипа 3 конъюгаты синтетических ди-, три- и тетрасахаридов 

характеризовались примерно одинаковой протективной активностью [26]. 

Последующие исследования показали, что конъюгаты тетра-, пента-, гекса-, 

гепта- и октасахарида вызвали образование олигосахаридспецифических IgG-

антител у мышей и обладали протективной активностью [59, 98, 140, 197]. 

Исследована возможность расширения спектра действия конъюгированных 

пневмококковых вакцин путем включения в их состав конъюгатов CRM197 c 

синтетическими олигосахаридами, соответствующими фрагментам КП S. 

pneumoniae, серотипы которых не входят в состав вакцин; разработана 

формула пентавалентной полусинтетической вакцины [98]. Данных по 

оценке молекулярно-клеточного механизма действия неогликоконъюгатов на 

иммунную систему в доступной литературе не найдено.  

 

Цель. Исследование иммунологической активности конъюгатов 

синтетических ди-, три- и тетрасахаридов, соответствующих фрагментам 

капсульного полисахарида S. pneumoniae серотипа 3, с бычьим 

сывороточным альбумином (БСА). 

 

Задачи исследования: 

1. Оценить антигенную активность ди-, три- и тетрасахаридов в сравнении  

с капсульным полисахаридом S. pneumoniae серотипа 3. 

2. Определить изотип и уровень антител углеводной специфичности в 

сыворотках крови мышей, иммунизированных конъюгатами ди-, три- и 

тетрасахарида с БСА, адсорбированными на геле алюминия гидроксида. 
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3. Оценить опсонизирующую способность олигосахаридспецифических 

антител. 

4. Исследовать протективную активность гликоконъюгатов в опытах 

активной защиты мышей от заражения S. pneumoniae серотипа 3. 

5. Определить ключевые цитокины и маркеры активации клеточно-

опосредованного звена иммунитета у мышей, иммунизированных 

гликоконъюгатами. 

 

Научная новизна 

Впервые показано, что синтезированные ди-, три- и тетрасахариды, 

имеют общие иммунологически активные антигенные структуры с 

капсульным полисахаридом S. pneumoniae  серотипа 3. Установлено, что 

конъюгат тетрасахарида, адсорбированный на геле алюминия гидроксида, 

обладает наибольшей способностью к активации эффекторов врожденного и 

адаптивного иммунитета. 

С помощью модифицированного метода ИФА с использованием 

биотинилированных олигосахаридов впервые показано, что тетрасахарид в 

высоком титре выявляет антитела, специфичные к капсульному 

полисахариду S. pneumoniae серотипа 3, по сравнению с ди- и трисахаридом.   

Конъюгат тетрасахарида с БСА, адсорбированный на геле алюминия 

гидроксида, индуцирует образование олигосахаридспецифических IgM-, 

IgG1-, IgG2a- и IgG2b-антител у мышей, при меньшем разнообразии 

изотипов антител в ответ на введение конъюгатов ди- и трисахарида.   

На модели пневмококковой инфекции у мышей, вызванной S. 

pneumoniae серотипа 3, впервые показано, что протективная активность 

адсорбированных на геле алюминия гидроксида конъюгатов три- и 

тетрасахарида, выше, чем адсорбированного конъюгата дисахарида.  

Впервые показан высокий уровень продукции Th1/Th2/Th17 цитокинов 

спленоцитами мышей, индуцированной биотинилированными 
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олигосахаридами, при более высокой стимулирующей активности 

тетрасахарида.  

На примере конъюгата дисахарид-БСА раскрыты дополнительные 

свойства конъюгированных олигосахаридов, характеризующиеся 

способностью повышать уровень IL-17A, (TCR
+
) γδ T-клеток, CD5

+ 
В1-

клеток, а также активированных клеток, экспрессирующих молекулы MHC 

класса II . 

 

 

Теоретическая значимость 

 Полученные данные о действии конъюгированных олигосахаридов, 

соответствующих фрагментам капсульного полисахарида S. pneumoniae 

серотипа 3, вносят вклад в понимание иммунологических механизмов 

поствакцинальной защиты от пневмококковой инфекции на системном, 

клеточном и молекулярном уровнях, расширяя знания в области 

вакцинологии и фундаментальной иммунологии. Обосновано проведение 

дальнейших исследований, направленных на поиск агонистов γδT- и В1-

клеток. 

 

Практическая значимость 

Высокая иммуногенность конъюгата синтетического тетрасахарида с 

БСА указывает на перспективность его использования в составе конъюгатов 

с другими белками – носителями, разрешенными к применению в 

клинической практике, а также  как компонента при разработке 

поливалентной полусинтетической пневмококковой вакцины третьего 

поколения. Использование биотинилированного тетрасахарида при 

конструировании ИФА тест-систем позволит с высокой степенью точности 

идентифицировать КП S. pneumoniae серотипа 3 или определять уровень 

антител к КП.   
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Методология и методы исследования 

 Ди-, три- и тетрасахариды и их конъюгаты синтезированы в ФГБУН 

Институт органической химии им. Н.Д. Зелинского РАН. Для индукции Т-

зависимого иммунного ответа у мышей исследуемые олигосахариды 

конъюгировали с БСА. Для определения уровня антител с помощью 

иммуноферментного анализа (ИФА) использовали конъюгаты 

олигосахаридов с биотином, иммобилизованные на пластике планшетов, 

покрытых стрептавидином. Выбор оптимальной иммунизирующей дозы и 

схемы иммунизации проводили на мышах, иммунизированных 

гликоконъюгатами без адъюванта и с адъювантом (алюминия гидроксид). В 

качестве препарата сравнения использовали 13-валентную конъюгированную 

пневмококковую вакцину (Превенар 13), содержащую в своем составе КП S. 

pneumoniae серотипа 3, конъюгированный с CRM197 и алюминия фосфат в 

качестве адъюванта. Опсонизирующую активность антител определяли по 

способности нейтрофилов и моноцитов крови интактных мышей захватывать 

инактивированные клетки S. pneumoniae серотипа 3 в присутствии иммунной 

и нативной сывороток с детекцией результатов с помощью проточной 

цитофлуориметрии. Протективную активность гликоконъюгатов исследовали 

в опытах активной защиты мышей от заражения штаммом S. pneumoniae 

серотипа 3. Продукцию цитокинов определяли in vitro в монокультуре 

спленоцитов неиммунизированных мышей при предварительном их 

культивировании с конъюгатами ди-, три- или тетрасахарида с биотином, 

иммобилизованными на планшетах, покрытых стрептавидином, а также ex 

vivo – в сыворотке крови мышей при детекции результатов с помощью 

проточной цитофлуориметрии. Экспрессию мембраноассоциированных 

молекул на мононуклеарных лейкоцитах селезенки мышей определяли путем 

использования меченых моноклональных антител к поверхностным 

маркерам иммунокомпетентных клеток с оценкой результатов методом 

проточной цитофлуориметрии.  
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Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Тетрасахарид, по сравнению с ди- и трисахаридом, активно 

взаимодействует с антителами к капсульному полисахариду S. pneumoniae 

серотипа 3, не вступая в реакцию с антителами другой углеводной 

специфичности, а антитела, индуцированные к тетрасахариду, 

характеризуются специфичностью к капсульному полисахариду.  

2. Конъюгат тетрасахарида с БСА, адсорбированный на геле алюминия 

гидроксида, по сравнению с адсорбированными конъюгатами ди- и 

трисахарида, после двукратной иммунизации мышей стимулирует 

образование более высокого уровня опсонизирующих антител, относящихся 

к иммуноглобулинам разных изотипов, и характеризуется высокой 

протективной  активностью. 

3. Молекулярно-клеточными маркерами, ассоциированными с иммуногенной 

и протективной активностью у мышей, иммунизированных конъюгатом 

дисахарида с БСА, адсорбированным на геле алюминия гидроксида, 

являются IL-17A, (TCR
+
) γδ T-клетки и CD5

+
 В1-клетки на фоне повышения 

количества клеток, экспрессирующих молекулы MHC класса II. 

 

Личный вклад автора в проведенное исследование состоит в 

непосредственном участии на всех этапах работы, включая разработку 

дизайна исследования, научно-информационный поиск по теме диссертации, 

подготовку обзора литературы, определение цели и задач исследования, 

проведение иммунизации животных, иммунологических и 

иммунохимических исследований, статистическую обработку данных, на 

основании которых сформулированы основные положения диссертационной 

работы, научно-практическая значимость исследования и выводы 

диссертации. Подготовка основных публикаций проведена при 

непосредственном участии автора. 
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Степень достоверности и апробация материалов диссертации  

Достоверность полученных результатов определяется использованием в 

работе современных методов иммунологических исследований, 

репрезентативностью выборки, адекватным статистическим анализом. 

Научные положения и выводы диссертации обоснованы и подтверждены 

фактическим материалом. 

Материалы диссертации доложены и обсуждены на научной 

конференции с международным участием «Вакцинология как ответ 

биологическим угрозам», посвященной 100-летию основания НИИВС им. 

И.И. Мечникова (Москва, 18-20 апреля 2019 г);  XXII Международном 

конгрессе МАКМАХ по антимикробной терапии и клинической 

микробиологии (Москва, 24-26 ноября 2019); научной конференции молодых 

ученых с международным участием "New Approaches in the Field of 

Microbiology, Virology and Immunology" в рамках международных 

студенческих школ Сеченовского Университета (Москва,11-12 марта 2020 

года); научной конференции молодых ученых с международным участием  

"New Approaches in the Field of Microbiology, Virology and Immunology",  

посвященной 300-летию РАН (Москва, 30-31 марта 2021 г, устный доклад, 2-

е место).  

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ №19-73-

30017 «Разработка фундаментальных подходов для создания на основе 

углеводных лигандов вакцин 3-его поколения и иммуноферментных 

диагностикумов для обнаружения и предотвращения клинически значимых 

бактериальных и грибковых инфекций» (2019-2022).  

Апробация научно-квалификационной работы (диссертация) состоялась 

на конференции отдела иммунологии ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова 

27  октября 2021 г., протокол № 2. 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 6 печатных работ, в 

том числе 2 статьи в журналах, рекомендованных ВАК Минобрнауки России, 

4 – в материалах международных конференций. 
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Структура и объём работы. Материалы диссертации изложены на 134 

страницах компъютерного текста, иллюстрированы 19 таблицами, 5 

рисунками, 1 схемой и 1 фотографией. Диссертация состоит из введения, 

обзора литературы, описания материалов и методов исследования, 3 глав, 

содержащих результаты собственных исследований, заключения, выводов и 

списка использованной литературы, включающего 202 источника (их них – 

10 отечественных и 192 зарубежных авторов).  
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ЧАСТЬ I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

ГЛАВА 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ И ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ 

АСПЕКТЫ ИММУНОГЕННОСТИ КАПСУЛЬНОГО 

ПОЛИСАХАРИДА  Streptococcus pneumoniae СЕРОТИПА 3 В СОСТАВЕ 

ПНЕВМОКОККОВЫХ ВАКЦИН  

Общая характеристика штаммов. Инкапсулированные условно 

патогенные грамположительные кокковые бактерии, относящиеся к виду  S. 

pneumoniae, являются причиной тяжелых инвазивных и неивазивных 

заболеваний различной локализации у детей и взрослых. Большая часть 

штаммов пневмококка окружена полисахаридной капсулой. Капсула 

является основным фактором патогенности пневмококка, ингибируя 

комплемент-опосредованный опсонофагоцитоз и киллинг S. pneumoniae 

клетками иммунной системы организма [15]. Штаммы S. pneumoniae 

экспрессируют уникальные по своей структуре капсульные полисахариды 

(КП), на основе которых проводят серотипирование пневмококков [37, 86, 

119].  

В соответствии с химической структурой КП идентифицировано более 

90 серотипов пневмококка, примерно 20 из которых, являются клинически 

значимыми. Особого внимания, с точки зрения микробиологических 

особенностей штаммов, распространённости, клинической картины 

заболеваний, вакцинопрофилактики и диагностики, заслуживает S. 

pneumoniae серотипа 3. 

S. pneumoniae серотипа 3 идентифицировали одним из первых [53] 

независимо друг от друга L. Pasteur и G.M. Sternberg в 1881 г [141]. M. 

Heidelberger впервые показал, что капсула S. pneumoniae определяет 

серотиповую принадлежность  пневмококка [62, 80-84].  

Серотип-3 ассоциированные заболевания. Заболевания, вызываемые 

S. pneumoniae серотипа 3 ассоциированны с высоким риском летального 

исхода у детей и взрослых [68, 69, 87, 91, 122, 193]  и могут вызывать 



15 
 

 

пневмонию с некрозом легочной ткани, эмпиему плевры [27, 36], а также 

абсцесс мозга [61]. 

Серотип 3  - один из доминирующих серотипов пневмококка в разных 

странах мира, который наиболее опасен для лиц пожилого возраста [69, 90, 

136, 169].  

Штаммы серотипа 3 характеризуются тенденцией образовывать при 

росте на агаре слизистые колонии (Фотография) [7, 75, 83, 133, 181].  

 

 

Фотография. Колонии S. pneumoniae серотипа 3 при высеве на чашку 

с кровяным агаром. А) Слизистые колонии. Б) Неслизистые колонии. Фото 

автора, посев к.б.н. Э.Е. Романенко. 

 

Слизеобразующие (мукоидные) штаммы S. pneumoniae серотипа 3 

часто являются причиной инвазивных пневмококковых заболеваний у 

взрослых. Внебольничная пневмония, вызванная слизеобразующими 

штаммами, характеризуется выраженной инфильтрацией легких, менее 

эффективным и более длительным лечением [100]. Описаны случаи тяжелой 

инвазивной и внутрибольничной пневмонии молниеносного течения с 
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летальным исходом, вызванной слизеобразующими штаммами пневмококка 

серотипа 3 [136].  

Показано, что одни серотипы пневмококка вызывают 

преимущественно инвазивные пневмококковые заболевания (серотипы 1, 4, 

7F, 18С), другие – обладают тропностью к колонизации носоглотки 

(серотипы 3, 6B, 15B/C, 19F) [35, 106]. Серотипы с низкой инвазивной 

способностью ассоциированы с более высоким уровнем смертности, вызывая 

заболевания у иммунокомпрометированных лиц, действуя как 

«оппортунистические» бактерии. Серотипы с высокой инвазивной 

способностью часто поражают здоровых лиц, действуя как первичные 

патогены.  

Athlin и соавт. исследовали взаимосвязь между серотипами S. 

pneumoniae и титром антител у пациентов с пневмонией пневмококковой 

этиологии [19]. Более высокий титр антител регистрировали у пациентов, 

инфицированных серотипами с тонкой капсулой и средним/высоким 

инвазивным потенциалом (серотипы 1, 7F, 4, 9N, 9V и 14), по сравнению с 

пациентами инфицированными серотипами с толстой капсулой и низкой 

инвазивной способностью (серотипы 3, 6B, 19A, 19F и 23F). Отсутствие или 

снижение нейтрализующей способности антипневмококковых антител у 

пациентов после выздоровления от инвазивного пневмококкового 

заболевания, иными словами нефункциональный антительный ответ, 

наблюдали у 24 из 40 пациентов (60%), инфицированных серотипами 3,19F и 

23F.  

Частота распространения серотипов пневмококка зависит от 

локализации инфекции в организме пациента, географического 

местоположения, возраста [3, 77].  

При инвазивных пневмококковых заболеваниях в Омане (июнь 2014 г - 

июнь 2016 г)  преобладали серотипы/серогруппы  12 (8,3%), 15 (8,3%), 19F 

(7,6%), 3 (6,1%) и 19A (6,1%) [13].  Серотип 3 наиболее часто обнаруживали 

при пневмококковой пневмонии у взрослых. У взрослых пациентов с 
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пневмококковой пневмонией в Японии с 2011 по 2013 гг серотип 3 с 

постоянством обнаруживали у 15% пациентов, тогда как частота выделения 

серотипов 19F, 23F и 4 ежегодно снижалась [11]. При исследовании изолятов 

пневмококка в Японии, выделенных от 43 взрослых пациентов с летальным 

исходом заболевания, серотип 3 оставался доминирующим  [41]. Вспышка 

пневмонии, вызванная S. pneumoniae серотипа 3, зарегистрирована в лечебно-

реабилитационном центре для лиц пожилого возраста при городской 

больнице в г. Канэгава (Япония), в 2013 г [108]. В Корее и Испании при  

исследовании штаммов, выделенных из носоглотки, выявляли 

преимущественно серотипы 3, 6, 11,19 и 23. Причем частота выделения 

серотипа 3 увеличилась в течение 7 лет наблюдения [112].  Установлено, что 

в США, средний отит чаще вызывали серотипы 3, 6, 14, 18, 19 и 23 [96]. В 

Испании при проведении обсервационного исследования в двух лечебных 

учреждениях у взрослых пациентов зарегистрирован 451 случай 

внебольничной пневмонии с бактериемией (2001-2005 – 194; 2006-2010 – 

134; 2011-2014 – 123). Преобладали серотипы 3 (23,1%), 7F (14,6%), 19A 

(8,4%) и 1 (7,5%). Серотип 3, встречали наиболее часто у пациентов с 

осложнениями, развившимися в период пребывания в стационаре [58]. 

При оценке распространенности различных серотипов пневмококка на 

территории Российской Федерации  исследованы 584 штамма S. pneumoniae, 

выделенные от детей в возрасте до 5 лет, проживающих в детских домах и 

детей, посещающих детские сады. Исследование охватывало 18 городов, 

входящих в состав 8 федеральных округов Российской Федерации от 

Дальнего Востока до Северного Кавказа. При носительстве выделено 306 

штаммов S. pneumoniae, которые относились к серотипам 3, 9, 8, 11, 15, 18, 

23, а также нетипируемым штаммам. Показано, что в различных регионах РФ 

при носительстве у детей в возрасте до 5 лет доминировали серотипы 3, 6, 9, 

14, 19, 23; в меньшей степени – серотипы 7 и 18. У  детей с  острым средним 

отитом из 39 штаммов с наибольшей частотой (31% случаев) выделяли 

серотип 19. Реже обнаруживали серотипы 3 (10,2%), 14 (7,7%), 4, 6, 15, 23 (по 
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5,1% соответственно), 8, 9, 20, 22 (по 2,5% соответственно). При 

внебольничной пневмонии у детей преобладали серотипы 1, 3, 4, 6, 7, 9, 14 и 

23. Распространение серотипов 3, 6, 15 и 19 у детей с пневмококковыми 

инфекциями также было отмечено и в других исследованиях [5, 8]. 

Инвазивные инфекции. Из стерильных в норме образцов крови и ткани 

легкого выделено 14 штаммов S. pneumoniae. Преобладали серотипы 19 

(50%), 23 (14,3%), 1 (14,3%) и 5 (7,1%) [6].  

Сведения о серотиповом пейзаже инвазивных пневмококковых 

заболеваний в Москве остаются достаточно скудными. В 2000-2007 годах 

среди штаммов S. pneumoniae, полученных от больных пневмококковым 

менингитом, во всех возрастных категориях, доминировали серотипы 3, 6 и 

19.  При  исследовании 144 штаммов S. pneumoniae, выделенных от больных 

пневмококковым менингитом в возрасте от 1 месяца до 79 лет в Москве в 

период с 1980 по 2012 год, включая 7 культур, изолированных при летальном 

исходе заболевания,  установлено, что они относились к 33 различным 

серотипам, шесть культур отнесены к нетипируемым штаммам. Ведущими 

серотипами являлись серотипы 1, 3, 4, 6B, 6A, 7F, 15A, 15B, 18C,19F, на 

долю которых приходилось 63% исследованных штаммов. Сравнение 

серотипового пейзажа возбудителей, изолированных в 1980-1999 годах, со 

штаммами 2000-2012  годов, показало различие структуры и долевого 

участия доминирующих серотипов. Если среди штаммов 1980-1999 годов 

преобладающими серотипами (в порядке уменьшения значимости) были 1, 3, 

19F, 6A, 7F, 12F, 18C, 19A, то среди культур 2000-2012 годов доминировали 

3, 19F, 6B, 7F, 15A, 15B, 1, 4, 6A [1]. 

Вакцинопрофилактика. Вакцинация позволяет предотвратить 

инфицирование S. pneumoniae и уменьшить летальность от заболеваний 

пневмококковой этиологии. Успех вакцинопрофилактики пневмококковой 

инфекции во многом зависит от степени соответствия серотипового состава 

вакцины спектру циркулирующих штаммов пневмококка. Несмотря на 

включение в программы иммунизации многих стран мира полисахаридных и 
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конъюгированных пневмококковых вакцин, количество заболеваний, 

вызываемых S. pneumoniae серотипа 3, существенно не уменьшилось, в том 

числе, среди привитых.  

Данные об иммуногенности КП S. pneumoniae серотипа 3 

противоречивы: одни из них свидетельствуют о его эффективности, другие – 

о низкой иммуногенности. В контролируемом испытании при иммунизации 

249 детей в возрасте от 6 до 54 месяцев 14-валентной конъюгированной 

пневмококковой вакциной, во всех возрастных группах повышался уровень 

сывороточных антител к серотипам, входящим в состав вакцины, включая 

серотип 3 [54].  

При проведении первой фазы клинических испытаний 20-валентной 

конъюгированной пневмококковой вакцины, содержащей 7 новых серотипов 

пневмококка (8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F и 33F), предназначенных  для 

расширения спектра действия уже существующих конъюгированных вакцин 

(Превенар 7, Превенар 10 и Превенар 13), оценивали ее эффективность и 

безопасность. В контролируемом рандомизированном «слепом» 

исследовании участвовало 66 здоровых взрослых добровольцев в возрасте от 

18 до 49 лет, не имевших в анамнезе пневмококковой инфекции. В 

контрольной группе испытуемым вводили комбинированную дифтерийно-

столбнячную вакцину с бесклеточным коклюшным компонентом. 

Добровольцы хорошо переносили вакцинацию. Отмечено повышение 

опсонофагоцитарной активности и концентрации IgG-антител ко всем КП 

пневмококка, входящим в состав вакцины, через 28-35 суток после введения 

одной дозы вакцины [183].  

Показана эффективность вакцины Превенар 13 в отношении S. 

pneumoniae серотипа 3 у пациентов старше 65 лет с внебольничной 

пневмонией [111]. 

Установлен клинический эффект действия вакцины Превенар 13 в 

предупреждении развития тяжелых инвазивных пневмококковых 



20 
 

 

заболеваний, вызванных S. pneumoniae серотипа 3, у детей от 0 до 8 лет в 

Италии [117]. 

В настоящее время накопилось значительное количество данных, 

свидетельствующих о недостаточной иммуногенности КП S. pneumoniae 

серотипа 3 в составе пневмококковых вакцин, и дискуссии по этому вопросу 

продолжаются.  

Проведено 3 масштабных клинических испытания 11-валентной 

конъюгированной пневмококковой вакцины у детей с оценкой 

иммунологических показателей в разные сроки наблюдения. Вакцина 

содержала в своем составе КП S. pneumoniae серотипов 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 

14, 18C, 19F и 23F, каждый из которых индивидуально конъюгировали с 

протеином D, выделенным из Haemophilus influenzae (коммерческое название 

вакцины – Синфлорикс, зарегистрирована в РФ).  

Первое рандомизированное «слепое» исследование проведено с 

2000 по 2002 гг в Финляндии для оценки иммуногенности 

конъюгированной 11-валентной пневмококковой вакцины у детей.  154 

ребенка получали вакцину по трем схемам. Группа 1 (основная) - 

привитые 11-валентной пневмококковой вакциной в возрасте 2, 4, 6 

месяцев при введении 4-ой дозы (ревакцинация) в возрасте 12–15 месяцев 

(стандартная схема); группа 2 (группа сравнения) - привитые 11-

валентной пневмококковой вакциной в возрасте 2, 4, 6 месяцев при 

проведении 4-ой иммунизации 23-валентной полисахаридной 

пневмококковой вакциной (коммерческое название Пневмо 23, 

зарегистрирована в РФ) в возрасте 12–15 месяцев; группа 3 - привитые 

вакциной против гепатита В в возрасте 2, 4, 6 месяцев при проведении 4-

ой иммунизации 11-валентной пневмококковой вакциной в возрасте 12–

15 месяцев (контроль). После введения 3-х доз конъюгированной 

вакцины существенно повышалась концентрация IgG-антител к КП 

серотипов, входящих в состав вакцины (от 1,26 до 4,92 мкг/мл), которая 

зависела от серотипа пневмококка. У детей, после первичного курса 
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вакцинации конъюгированной вакциной, 4-ая иммунизация 23-валентной 

полисахаридной вакциной  (группа 2), индуцировала более высокий 

бустерный ответ, чем 4-ая доза конъюгированной вакцины (группа 1). А 

именно, концентрация IgG-антител после ревакцинации 

конъюгированной вакциной составляла от 1,60 до 9,63 мкг/мл, тогда как 

после бустерного введения полисахаридной вакцины от 4,24 до 40,54 

мкг/мл, в зависимости от серотипа пневмококка. Концентрация антител 

после однократного введения первой дозы конъюгированной вакцины 

детям в возрасте 12-15 мес в группе контроля (группа 3) была ниже, чем 

после введения 4 дозы вакцины детям, иммунизированным до этого 

трехкратно этой же вакциной по стандартной схеме (группа 1). При 

оценке иммуногенности КП серотипа 3 у детей, прошедших первичный 

курс вакцинации и ревакцинацию конъюгированной 11-валентной 

вакциной по стандартной схеме (группа 1), титр антител к КП всех 

серотипов пневмококка повышался, за исключением серотипа 3. После 

однократного введения конъюгированной 11-валентной вакцины на 

втором году жизни детям, ранее не привитым против пневмококка 

(контроль, группа 3), происходило образование антител к серотипу 3 в 

концентрации, превышающей таковую у детей первого года жизни, 

прошедших первичной курс вакцинации (3 дозы) конъюгированной 

пневмококковой вакциной. Это свидетельствует о том, что 

иммуногенность конъюгированной вакцины у детей с возрастом 

повышалась, даже после однократной иммунизации. Через 15 дней после 

бустерной иммунизации 23-валентной полисахаридной вакциной на 

втором году жизни у детей, прошедших первичных курс вакцинации 11-

валентной вакциной (группа 2), титр IgG-антител, индуцированных к КП 

серотипа 3, повышался наравне с другими серотипами пневмококка. То 

есть, иммунный ответ у детей на ревакцинацию очищенным КП серотипа 

3 после первичного курса вакцинации конъюгированной пневмококковой 
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вакциной (группа 2), не был нарушен, в отличие от такового при 

ревакцинации конъюгированным КП (группа 1) [138]. 

Второе проспективное рандомизированное «двойное слепое» 

исследование проведено в Чехии и Словакии в период с 2000 по 2004 гг. 

Целью исследования явилась оценка эффективности 11-валентной 

конъюгированной вакцины в профилактике острого среднего отита у детей 

[154]. В испытании участвовало 4968 детей, которые были разделены на две 

группы. Первая группа (основная) получала 11-валентную конъюгированную 

пневмококковую вакцину по стандартной схеме - трехкратно в возрасте 3, 4, 

5 мес (первичный курс вакцинации) и в 12-15 мес (ревакцинация), другая 

(группа контроля) – получала вакцину против гепатита А по той же схеме. 

Наблюдение за детьми проводили до конца второго года жизни ребенка. 

Эффект вакцинации оценивали по первому эпизоду заболевания и по всем 

эпизодам инфекции, зарегистрированным за весь период наблюдения за 

детьми. Через 2 недели после третьей дозы пневмококковой вакцины до 

возраста ребенка  24-27 месяца, выявлено 333 клинических эпизода острого 

среднего отита в группе привитых детей (n=2455), и 499 в контрольной 

группе (n=2452), что показало существенное снижение заболеваемости в 

группе детей, иммунизированных пневмококковой вакциной. Эффективность 

вакцинации в предупреждении первого эпизода острого среднего отита в 

группе привитых составила 52,6%;  при учете всех эпизодов - 57,6%. 

Вакцинация способствовала снижению на 65,5% эпизодов инфекции, 

вызванной штаммами пневмококка, КП которых входили в состав вакцины, 

но существенно не влияла на возникновение заболеваний, вызванных 

другими серотипами пневмококка. Наибольшее количество эпизодов 

пневмококкового отита вызвали серотипы 3 (37 случаев), 6B (27 случаев), 14 

(23 случая), 19F (67 случаев) и 23F (23 случая). В отношении всех серотипов, 

кроме серотипа 3, установлен существенный защитный эффект вакцинации, 

который варьировал от минимального - серотип 19F (44,4%) до 

максимального – серотип 14 (95,5%). Что касается серотипа 3, то общее 
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количество эпизодов острого среднего отита в группе, получавшей 

пневмококковую вакцину, и в контрольной группе не имело существенных 

различий - 20 и 17 соответственно; первый эпизод зарегистрирован в – 19 и 

17 случаях соответственно; первый эпизод до ревакцинации – в 6 и 8 случаях 

соответственно; первый эпизод после ревакцинации – в 13 и 9 случаях 

соответственно. Эти данные демонстрируют недостаточную эффективность 

КП пневмококка серотипа 3 в составе конъюгированной пневмококковой 

вакцины в предупреждении острого среднего отита у детей. Все выделенные 

штаммы серотипа 3, кроме одного, образовывали при росте на агаре 

слизистые колонии. Самая высокая концентрация антител к КП (3,78 г/мл)  

через 1 месяц после проведения первичного курса вакцинации, выявлена к 

серотипу 3, однако через 1 месяц после ревакцинации наблюдали атипичную 

иммунологическую реакцию, проявляющаяся в том, что концентрация 

антител снижалась (2,84 г/мл), тогда как к другим серотипам пневмококка 

титр антител нарастал. Это согласуется с результатами исследования, 

проведенного в Финляндии [138]. Низкая опсонизирующая способность 

антител, индуцированных к серотипу 3, повышалась (в 1,8 раза) после 

ревакцинации.  

Третье, открытое исследование, проведено в Словакии в 2005 г и 

явилось продолжением второго клинического испытания в тех же группах 

детей [154]. Определяли эффективность вакцинации 11-валентной 

конъюгированной вакциной в предупреждении острого среднего отита у 

детей в зависимости от концентрации IgG-антител (среднее геометрическое 

значение концентрации) и в реакции опсонофагоцитоза (среднее 

геометрическое значение разведения сыворотки). Первой группе (основная) 

детей, прошедших первичный курс и ревакцинацию конъюгированной 

вакциной в 3,5 года, вводили 23-валентную полисахаридную вакцину. 

Второй группе (контроль) детям, иммунизированным и ревакцинированным 

вакциной против гепатита А, также вводили 23-валентную полисахаридную 

пневмококковую вакцину в те же сроки [163]. Показано, что через 15 дней 
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после иммунизации 23-валентной полисахаридной вакциной титр IgG-

антител к КП всех серотипов, входящих в состав 11-валентной 

пневмококковой вакцины, включая серотип 3, был выше, чем у детей в 

группе контроля и у детей, прошедших ранее как первичный курс 

вакцинации, так и ревакцинацию 11-валентной конъюгированной вакциной. 

Следует отметить, что после введения 23-валентной полисахаридной 

вакцины детям, прошедшим первичный курс вакцинации и ревакцинацию 

конъюгированной вакциной, концентрация антител к серотипу 3 была самой 

низкой (7,9 г/мл), тогда как для других серотипов (от 10 до 39 г/мл и выше), а 

у непривитых детей после введения 23-валентной полисахаридной вакцины 

концентрация антител к серотипу 3 была одной из самых высоких среди 

других серотипов (5,0 г/мл), для серотипов 1, 4, 7F и 19F (4,6–7,3 г/мл). 

Опсонизирующая активность антител после введения 23-валентной 

полисахаридной вакцины в отношении серотипа 3 была самой низкой во всех 

группах, прошедших курс вакцинации конъюгированной пневмококковой 

вакциной (865 для серотипа 3 и от 1890 до 36063 для других серотипов), в 

контрольной группе для серотипа 3 (518), для серотипов 5 (164) и 19F (277). 

Показано, что в предупреждении острого среднего отита ключевое значение 

имеют IgG-антитела с высокой опсонизирующей активностью [164]. 

Обобщая результаты клинических испытаний у детей по оценке 

эффективности конъюгированной 11-валентной пневмококковой вакцины, 

содержащей в своем составе КП серотипа 3, следует отметить несколько 

важных положений. Во-первых, не выявлено защиты от острого среднего 

отита, вызванного пневмококком серотипа 3. Во-вторых, иммунологическая 

эффективность вакцинации конъюгированной вакциной повышалась при 

проведении бустерной иммунизации полисахаридной вакциной. В-третьих, 

отмечено развитие атипичного иммунного ответа к КП серотипа 3 после 

ревакцинации конъюгированной пневмококковой вакциной при сохранении 

нормального иммунного ответа на бустерное введение очищенного КП, 

входящего в состав 23-валентной полисахаридной вакцины. В-четвертых, 
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специфическая опсонофагоцитарная активность является наиболее 

информативным тестом оценки протективной активности пневмококковых 

вакцин. 

Еще одно подтверждение недостаточной эффективности в индукции 

антител к КП серотипа 3 показано при проведении постмаркетингового 

испытания профилактической эффективности и иммуногенности вакцин 

Превенар 7 (не содержит КП серотипа 3) и Превенар 13 в Англии, Уэльсе и 

Северной Ирландии. Для оценки эффективности противопневмококковой 

вакцинации в отношении инвазивных пневмококковых заболеваний 

определяли концентрацию серотипспецифических IgG-антител у детей после 

двух доз Превенар 7 (n=126) и Превенар 13 (n=237), а также титр 

опсонизирующих антител к КП в сыворотке крови детей. Показано, что 

защита от пневмококковой инфекции коррелировала с титром антител к КП. 

В этом исследовании также установлено, что КП серотипа 3 в составе 

вакцины Превенар 13 оказался недостаточно эффективным  [17]. 

Shiramoto и соавторы показали, что иммуногенность вакцин Превенар 

13 и Пневмо 23 у лиц пожилого возраста, которую оценивали по титру 

антител и их опсонизирующей активности, была ниже для КП серотипа 3 по 

сравнению с другими серотипами пневмококка [172].   

При иммунизации полисахаридной пневмококковой вакциной не 

происходило повышения титра антител к КП S. pneumoniae серотипа 3 у лиц 

старше 65 лет и взрослых лиц молодого возраста, тогда как к другим 

исследованным серотипам (1, 5, 6B, 8, и 14) титр антител в обеих группах 

возрастал [174].  

На основании проведенных исследований можно сделать заключение, 

что иммуногенность КП различных серотипов пневмококка неодинакова. 

Вероятно, одной из причин доминирования серотипа 3 после внедрения в 

практику мультивалентных пневмококковых вакцин, является низкая 

иммунологическая эффективность КП этого серотипа пневмококка [17].  
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Экспериментальные исследования. По мнению Choi и соавторов 

недостаточная иммуногенность КП серотипа 3 в составе пневмококковых 

вакцин может быть связана с необычным путем синтеза КП штаммами этого 

серотипа пневмококка [42]. В настоящее время установлен механизм синтеза 

КП для всех известных 94 серотипов пневмококка. Существует 2 пути 

синтеза КП: синтаза-зависимый и wzy-зависимый [39, 72, 103]. Главное 

различие между ними состоит в том, что при wzy-зависимом синтезе КП 

ковалентно связан с пептидогликаном клеточной стенки бактерий, тогда как 

при синтаза-зависимом пути он может отделяться от клеточной стенки. Для 

большинства серотипов S. pneumoniae синтез КП происходит по wzy-

зависимому пути и только у двух серотипов (3 и 37) - по синтаза-зависимому 

пути [52]. S. pneumoniae серотипа 37 крайне редко встречается у человека, 

тогда как серотип 3 является клинически значимым [131]. Показано, что КП 

S. pneumoniae серотипа 3 может быть связан с бактериальной стенкой и 

одновременно находится в растворенном состоянии в культуральной среде 

[39]. Авторы работы исследовали штаммы пневмококка, синтезирующие КП 

двумя различными путями: по синтаза-зависимому - штаммы S. pneumoniae 

серотипа 3 и 37, по wzy – зависимому - штаммы S. pneumoniae серотипов 1, 4, 

6В и 14. После культивирования собирали супернатант, не содержащий 

бактериальных клеток, и осадок бактерий. Определяли концентрацию КП в 

супернатанте и в осадке клеток с помощью реакции ингибирования ИФА. В 

супернатанте среднее содержание КП на 10
7 

КОЕ для S. pneumoniae серотипа 

3 составило 60 мкг, для S. pneumoniae серотипа 37 – 130 мкг, что было 

существенно выше, чем для КП штаммов S. pneumoniae серотипов 1, 4, 6В и 

14 (от 0,4 до 10 мкг). Соотношение КП в системе: супернатант / осадок 

клеток было >1 для синтеза-зависимых серотипов и <1 для wzy – зависимых 

серотипов. Для доказательства того, что при инфицировании S. pneumoniae 

серотипа 3 его КП присутствует в крови мышей в свободном состоянии, 

проводили заражение животных серотипами 3, 4 или 5 дозой 10
3
 микробных 

клеток. Через 24 ч после заражения у всех мышей развивалась бактериемия, и 



27 
 

 

число колониеобразующих единиц (КОЕ) составляло от 6х10
4 

КОЕ/мл до 

1,3х10
8 

КОЕ/мл в зависимости от серотипа пневмококка. При этом в 

сыворотке крови для S. pneumoniae серотипа 3 количество КП на 10
7 

КОЕ 

составило 31,2 мкг, что было существенно выше, чем для серотипов 4 и 5 (0,8 

мкг). Для оценки влияния свободного КП S. pneumoniae серотипа 3 на 

антителозависимый киллинг бактериальных клеток пневмококка в реакции 

опсонофагоцитоза использовали супернатант культуры и мышиную 

сыворотку, полученную после заражения S. pneumoniae серотипа 3. 

Бактерицидная активность антител, индуцированных к КП серотипа 3, 

существенно снижалась в присутствии супернатанта культуры, причем с той 

же закономерностью, как и при прибавлении очищенного КП S. pneumoniae 

серотипа 3. В тесте пассивной защиты мышей показано, что для снижения 

степени защиты от заражения S. pneumoniae серотипа 3 требовалось 0,2 мкл 

супернатанта культуры, содержащей 0,03 мкг КП, тогда как для серотипа 4 - 

25 мкл, содержащих 0,12 мкг КП серотипа 4, то есть в 4 раза больше. В 

настоящее время принято считать, что для человека защитная концентрация 

антител к КП каждого серотипа S. pneumoniae составляет 0,35 мкг/мл, что 

коррелирует с защитой при иммунизации конъюгированными вакцинами. 

Для КП S. pneumoniae серотипа 3 защитная концентрация антител была 

наибольшей по сравнению с другими серотипами пневмококка, входящими в 

состав Превенар 13, и составляла 2,83 мкг/мл. Авторы делают заключение, 

что S. pneumoniae серотипа 3 при культивировании in vitro и при заражении 

мышей высвобождает наибольшее количество КП в окружающую среду по 

сравнению с другими серотипами пневмококка, приводя к снижению 

антитело-зависимого фагоцитоза и защиты от инфекции, путем связывания 

свободных антител, индуцированных к КП этого серотипа пневмококка. Не 

исключено, что КП, с которым связались антитела, также может 

элиминировать с поверхности бактерии в окружающую среду, снижая 

защитные свойства антител.  
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С помощью панели из трех моноклональных антител (МкАт), 

полученных к КП серотипа 3, показано, что одно МкАт обладало 

опсонизирующей активностью в присутствии комплемента, другое - в 

отсутствие комплемента, третье не обладало активностью ни в присутствии, 

ни в отсутствии комплемента. Все антитела обладали защитной 

способностью при летальном интраназальном заражении мышей, однако они 

взаимодействием с разными эпитопами КП [182]. 

КП, включая S. pneumoniae серотипа 3, не является лигандами Toll-

подобных рецепторов (Toll-like receptors - TLR) [12]. Очищенный КП S. 

pneumoniae способен связываться с макрофагами через 

углеводраспознающий домен маннозного рецептора с последующей 

продукцией провоспалительных цитокинов IL-1, IL-6, TNFα и хемокинов 

[200]. Лектин С-типа (углеводсвязывающий белок) SIGN-R1 (молекула 

межклеточной адгезии клеток 3-захватывающего неинтегрина - Specific 

Intracellular Adhesion Molecule-3 Grabbing Nonintegrin Homolog-related 1 - 

SIGN-R1), экспрессируемый макрофагами, особенно в маргинальной зоне 

селезенки мыши, способен связывать КП нескольких различных серотипов S. 

pneumoniae [200].  

Высокая вирулентность штаммов S. pneumoniae серотипа 3 позволяет 

использовать их для воспроизведения экспериментальной пневмококковой 

инфекции у животных [31,139]. Показано, что решающую роль при 

пневмококковой инфекции у мышей играют γδ Т-клетки, NKT при 

продукции Th1 и/или Th17-цитокинов [93, 120, 135]. При инфекции 

количество γδ Т-клеток может значительно увеличиваться, достигая 50% от 

всех периферических лимфоцитов [48]. При пневмококковой инфекции γδ Т-

клетки накапливаются и активируются в легких [101, 135]. Отсутствие γδ Т-

клеток приводит к увеличению количества бактерий в легких и гибели 

животных [120, 135]. При инфекции, вызванной S. pneumoniae серотипов 3 и 

1, γδ Т-клетки продуцировали IFNγ и участвовали в защите от S. pneumoniae 

как в начальной фазе, так и на стадии разрешения пневмококковой 
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пневмонии, элиминируя мононуклеарные фагоциты из очага воспаления 

[101]. Большая часть γδ Т-клеток обнаруживается в барьерных тканях 

организма и лишь небольшая часть в крови и селезенке мышей [12, 14, 78, 

179]. Активация γδ Т-клеток через TCR может быть опосредована 

неклассическими молекулами MHC (т. е. членами семейства T10/T22 и CD1) 

и не связанными с MHC молекулами [29, 60, 191]. Прямая активация γδ Т-

клеток происходит под действием лектинов С-типа [123]. γδ Т-клетки 

продуцируют широкий спектр цитокинов и проявляют цитотоксическую 

активность в отношении патогенов через рецепторы, индуцирующие апоптоз 

(FAS и TRAIL), и цитолитические белки (перфорин и гранзим) [51], а также 

могут быть профессиональными антигенпрезентирующими клетками, 

требующими взаимодействия с опсонизированными бактериальными 

клетками. Некоторые γδ Т-клетки экспрессируют молекулу CD4. γδ Т-клетки 

с фенотипом Th1 и Th2 продуцируют IL-2, IL-4, IL-17A, IFNγ и TNF [60].  

Важную роль в защите от пневмококковой инфекции [175] играют 

CD5
+
 В1-клетки, которые активируются под действием Т-независимых 

антигенов, в том числе КП пневмококка [121, 124], продуцируя естественные 

антитела, а также, возможно, участвуют в Т-зависимом иммунном ответе [28, 

121, 192, 202]. CD5
+
 B1-клетки в основном присутствуют в брюшной и 

плевральной полостях и в очень небольших количествах в селезенке [50, 

105]. Рецептор В-клеток (BCR) участвует в фагоцитозе бактерий В1-клетками 

[65]. CD5
+
 B1-клетки, выделенные из селезенки, преимущественно 

индуцируют продукцию IL-17 Т-клетками [201]. В1-клетки представляют 

антиген Т-клеткам и индуцируют более эффективную их пролиферацию, чем 

конвенциальные CD19
+
 В-клетки [202]. Показано, что 

овальбуминпрезентирующие B1-клетки экспрессируют высокий уровень 

MHC II по сравнению с нативными B1-клетками.  

В раннем ответе на легочную инфекцию, вызванную S. pneumoniae, 

участвуют NK-клетки, посредством продукции IFNγ [55]. Ключевую роль в 

защите от пневмококковой инфекции играют NKT-клетки [93]. При 
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заражении S. pneumoniae серотипа 3, у мышей с дефицитом NKT-клеток 

отмечали более высокую смертность и бактериальную нагрузку в легких, чем 

у контрольных мышей [99]. Вероятно, IFNγ, продуцируемый NKT-клетками, 

играет решающую роль в защите от пневмококковой пневмонии [134]. При 

заражении мышей S. pneumoniae серотипа 1 показано, что NKT-клетки 

являются важными эффекторами врожденного иммунитета, обеспечивая 

быструю элиминацию пневмококка [93]. NKT-клетки могут косвенно или 

непосредственно «помогать» В - клеткам индуцировать выработку антител 

[63, 64, 184] и играют решающую роль в образовании антипневмококковых 

антител и переключении классов иммуноглобулинов в ответ на введение 

пневмококковых полисахаридных вакцин [102, 127, 128]. 

Наряду с защитой от инфекции IL-17, γδ T-клетки и CD5
+
 В1-клетки 

могут способствовать развитию аутоиммунных процессов [28, 43, 74, 148, 

180]. Экспансию аутореактивных клонов В-клеток контролирует IL-10, 

оставляя BCR в состоянии анергии.  

Нестандартность КП S. pneumoniae серотипа 3 может оказывать 

влияние на качество вакцин. Для устранения этого недостатка 

перспективным является использование протективных синтетических 

олигосахаридов строго определенного химического строения, являющихся 

аналогами КП S. pneumoniae серотипа 3, конъюгированных с белком-

носителем для индукции Т-зависимого иммунного ответа и 

иммунологической памяти [4, 12, 107, 140].  
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ГЛАВА 2. КОНЪЮГАТЫ БЕЛКА-НОСИТЕЛЯ С 

ОЛИГОСАХАРИДАМИ – СИНТЕТИЧЕСКИМИ АНАЛОГАМИ 

КАПСУЛЬНОГО ПОЛИСАХАРИДА Streptococcus pneumoniae 

СЕРОТИПА 3, И ИХ ИММУНОГЕННОСТЬ 

Современные пневмококковые вакцины, конструируют при 

использовании бактериальных капсульных полисахаридов (КП) актуальных 

серотипов пневмококка или конъюгатов КП с белком-носителем с 

последующим прибавлением адъюванта. КП являются Т-независимыми 

антигенами [32, 130]. При ковалентном связывании КП с белком-носителем 

получают гликоконъюгат, который в отличие от природных углеводов, 

индуцирует Т-зависимый иммунный ответ [23, 153]. Критерием адекватного 

иммунного ответа у взрослых людей в ответ на введение коммерческих 

пневмококковых вакцин является 2-4 кратное повышение титра антител к 

КП, входящим в их состав [47, 199], при титре опсонинов >1:8 [159, 160, 165, 

177] 

Капсульный полисахарид пневмококка и его олигосахаридные 

производные. Для получения традиционных пневмококковых вакцин КП 

выделяют из культуральной среды после инактивации патогена.  

Выделенный из культуральной среды КП, даже после очистки, содержит 

примесь антигенов бактериальной клетки, таких как полисахарид клеточной 

стенки (тейхоевая кислота или С-полисахарид), белки, нуклеиновые кислоты 

и др., что может служить препятствием для его последующей конъюгации с 

белком-носителем [166, 198]. Следует учитывать, что бактериальный КП 

состоит из цепей разной длины, поэтому антитела, индуцированные к одному 

эпитопу, могут быть протективными, а к другому - нет. Недостаточная 

иммунологическая эффективность КП может быть связана со смещением 

рамки считывания при экспрессии генов, ответственных за продукцию КП 

[52, 118].  

  Полимерные цепи КП состоят из олигосахаридных повторяющихся 

звеньев, представленных, например, 2-мя (серотип 3) [156]  или 8-ю (серотип 

17А) моносахаридами [189]. Получение олигосахаридов методом 
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гидролитического расщепления КП - трудноконтролируемый процесс. В 

результате конечный продукт является не в полной мере 

охарактеризованным с точки зрения длины олигосахарида и присутствия 

бактериальных примесей [97].  

Методом частичного кислотного гидролиза нативного КП S. 

pneumoniae серотипа 3 [38] получен очищенный и иммунохимически 

охарактеризованный гексасахарид [176], который конъюгировали с бычьим 

сывороточным альбумином (БСА),  гемоцианином лимфы улитки (keyhole 

limpet hemocyanin - KHL) или столбнячным анатоксином (tetanus toxoid - TT). 

Мышей иммунизировали без адъюванта внутрибрюшинно КП S. pneumoniae 

серотипа 3 (0,5 мкг по углеводу), конъюгатами гексасахарида с БСА (12 мкг 

по углеводу), гексасахарида с KHL (6 мкг по углеводу) или гексасахарида с 

ТТ (20 мкг по углеводу). Бустерные инъекции гомологичными 

гликоконъюгатами проводили внутрибрюшинно на 3 и 11 неделях (КП и 

гексасахарид-БСА) или только на 3 неделе (гексасахарид-KHL). 

Иммунизация КП приводила к образованию максимального уровня IgM-

антител через 1 неделю после иммунизации, затем наблюдали их 

постепенное снижение. Бустерные инъекции КП не приводили к повышению 

IgM- и IgG-антител. Иммунизация конъюгатом гексасахарид-БСА приводила 

к меньшему повышению титра IgM-антител через 1 неделю после 

иммунизации по сравнению с КП. Последующие две бустерные инъекции не 

приводили к значимому повышению IgM-антител через 1 неделю после 

каждой иммунизации, но сопровождались выработкой большого количества 

IgG-антител после второй бустерной инъекции.  Первичная иммунизация 

гликоконъюгатом гексасахарид-KHL индуцировала образование низкого 

уровня IgM-антител. Однако через 3 недели после 1 бустерной инъекции 

определяли высокий уровень IgG-антител, которые присутствовали в 

сыворотке крови до 28 дня после иммунизации. Протективную активность 

гликоконъюгатов оценивали при заражении иммунизированных мышей 

штаммом S. pneumoniae серотипа 3. Мышей иммунизировали 

https://www.multitran.com/m.exe?s=%D0%B3%D0%B5%D0%BC%D0%BE%D1%86%D0%B8%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%BD+%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D1%84%D1%8B+%D1%83%D0%BB%D0%B8%D1%82%D0%BA%D0%B8&l1=2&l2=1
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внутрибрюшинно, внутривенно и подкожно. Конъюгат гексасахарид-БСА 

вводили внутрибрюшинно или внутривенно, гексасахарид-KHL – 

внутрибрюшинно, гексасахарид-ТТ -  внутрибрюшинно или внутривенно. 

Через 1 неделю после первой иммунизации мышей заражали 

внутрибрюшинно S. pneumoniae серотипа 3. В результате, КП защищал от 

заражения всех мышей, независимо от пути введения. Гексасахарид-БСА – 

защищал всех мышей, а гексасахарид-KHL и гексасахарид-ТТ обеспечивали 

лишь частичную защиту, которая не зависела от способа введения и 

иммунизирующей дозы гликоконъюгата. То есть, для некоторых конъюгатов 

было недостаточно однократной иммунизации. При оценке длительности 

иммунитета установлено, что КП защищал мышей от заражения вплоть до 19 

недели после 1-кратной иммунизации. Длительность защиты, 

индуцированной конъюгатом гексасахарид-БСА, составляла всего 3 недели, 

однако 2 бустерные инъекции обеспечивали защиту всех иммунизированных 

мышей в течение 14 недель. После 1 бустерной инъекции конъюгата 

гексасахарид-KHL, проведенной через 3 недели после первой иммунизации, 

наблюдали защиту всех мышей от заражения в течение 23 недель. Одна 

бустерная инъекция конъюгата гексасахарид-ТТ обеспечивала защиту в 

течение 8 недель. Сыворотку иммунизированных животных переносили 

внутривенно неиммунизированным мышам в разных разведениях и заражали 

мышей через 24 ч S. pneumoniae серотипа 3. Показано, что сыворотка, 

содержащая IgM- и IgG-антитела, лучше защищала мышей от заражения, чем 

сыворотка, содержащая только IgM-антитела. Полученные данные 

свидетельствуют о том, что для выработки IgG-антител, длительно 

сохраняющихся в сыворотке крови мышей, имеет значение природа белка-

носителя. 

По данным Laferrier [110] конъюгация ТТ с олигосахаридными 

производными КП S. pneumoniae серотипа 3 с различной длиной цепи (в 

среднем 8, 16, 27 и 37 повторяющихся звеньев) не индуцировала 

достаточного иммунного ответа у кроликов. Олигосахарид-индуцированные 
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IgG-антитела обладали низкой опсонизирующей активностью. В данном 

исследовании использовали пул олигосахаридов с различной длиной цепи, 

что затрудняло интерпретацию результатов исследования. Эти данные 

согласуются с результатами предыдущих экспериментов на мышах, в 

которых конъюгат гексасахарида с ТТ, обеспечивал более слабую и менее 

длительную защиту от заражения по сравнению с использованием других 

белков-носителей, несмотря на иммунизацию самой большой дозой по 

углеводу [176]. 

Проведенные исследования позволяют сделать несколько важных 

выводов: 1) гексасахарид, конъюгированный с белком-носителем, без 

адъюванта, при иммунизации животных вызывает IgG-ответ и защиту от 

заражения только при бустерном введении; 2) иммунный ответ и его 

длительность зависит от использованного белка-носителя; 4) пассивная 

защита мышей выше при использовании сыворотки, содержащей IgG-

антитела, обладающие опсонизирующей активностью; 5) метод иммунизации 

(подкожно, внутрибрюшинно, внутривенно) не оказывает существенного 

влияния на иммуногенность гликоконъюгата.  

Синтетические олигосахариды и их конъюгаты с белком-

носителем. Для получения эффективной полусинтетической 

гликоконъюгатной вакцины необходимо синтезировать олигосахариды, 

имеющие протективные эпитопы, с последующей их контролируемой 

конъюгацией с белком-носителем [166]. В настоящее время в нескольких 

странах мира лицензирована гликоконъюгатная вакцина QuimiHib для 

защиты от гемофильной инфекции типа b, сконструированная на основе 

конъюгированных синтетических олигосахаридов. Полусинтетические 

вакцины разрабатываются и против госпитальных инфекций, вызываемых 

Clostrdium difficile и Klebsiella pneumoniae [18, 33, 34, 170]. 

Протективные эпитопы КП пневмококка могут быть представлены 

синтетическими олигосахаридами [95]. Иммунный ответ на олигосахариды 

высокоспецифичный и некоторые олигосахариды, конъюгированные с 
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белком-носителем, индуцируют даже более высокий синтез антител к КП, 

чем конъюгаты с бактериальным КП [95]. В настоящее время синтезированы 

синтетические олигосахариды для серотипов 1-4, 6А/B, 7F, 8, 9A/V, 14, 17F, 

18C, 19A/F, 22F, 23F, 27 и 29 [25, 89, 97, 171, 187].    

Синтетические олигосахариды являются привлекательной 

альтернативной  гетерогенным препаратам очищенных бактериальных КП, 

на основе которых получены коммерческие пневмококковые вакцины [140].   

Недостаточная иммуногенность КП S. pneumoniae серотипа 3 [71, 146] 

явилась основанием для проведения углубленного анализа современных 

данных литературы по разработке гликоконъюгатов  третьего поколения на 

основе синтетических олигосахаридов, соответствующих фрагментам КП 

этого серотипа пневмококка. Разработаны эффективные методы синтеза 

антигенных структур, соответствующих фрагментам КП S. pneumoniae 

серотипа 3 [194].  

Дисахарид, трисахарид  и тетрасахарид, соответствующие фрагментам 

КП S.pneumoniae серотипа 3, конъюгировали скваратным методом с 

нетоксичной формой рекомбинантного дифтерийного токсина CRM197 (Cross- 

Reactive Material - CRM) в различных соотношениях углевод/белок [26]. 

Мышей иммунизировали гликоконъюгатами без адъюванта подкожно в 4 

точки (2,5 мкг по углеводу в расчете на мышь) и делали такую же бустерную 

инъекцию через 3 недели. В качестве контроля использовали CRM197 и 

фосфатно-солевой буферный раствор (ФСБ). Через 2 недели после 

последнего забора крови мышей заражали внутрибрюшинно 20 LD50 (400 

КОЕ) S. pneumoniae серотипа 3. Выживаемость мышей учитывали на 14 день 

после заражения. Титр IgM- и IgG-антител определяли с помощью ИФА при 

использовании микропланшетов, с адсорбированным на дне лунок КП (1 

мкг/мл). Мыши, иммунизированные конъюгатами CRM197 с три- и 

тетрасахаридом, вырабатывали IgG-антитела, специфичные к КП. Титр 

антител сохранялся на высоком уровне не менее 7 недель после бустерного 

введения конъюгатов. Конъюгат  CRM197 с дисахаридом не вызвал 
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образования антител. Соотношение углевод/белок не влияло на 

иммуногенность гликоконъюгатов. Все мыши, у которых были обнаружены 

антитела, специфичные к КП S. pneumoniae серотипа 3, выжили после 

внутрибрюшинного заражения штаммом S. pneumoniae серотипа 3. 

Контрольные мыши погибли в течение 4 дней наблюдения. Не выявлено 

влияния количества олигосахаридных лигандов, связанных с одной 

молекулой белка, на иммуногенность гликоконъюгатов.   

На основании проведенного исследования можно сделать следующие 

выводы: 1) конъюгат CRM197 с дисахаридом без адъюванта не вызывает 

иммунного ответа даже при бустерном введении; 2) соотношение углевод/ 

белок в гликоконъюгате не влияет на его иммуногенность; 3) для индукции 

иммунного ответа необходимо использовать дозу гликоконъюгата в расчете 

на углевод. Кроме того, иммуногенные олигосахаридные эпитопы должны 

иметь определенную конформацию и оптимальную длину.  

В другом исследовании при использовании метода скрининга на 

панели углеводных лигандов определяли сайты распознавания КП с 

помощью двух моноклональных антител (МкАт), специфичных к КП S. 

pneumoniae серотипа 3 [140]. Оба МкАт распознавали нативный КП S. 

pneumoniae серотипа 3. При сравнении двух трисахаридов разной структуры 

и тетрасахарида, оба МкАт лучше всего связывались с тетрасахаридом, с 

которым и были проведены дальнейшие исследования [185, 142, 143]. 

Конъюгат CRM197 с тетрасахаридом содержал в среднем 6 олигосахаридов на 

одну молекулу CRM197. Мышей иммунизировали подкожно с интервалом 28 

дней двумя дозами конъюгата тетрасахарид-CRM197 (5 мкг по углеводу) с 

адъювантом Фрейнда или алюминия гидроксидом. Контрольная группа 

мышей получала ФСБ. Иммунизированные мыши вырабатывали IgG-

антитела, которые специфично связывались с тетрасахаридом. Сыворотка 

иммунизированных мышей содержала антитела, как к белку-носителю, так и 

к спейсеру. Иммуногеннность конъюгированного тетрасахарида в 

значительной степени зависела от использованного адъюванта. Активность 
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антител к конъюгату CRM197 с тетрасахаридом оценивали с помощью 

опсонофагоцитоза [158, 159, 182]. Для этого к клеткам линии 

промиелоцитарного лейкоза человека HL-60 прибавляли диметилформамид и 

через 6-7 дней получали нейтрофилоподобные клетки. Микробные клетки S. 

pneumoniae серотипа 3 инкубировали с сывороткой неиммунизированных 

мышей (контроль) или мышей, иммунизованных конъюгатом тетрасахарид-

CRM197, и затем добавляли к дифференцированным HL-60 клеткам в 

присутствии комплемента. Через 1 час, оставшиеся живыми клетки S. 

pneumoniae серотипа 3, высевали на чашки с питательной средой и 

подсчитывали количество образовавшихся колоний (КОЕ). Сыворотка, 

полученная от мышей, иммунизированных конъюгатом тетрасахарид-

CRM197, приводила к дозозависиму киллингу фагоцитами клеток 

пневмококка, что свидетельствовало об образовании опсонизирующих 

антител. Адъювант Фрейнда вызвал образование более высокого титра 

антител с наибольшей опсонизирующей активностью, по сравнению с 

использованием алюминия гидроксида в качестве адъюванта. Протективную 

активность конъюгата тетрасахарида в отношении пневмококковой 

пневмонии исследовали на модели интраназального заражения мышей [157, 

195]. Так как адъювант Фрейнда не используют при создании вакцин, авторы 

вводили гликоконъюгат, адсорбированный на геле алюминия гидроксида, и 

без адъюванта. Мышей иммунизировали трехкратно (дни 0, 14 и 28) 

конъюгатом тетрасахарид-CRM197, содержащим 5 мкг тетрасахарида на дозу. 

Контрольных мышей и мышей, иммунизированных конъюгатом 

тетрасахарид-CRM197, заражали интраназально на 35 день 10
6
 КОЕ S. 

pneumoniae серотипа 3. Результат оценивали по клиническим признакам 

заболевания (потеря веса, температура тела) в течение 48 ч. Иммунизация 

мышей конъюгатом тетрасахарид-CRM197, адсорбированным на геле 

алюминия гидроксида, значительно снижала активность инфекционного 

процесса, о чем судили по более низкой температуре тела мышей и меньшей 

потере веса; сохранению целостности альвеолярного барьера, которую 



38 
 

 

оценивали по уменьшению соотношения альбумина в бронхоальвеолярной 

лаважной жидкости к его содержанию в плазме крови; снижению количества 

бактерий в легких по сравнению с контролем и введением гликоконъюгата 

без адъюванта. Более того, иммунизация гликоконъюгатом с адъювантом 

практически полностью предотвращала развитие бактериемии по сравнению 

с контролем и гликоконъюгатом без адъюванта. Антибактериальная защита 

сопровождалась увеличением количества лейкоцитов и снижением 

продукции цитокинов в альвеолярном компартменте у инфицированных 

пневмококком мышей. Индукция длительного иммунитета является важным 

показателем успешной вакцинации. Через 4 мес защита от инфекции была 

меньше, чем при заражении на 35 день после иммунизации. Авторы считают, 

что ограниченная способность конъюгата тетрасахарид-CRM197 

индуцировать длительный иммунный ответ, может быть не связана со 

свойствами олигосахарида.  

Иммунологическая оценка конъюгатов пента-, гекса-, гепта- и 

октасахаридов, соответствующих фрагментам КП S. pneumoniae серотипа 3, 

со столбнячным анатоксином (tetanus toxoid - ТТ) показала, что они 

вызывают  образование IgG-антител. При этом длина олигосахаридной цепи 

оказывает существенное влияние на их иммунологические свойства. Пента- и 

гексасахариды определены как перспективные антигены для разработки 

вакцин [197]. Эти исследования были продолжены. Показано, что 

индуцированные гликоконъюгатами антитела распознают КП S. pneumoniae 

серотипа 3 и активируют опсонофагоцитоз. Конъюгат гексасахарид–ТТ 

защищал мышей от инфекции, вызванной S. pneumoniae серотипа 3. 

Вероятно, что конъюгат гексасахарид–ТТ активирует CD4
+
 Т-клетки и 

способствует дифференцировке Т-клеток в углеводспецифичные Th2-клетки 

для индукции гуморального иммунного ответа. В заключение следует 

отметить, что авторы рассматривают конъюгат гексасахарид–TT как 

перспективный кандидат для создания вакцины против S. pneumoniae 
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серотипа 3 [59]. Однако сравнительного исследования с конъюгированным 

тетрасахаридом в этом исследовании не проводили. 

Поливалентные комбинированные и неогликоконъюгатные 

вакцины. В настоящее время появилась возможность получать 

синтетические олигосахариды, соответствующие фрагментам КП различных 

серотипов пневмококка. Активная иммунизация мышей и кроликов 

конъюгатами, на основе синтетических олигосахаридов, соответствующих 

фрагментам КП серотипа 2 [57], серотипа 3 [140], серотипа 5 [116], серотипа 

8 [167] и серотипа 14 [107, 145, 161] приводила к образованию 

опсонизирующих антител. В некоторых исследованиях показана 

протективная активность неогликоконъюгатов на модели заражения 

животных.  

Предпринята попытка оптимизации лицензированных поливалентных 

конъюгированных пневмококковых вакцин на основе КП S. pneumoniae 

путем прибавления конъюгированных синтетических олигосахаридов, 

соответствующих фрагментам КП, серотипы которых не входят в состав 

вакцин. Наряду с этим разработана формула полусинтетической 

пентавалентной гликоконъюгатной вакцины, содержащей исключительно 

конъюгированные синтетические олигосахариды [98]. Для расширения 

спектра действия коммерческих пневмококковых вакцин в их состав 

включили серотипы, не входящие в состав вакцины Превенар 13 (серотипы 2 

и 8), и вакцины Синфлорикс (серотип 3), а также проблемые серотипы 3 и 5, 

содержащиеся в коммерческих вакцинах, но обладающие низкой 

иммуногенностью или нестандартными химическими характеристиками. 

Синтетический тетрасахарид широко распространенного серотипа 14, 

являющийся повторяющимся звеном КП этого серотипа [107]  использовали 

для того, чтобы показать, что иммуногенные КП могут быть заменены 

синтетическими аналогами. Полученные авторами гликоконъюгаты, 

относящиеся к серотипам 2, 3, 5, 8, 14, содержали от 7 до 11 олигосахаридов 

на одну молекулу CRM197. Кроликов NZW иммунизировали подкожно в 
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объеме 100 мкл традиционными вакцинами с добавлением 

неогликоконъюгатов (syn): Превенар 13 + серотип 2(syn) + серотип 8(syn) 

или Синфлорикс + серотип 2(syn) + серотип 3(syn) + серотип 8(syn) (2,2 мкг 

по углеводу для каждого олигосахарида) в дни 0, 14 и 28. Титр антител 

определяли с помощью ИФА на 7 сутки после иммунизации. Полученные 

комбинированные вакцины вызывали выраженный иммунный ответ, однако 

титр антител был ниже, чем при иммунизации каждым из компонентнов 

вакцины в отдельности. Комбинированная вакцина вызывала образование 

антител, специфичных к КП S. pneumoniae серотипа 3. Фагоцитарная 

активность клеток линии HL-60 в присутствии сывороток к отдельным 

компонентам вакцины, была ниже по сравнению с сывороткой к 

комплексному препарату. Пентавалентная полусинтетическая 

конъюгированная вакцина содержала 5 гликоконъюгатов с синтетическими 

олигосахаридами (2,2 мкг по углеводу), соответствующих фрагментам КП 

пяти серотипов (2, 3, 5, 8, 14) пневмококка, адсорбированных на 125 мкг 

алюминия гидроксида в ФСБ.  Для оценки ее иммуногенности использовали 

6 самок NZW кроликов, которых иммунизировали 0,5 мл пентавалентной 

вакцины. Отрицательным контролем служил CRM197, адсорбированный на 

геле алюминия гидроксида, положительный контроль – Превенар 13 или 

Синфлорикс подкожно по такой же схеме (дни 0, 14 и 28). После последней 

иммунизации в сыворотке, полученной от каждого кролика, определяли титр 

антител к КП в ИФА. Пентавалентная вакцина индуцировала образование 

высокого уровня антител, специфичных к соответствующим КП. Титр 

антител, специфичных к КП штамма серотипа 2, индуцированный 5-

валентной вакциной, был сопоставим с эффектом комбинированных вакцин: 

Превенар13 + серотип 2(syn) + серотип 8(syn) и Синфлорикс + серотип 2(syn) 

+ серотип 3(syn) + серотип 8(syn), тогда как специфичных к КП серотипа 8 - 

был несколько ниже. Серотип 3, входящий в состав в Превенар 13, 

индуцировал образование антител так же как конъюгированный 
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олигосахарид в составе 5-валентной вакцины и комбинированной вакцины 

Синфлорикс + серотип 2(syn) + серотип 3(syn) + серотип 8(syn).  

КП серотипа 5, включенный в состав коммерческих пневмококковых 

вакцин, характеризуется тем, что его структура частично изменяется в 

процессе получения, приводя к снижению иммуногенности [116]. В составе 

полусинтетической 5-валентной вакцины конъюгированный олигосахарид, 

соответствующий КП серотипа 5, вызвал более сильный иммунный ответ у 

кроликов, чем бактериальный КП, входящий в состав вакцин Превенар 13 и 

Синфлорикс. Интересно, что более низкий титр IgG-антител наблюдали в 

ответ на введение неогликоконъюгата серотипа 14 в составе 5-валентной 

полусинтетической вакцины по сравнению с коммерческими вакцинами. 

Оценку антитело-зависимого фагоцитоза проводили при использовании 

пуловой сыворотки иммунизированных кроликов и сравнивали с 

активностью стандартной человеческой референс-сыворотки к капсульным 

антигенам (007sp), рекомендованной ВОЗ [67]. Показано, что 

полусинтетические и коммерческие конъюгированные вакцины, содержащие 

неогликоконъюгаты, вызывали образование антител, усиливающих 

фагоцитоз пневмококка соответствующего серотипа клетками линии HL-60. 

 Для оценки формирования иммунологической памяти NZW кроликов 

(n=3-6) иммунизировали подкожно исследуемыми препаратами на 91 день 

после последней иммунизации. Титр IgG-антител определяли до бустерного 

введения гликоконъюгатов (день 119) и через 7 суток после бустерного 

введения (день 126). После бустерного введения всех исследованных 

гликоконъюгатов титр антител в ИФА существенно повышался. 

Сывороточные антитела обладали высокой опсонизирующей активностью. 

Следует отметить, что пентавалентная полусинтетическая вакцина запускала 

продукцию антител, обладающих более высокой опсонизирующей 

активностью,  чем вакцины Превенар 13 и Синфлорикс  [144]. Полученные 

результаты показали возможность включения неогликоконъюгатов в состав 

коммерческих вакцин.  
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Таким образом, коммерческие пневмококковые вакцины на основе КП 

различных серотипов пневмококка могут быть оптимизированы двумя 

способами: 1) с помощью расширения спектра их протективной активности 

путем прибавления к ним гликоконъюгатов на основе синтетических 

олигосахаридов, относящихся к серотипам, не входящим в состав вакцин; 2) 

при замене неогликоконъюгатами проблемных КП пневмококка, 

относящихся к серотипам 1 и 5, которые подвергаются необъяснимой 

химической модификации в ходе их получения из культуральной среды при 

выращивании бактерий [116, 168].  

Влияние адъювантов на иммунный ответ к неогликоконъюгатам  

О влиянии адъювантов на иммуногенность гликоконъюгатов на основе 

синтетических олигосахаридов, соответствующих фрагментам КП 

пневмококка известно мало. Использование алюминия гидроксида является 

предпочтительным по сравнению с алюминием фосфатом. Гель алюминия 

гидроксида при нейтральном рН имеет положительный заряд. Это 

способствует лучшей адсорбции на нем отрицательно заряженных 

конъюгатов CRM197 –олигосахаридов, соответствующих фрагментам КП S. 

pneumoniae серотипа 3 [114]. 

Адъюванты в комбинации с вакцинами способствуют снижению 

иммунизирующей дозы и количества инъекций, тем самым уменьшая 

количество побочных эффектов вакцинации [46]. Действие адъювантов 

приводит к модуляции иммунного ответа на корпускулярные антигены путем 

создания эффекта депо, направленно действуя на клетки иммунной системы 

или увеличивая продукцию определенных цитокинов [73, 129]. Адъюванты 

могут изменить баланс Th1/Th2 цитокинов и, как следствие, генерацию 

соответствующих субклассов антител. У мышей продукция IgG1-антител 

ассоциирована с Th2-ответом, тогда как Th1-ответ ассоциирован с 

продукцией IgG2а-, IgG2b- и IgG3- антител [109]. Каждый субкласс 

иммуноглобулинов может участвовать в клиренсе инкапсулированнных 

бактерий с помощью различных механизмов. IgG2а и IgG2b обладают 
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способностью образовывать наиболее сильную связь с Fc рецепторами 

клеток иммунной системы [155] и вместе с IgG3 лучше фиксируют 

комплемент, чем IgG1 [137]; IgG3 может связываться с бактериями [70] и 

обеспечивать защиту от инфекции [30, 125]. То есть, иммунный ответ с 

выработкой IgG-антител различных изотипов, может быть полезен для 

создания защиты против инкапсулированных бактерий. Развитие иммунного 

ответа по Th1 пути направляют адъюванты такие как: неметилированные 

CpG-мотивы ДНК бактерий (цитозин-фосфат-гуанин –cytosine-phosphate-

guanin- CpG) [49, 85, 94]; диметил диоктадецил аммоний бромид (dimethyl 

dioctadecyl ammonium bromide - DDA) [88]; QuilA - сапонин, экстрагируемый 

из коры южно-американского дерева Guillaja saponaria [190]; 

монофосфорилил липид А (monophosphorilyl lipid A–MLP) [24]. По Th2-пути 

- Al(OH)3 (гидроксид алюминия) [196]. Прибавление к конъюгированным КП 

адъювантов, таких как QuilA [15] и монофосфорилил липида А 

(monophosphorilyl lipid A – MLP) усиливали иммунный ответ к КП 

пневмококка у мышей.  

 Для исследования роли адъювантов в иммунном ответе использовали 

слабо иммуногенный лиганд трисахарида S. pneumoniae серотипа 3, 

конъюгированный с CRM197. Мышей линии BALB/с иммунизировали 

подкожно дозой 0,5 мкг по углеводу, в 4 точки в присутствии различных 

адъювантов (QuilA, CpG, MPL, DDA, алюминия гидроксида и их 

комбинаций). Через 5 недель вводили бустерную дозу гликоконъюгата без 

адъюванта. В качестве положительного контроля использовали коньюгаты 

CRM197-трисахарид (2,5 мкг по углеводу) и CRM197-КП серотипа 3 (2,5 мкг по 

углеводу) без адъюванта [110]. Отрицательным контролем служили  

конъюгаты CRM197 с КП гетерологичных серотипов пневмококка без 

адъюванта, которые вводили мышам в дозе 2,5 мкг по углеводу: CRM197-КП 

серотипа 6A, CRM197 - КП серотипа 6B или фосфатно-солевой буфер (ФСБ). 

Все группы мышей, иммунизированные 1-кратно конъюгатом CRM197-

трисахарид в присутствии различных адъювантов, индуцировали продукцию 
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одинакового уровеня анти-КП IgG-антител в течение более 32 недель. Через 

2 недели после бустерного введения гликоконъюгатов определяли авидность 

антител к КП серотипа 3 в ИФА при использовании натрия тиоцианата, 

субизотипы IgG-антител и их опсонизирующую активность. Авидность 

сывороточных антител к КП после введения конъюгата CRM197-трисахарид 

была выше при использовании в качестве адъювантов QuilA или QuilA+MPL, 

чем при введении неогликоконъюгата без адъюванта. Во всех группах 

мышей, иммунизированных гликоконъюгатом с адъювантом (кроме групп с 

DDA и CpG), авидность антител была выше, чем при иммунизации 

конъюгатом CRM197 – трисахарид без адъюванта.  Бустерная инъекция 

конъюгата CRM197-трисахарид повышала уровень IgG-антител в 

большинстве исследуемых групп. Использование адъювантов DDA+CpG и 

QuilA способствовало существенному увеличению уровня Th1 

опосредованных IgG2а-, IgG2b- и IgG3- антител к КП серотипа 3 по 

сравнению с группами, иммунизированными только CRM197-трисахарид и 

CRM197-КП серотипа 3 без адъюванта.  В присутствии сывороток мышей, 

иммунизированных гликоконъюгатами с адъювантами DDA+CpG и QuilA, 

усиливался фагоцитоз бактериальных клеток пневмококка серотипа 3 по 

сравнению с использованием сывороток мышей, иммунизированных 

конъюгатами CRM197-трисахарид и CRM197-КП серотипа 3 без адъюванта. 

Через 4 недели после последней иммунизации мышей заражали 

внутрибрюшинно 20 летальными дозами (400 КОЕ) S. pneumoniae серотипа 

3. Из них 98% (n=82) мышей, у которых определяли антитела к КП S. 

pneumoniae серотипа 3, выжили после заражения, тогда как все мыши, 

входящие в состав контрольных групп, погибли в период между 2 и 4 

сутками после заражения. 

 Обычно алюминия гидроксид прибавляют к антигенам вакцины в 

расчете 0,5 мкг/доза (на основе содержания иона алюминия). ВОЗ допускает -  

< 1,25 мг/доза. Показано, что в дифтерийно-столбнячном анатоксине доза 
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алюминия 0,133 мг/доза и 0,5 мг/доза индуцируют одинаковый иммунный 

ответ против дифтерии и столбняка [79]. 

Таким образом, независимо от природы адъюванта у всех мышей, 

иммунизированных гликоконъюгатом с адъювантом, определяли длительно 

циркулирующие антитела, специфичные к КП S. pneumoniae серотипа 3, 

обеспечивающие полную защиту от заражения этим серотипом пневмококка. 

Все исследованные адъюванты увеличивали уровень антител, специфичных к 

КП и опсонизирующую способность антител. Фагоцитарная активность 

имела высокую степень корреляции с Th1-ассоциированными IgG2а- и 

IgG2b-антителами, в меньшей степени с Th2-ассоциированными IgG1-

антителами, обладавшими меньшей степенью авидности. Авторы считают, 

что повышение иммуногенности конъюгатов с олигосахаридами может быть 

достигнуто при использовании Th1-адъювантов, которые целесообразно 

включать в состав будущих вакцин. 

 Молекулярно-клеточный механизм действия гликоконъюгатов 

исследован недостаточно. Известно, что иммунизация гликоконъюгатами, в 

отличие от Т-независимых очищенных полисахаридов,  требует помощи Т-

клеток для активации антителопродуцирующих В-клеток, переключения 

синтеза IgM на синтез углеводспецифических IgG-антител, индукции В- и Т-

клеточной памяти [20, 126]. В последние годы произошел существенный 

прогресс в понимании действия гликоконъюгатов на иммунную систему 

организма, объясняющий индукцию IgG-антител к углеводной составляющей 

гликоконъюгатов и формированию В- и Т-клеточной памяти. 

Традиционная гипотеза активации иммунитета с помощью 

гликоконъюгатных вакцин предполагает, что только пептид, генерированный 

антигенпрезентирующими клетками из гликоконъюгата, может быть 

представлен для распознавания Т-клеткам. Это точка зрения игнорирует 

ковалентную связь углевода с белком-носителем, которая вряд ли может 

быть разрушена в эндосомах [21, 22]. Коротко, современный механизм 

действия гликоконъюгатов можно представить следующим образом. В-
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клетка захватывает гликоконъюгат через углеводраспознающий рецептор (B 

Cells Receptor - BCR) и процессирует в гликан-пептид в эндосомах. 

Пептидная часть гликан-пептида связывается с MHC класса II, а гликановая 

часть презентируется TCR CD4
+
Т-карбогидратных клеток (Tcarbs). 

Стимулированные Tcarbs секретируют IL-2, IL-4 для индукции 

углеводспецифического адаптивного иммунного ответа с переключением 

синтеза IgM на  IgG и формированием иммунологической памяти. 

Заключение к обзору литературы  

Показано, что профилактический эффект капсульного полисахарида S. 

pneumoniae серотипа 3 зависит от типа вакцины, нозологической формы 

заболевания, возраста, схемы иммунизации. 

 Рассмотрены экспериментальные данные, обосновывающие низкую 

иммуногенность капсульного полисахарида серотипа 3, предположительно 

связанную с необычным путем синтеза его капсульного полисахарида.  

Синтетические олигосахариды с точной химической структурой 

являются привлекательной альтернативной гетерогенным препаратам 

очищенных бактериальных КП.  На их основе могут быть разработаны 

поливалентные полусинтетические пневмококковые вакцин.  
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ЧАСТЬ II. СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

ГЛАВА 1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

1.1. Препараты 

Синтетические олигосахариды и их коньюгаты с белком носителем. 

Олигосахариды, соответствующие одному (дисахарид), полутора 

(трисахарид) и двум (тетрасахарид) повторяющимся звеньям КП S. 

pneumoniae серотипа 3 (Схема.1) получены в ФГБУН ИОХ им. 

Н.Д.Зелинского РАН (лаборатория гликоконъюгатов, заведующий 

лабораторией, член-корресспондент РАН, д.х.н., проф., Н.Э.Нифантьев). 

 
Схема 1. Структура олигосахаридов, соответствующих фрагментам 

капсульного полисахарида S. pneumoniae серотипа 3 и их коньюгатов.  

Примечание: а) дисахарид, б) трисахарид; в) тетрасахарид; 1 а-в) 

спейсер; 2 а-в) конюгаты олигосахаридов с БСА; 3 а-в) конъюгаты 

олигосахаридов с биотином. 
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Для иммунизации животных олигосахариды конъюгировали с БСА 

скваратным методом. Для идентификации антител в ИФА использовали 

конъюгаты олигосахаридов с биотином, полученные путем ацилирования 

соответствующих 3-аминопропилгликозидов с активированным эфиром, 

которые иммобилизовали на пластике планшетов, покрытых стрептавидином 

[9].   

БСА часто используют в качестве белка-носителя при изготовлении 

конъюгатов и других типов биомолекулярных систем [16]. Методом MALDI-

TOF анализа установлено, что конъюгаты ди-, три- и тетрасахарида с БСА 

содержали в среднем 19, 18 и 16 олигосахаридных лигандов на одну 

молекулу белка соответственно. Содержание углеводов в препаратах 

составило 9,  13 и 15% соответственно [9, 186]. 

Бактериальный капсульный полисахарид получен в лаборатории 

иммунохимической диагностики ФГБНУ НИИВС им. И.И.Мечникова (зав. 

лабораторией д.м.н., проф.  Н.Е. Ястребова) из штамма Streptococcus 

pneumoniae серотипа 3 №10196, выделенного 30 июня 2011 года из крови 

ребенка с бактеремией в отделении микробиологии Научного центра 

детского здоровья  МЗ РФ. Штамм S. pneumoniae серотипа 3 выращивали на 

полусинтетической питательной среде. КП получали из среды 

культивирования штамма. Этапы выделения КП включали: 

ультрафильтрацию и концентрирование, обработку ферментами, фенольную 

депротеинизацию и диализ. Полученный препарат содержал менее 5% 

денатурированного белка и менее 1% нуклеиновых кислот, основную долю 

составляли углеводы. Специфичность КП установлена с помощью ракетного 

иммуноэлектрофореза (РИЭФ) и методом ингибирования ИФА. В первом 

случае КП давал «ракету» с гипериммунной кроличьей сывороткой к 

серотипу 3, во втором - в дозе 1 мкг/мл вызывал 100% ингибирование ИФА с 

той же сывороткой в рабочем разведении 1:6400-1:12800 [2]. Подлинность 

КП серотипа 3 подтверждена с помощью ЯМР-спектрометрии. 
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Конъюгированная 13-валентная пневмококковая вакцина Превенар 13 

(фирма “Pfizer”, США, зарегистрирована в России). Одна доза вакцины (0,5 

мл) содержит КП S. pneumoniae серотипов (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 

19A, 19F, 23F -  по 2,2 мкг каждого полисахарида, за исключением 6В – 4,4 

мкг, адсорбированных на алюминии фосфате - 0,125 мг). КП конъюгированы 

с CRM197. В настоящем исследовании Превенар 13 использовали в качестве 

референс-препарата в разовой иммунизирующей дозе 1,1 мкг/мышь по КП 

серотипа 3, что эквивалентно ½ дозы, рекомендуемой для человека.   

Гель алюминия гидроксида (Sigma, США) – использовали в качестве 

адъюванта для конъюгированных олигосахаридов. 

1.2. Лабораторные животные 

 Мыши линии BALB/с (самцы) (n=250) массой 14-16 г из питомника 

НЦ биомедицинских технологий (филиал «Андреевка»). Животных 

содержали в виварии в ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова. Условия 

содержания, забора крови и вывод из эксперимента соответствовал 

требованиям Европейского союза по уходу и использованию лабораторных 

животных. Протоколы экспериментов утверждены этическим комитетом 

ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова.  

1.3. Получение иммунных сывороток 

Пуловую сыворотку мышей, иммунизированных дозой 20 мкг/мышь 

(по углеводу) конъюгатами ди-, три-, тетрасахаридов с БСА и КП- CRM197 

(1,1 мкг/мышь по КП в вакцине Превенар 13), получали от 6 

мышей/конъюгат. Сыворотку использовали для определения изотипов 

иммуноглобулинов: IgM, IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b и IgG3 методом ИФА; в 

реакции ингибирования ИФА; в реакции антитело-зависимого фагоцитоза; в 

реакции агглютинации на стекле. 

Гипериммунные сыворотки получали после многократной 

иммунизации кроликов инактивированными микробными клетками S. 

pneumoniae серотипа 3 и использовали в реакции ИФА, ингибирования ИФА, 

агглютинации на стекле. Сыворотки получены на базе лаборатории 
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иммунохимической диагностики ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова. В 

работе использованы сыворотки кроликов к S. pneumoniae серотипов 1, 2, 4, 

5,  6A, 6B, 14, 19F, 23F; к некоторым грамотрицательным и 

грамположительным бактериями: Hemophilus influenzаe типа b №1095, 

Klebsiella pneumoniae K16 № 2069-79, Styaphylococcus aureus №1986, 

Eschrichia coli К-87. 

1.4. Иммунизация мышей 

Мышей иммунизировали двукратно внутрибрюшинно коньюгатами 

БСА с ди-, три- и тетрасахаридом, адсобированными на геле аллюминия 

гидроксида (Sigma–Aldrich Co., США) с интервалом 14 суток. Разовая доза 

гликоньюгатов, разведенных в 0,9% растворе натрия хлорида составляла (20-

10-5-2,5) мкг в расчете на углевод.  Гель алюминия гидроксида добавляли из 

расчета 250 мкг на одну иммунизирующую дозу и выдерживали в течение 

ночи при t = 4°C. Такую же схему иммунизации использовали при введении 

референс-препарата - КП-CRM197, входящего в состав 13-валентной 

пневмококковой вакцины Превенар 13 и адсорбированного на геле алюминия 

фосфата. Вакцинацию Превенар 13 проводили разовой дозой 1,1 мкг/мышь 

по КП S. pneumoniae серотипа 3 (эквивалентна ½ дозы, рекомендуемой для 

человека). Кровь получали из хвостовой вены мышей через 14 суток после 

последней иммунизации и определяли титр IgG1-антител методом ИФА у 

каждой иммунизированной мыши. В качестве иммобилизованного на дне 

лунок планшетов антигена использовали биотинилированные олигосахариды 

или КП S. pneumoniae серотипа 3. 

 

1.5. Определение титров антител в сыворотках крови 

иммунизированных мышей в ИФА 

 

Титры антител, индуцированные к конъюгированным с БСА ди-, три- и 

тетрасахариду, а также КП-CRM197 определяли при использовании 96-

луночных планшетов, покрытых стрепатвидином (Pierce®, Thermo Scientific 

Inc., США) со связывающей способностью 5 пмоль биотина на лунку. 
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Реакцию проводили в соответствии с инструкцией производителя. Для этого 

в лунки стрептавидиновых планшетов после 3-кратного промывания ФСБ 

(Sigma, США) с 0,05% Tween 20 (PanReac Applichem, Барселона, Испания) и 

0,1% БСА (Sigma, США) прибавляли 15 пмоль конъюгированных с биотином 

ди-, три и тетрасахаридов в объеме 100 мкл/лунка. Инкубировали в течение 2 

часов при встряхивании (300 об/мин) при температуре 20-22 
о
С. После этого 

каждую лунку трижды промывали 200 мкл промывочного буфера. 

Сыворотки разводили, начиная с 1:100 до 1:6400 с двукратным шагом и 

добавляли в каждую лунку. Планшеты инкубировали 30 минут при 

температуре 20-22 
о
С. Каждую лунку трижды промывали 200 мкл 

промывочного буфера и прибавляли вторичные анти-кроличьи IgG-антитела 

или анти-мышиные антитела, коньюгированные с пероксидазой: IgM (мю-

цепь), IgG1 (гамма-1-цепь), IgG2a (гамма-2a-цепь), IgG2b (гамма-2b-цепь), 

IgG3 (гамма-3-цепь) (Rockland Immunochemicals, Inc., Pottstown, PA, США). 

После 30 мин инкубации при встряхивании (300 об/мин) при температуре 20-

22 
о
С лунки промывали три раза 200 мкл промывочного буфера. Затем 

прибавляли 100 мкл/лунка 3,3',5,5'-тетраметилбензидина (ТМБ) с 

последующей инкубацией в течение 15 минут при температуре 20-22 
о
С. 

Титры антител к КП в мышиных сыворотках крови после иммунизации 

гликоконъюгатами определяли при использовании 96-луночных планшетов 

(Biochemical LTD, Москва, Россия), с иммобилизованным на дне лунок 

очищенным КП S. pneumoniae серотипа 3 (0,5 мкг/лунка). Время инкубации с 

сывороткой составляло 1 ч при 37 
о
С, после прибавления вторичных антител 

– 1 ч при 37 
о
С, ТМБ прибавляли на 20 мин, реакцию в обоих случаях 

останавливали 1 М раствором серной кислоты. Оптическую плотность (OП) 

продуктов реакции определяли с помощью микропланшетного ИФА-ридера 

(iMark, Bio-Rad, Осака, Япония) при длине волны 450 нм. Титры антител 

представляли в виде разведения сыворотки или трансформировали значения 

в log10. 
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1.6. Антигенсвязывающая способность антител, индуцированных к 

гликоконьюгатам 

Способность мышиных антител, индуцированных к конъюгатам ди-, 

три- и тетрасахаридов с БСА и КП S. pneumoniae серотипа 3, 

конъюгированным с CRM197 (Превенар13), а также антител в сыворотках 

кроликов, иммунизированных инактивированными микробными клетками S. 

pneumoniae серотипа 3, связывать исследуемые олигосахаридные гаптены и 

КП исследовали в реакции ингибирования ИФА. На дне лунок 

стрептавидиновых планшетов (Thermo Scientific, США) иммобилизовали 

биотинилированные олигосахариды 15 п/моль в расчете на лунку. После 

прибавления исследуемой иммунной антисыворотки в объеме 90 мкл/лунка, 

добавляли олигосахаридные лиганды или КП в концентрациях 0,1-1,0-10 

мкг/мл в объеме 10 мкл. В качестве контроля к исследуемым образцам 

сывороток прибавляли 10 мкл ФСБ. Инкубацию с антигенами проводили в 

течении 30 мин при темпертуре 20-22 
о
С. Затем планшеты трижды 

промывали 200 мкл/лунка лунку ФСБ с 0,05% Tween 20,0 и 0,1% БСА 

(промывочный буфер). После этого прибавляли вторичные антитела, 

конъюгированные с пероксидазой: анти-мышиные IgG1 антитела (Rockland 

Immunochemicals, США) или анти-кроличьи IgG антител (Thermo Scientific, 

США). Планшены инкубировали 30 мин при 20-22 
о
С и затем трижды 

промывали 200 мкл/лунка промывочного буфера. После этого прибавляли 

100 мкл ТМБ для окрашивания продуктов реакции. Через 15 минут реакцию 

останавливали 1 М раствором серной кислоты в объеме 50 мкл/лунка. 

Оптическую плотность (OП) определяли на спектрофотометре (iMark, 

Япония) при длине волны 450 нм. При использовании КП в качестве 

антигена, иммобилизованного на дне лунок планшетов, реакцию проводили 

по такой же схеме, но инкубирование с лигандами проходило в термостате 

при 37 °C в течение 1 часа, со вторичными антителами – 45 мин при 37 °C. 

ОП450 продуктов реакции определяли, как описано выше. 
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Результаты представляли по IC50 (50% – ингибирующая концентрация, 

уменьшающая ОП в 2 раза). За 100% принимали ОП450 в контроле при 

прибавлении ФСБ к сыворотке вместо антигенов. 

1.7. Агглютинация на стекле 

Для исследования взаимодействия антител, специфичных к 

олигосахаридной части конъюгатов, с капсулой живых бактерий 

пневмококка использовали штамм S. pneumoniae серотипа 3 № 3 (Центр 

коллективного пользования ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова). Штамм 

имел типичные для пневмококка культуральные, морфологические и 

биохимические свойства, не продуцировал оксидазу и каталазу, был 

чувствителен к оптохину, лизировался желчными кислотами, давал 

положительную реакцию с пневмококковыми типовыми диагностическими 

сыворотками к S. pneumoniae серотипа 3 (Statens Serum Institut, Дания). 

Культивирование штамма проводили на плотной сердечно-мозговой среде 

(BD BBL™, США) с добавлением 5% дефибринированной донорской крови 

в течение 24 ч. Взаимодействие иммунной сыворотки с микробными 

клетками оценивали по 4-х крестной системе: ++++ – образование отчетливо 

различимых крупных хлопьев; +++ – крупные и мелкие хлопья; ++ – мелкие 

хлопья; + – хлопья почти невидимы; - хлопья отсутствуют. В качестве 

положительного контроля использовали кроличьи серотиповые 

пневмококковые антисыворотки на латексе к КП S. pneumoniae серотипа 3 

(Statens Serum Institut, Дания). 

1.8. Антитело-зависимый фагоцитоз (опсонофагоцитоз) 

Опсонизирующую активность антител, индуцированных к 

гликоконьюгатам, определяли методом проточной цитофлуориметрии [144]. 

Инактивированные ацетоном бактериальные клетки S. pneumoniae серотипа 3 

окрашивали изоционатом флюоресцина (FITC). К FITC-меченным бактериям 

(10
9
 клеток/мл) прибавляли сыворотку (10 мкл) от неиммунизированных 

мышей (n=6) или исследуемые антисыворотки (10 мкл) от мышей (n=6 в 
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группе для каждого гликоконъюгата), вакцинированных дважды каждым из 

гликоконъюгатов (20 мкг по углеводу), или  вакциной Превенар 13 (1,1 мкг 

по КП S. pneumoniae серотипа 3), полученные через две недели после второй 

иммунизации. Группы для исследования включали: (1) инактивированные 

FITC-меченные бактерии без сыворотки (контроль); (2) инактивированные 

FITC-меченые бактерии, обработанные нативной сывороткой (группа 

сравнения); или (3) инактивированные FITC-меченые бактерии, 

обработанные антисывороткой к каждому гликоконъюгату. Сыворотки и 

антисыворотки добавляли к бактериям в соотношении 1:1, а затем 

инкубировали в течение 20 мин при 37 °С и промывали центрифугированием 

(2500 g в течение 10 мин) в среде RPMI-1640 (Sigma, США). Определяли 

количество нейтрофилов и моноцитов (%) в периферической крови мышей-

доноров (n=10), захвативших FITC-меченные бактерии. Результат оценивали 

с помощью проточного цитофлуориметра (Cytomix FC-500, Beckman Coulter, 

США, с программным обеспечением CXP). Гейт клеточной популяции 

определяли путем оценки фронтального и бокового светорассеивания и 

размера клеток; в каждом гейте оценивали 10000 клеток. Результат 

представляли, как процент нейтрофилов или моноцитов, захвативших 

инактивированные ацетоном FITC-меченые бактериальные клетки S. 

pneumoniae серотипа 3. 

1.9. Протективная активность гликоконъюгатов 

Мышей линии BALB/c (самцы) дважды иммунизировали конъюгатами 

ди-, три- и тетрасахарида с БСА (8 мышей в каждой группе) в дозах от 20 до 

2,5 мкг по углеводу на мышь с интервалом 14 суток. В качестве препарата 

сравнения мышам (n = 6) вводили Превенар 13 в разовой дозе 1,1 мкг из 

расчета на КП S. pneumoniae серотипа 3 по той же схеме. Контролем служили 

мыши, которым вводили 0,9% раствор натрия хлорида. После 2-недельного 

перерыва животных заражали внутрибрюшинно 10
4
 КОЕ S. pneumoniae 

серотипа 3 в объеме 0,5 мл (5,6 LD50). Результат оценивали на 16 сутки после 

заражения. 
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1.10. Контроль содержания бактериального эндотоксина в 

гликоконъюгатах с помощью ЛАЛ-теста  

Содержание эндоксина в гликоконъюгатах определяли хромогенным 

ЛАЛ-тестом по конечной точке в соответствии с ОФС «Бактериальные 

эндотоксины» 42-0062-07. Результат оценивали в единицах эндотоксина 

(ЕЭ). Содержание эндотоксинов в конъюгатах ди-, три- и тетрасахаридов с 

БСА составляло  0,08-0,11 ЕЭ/мл. Исследование проведено в испытательной 

лаборатории ООО «НПО «ЛАЛ-Центр», г. Москва, Россия. 

1.11. Индукция цитокинов биотинилированными олигосахаридами 

in vitro 

Для количественного определения продукции цитокинов in vitro 

использовали метод, описанный ранее [104]. Интактных мышей линии 

BALB/с (n=6) выводили из эксперимента под эфирным наркозом, селезенки 

стерильно удаляли и пропускали через пластиковый фильтр в асептических 

условиях. После этого клетки дважды центрифугировали при 1000g в течение 

5 минут, эритроциты удаляли лизирующим буфером (0,15 M NH4Cl, 0,01 M 

NaHCO3, и 0,1 мМ EDTA; pH 7,4), затем осадок клеток дважды промывали 

средой RPMI-1640 с 10% эмбриональной телячьей сывороткой, 2 mM 

глутамина, 100 МЕ/мл пенициллина и стрептомицина, 15 мМ HEPES и 50 

мМ 2-меркаптоэтанола. Подсчет клеток проводили с использованием 

гемоцитометра, а жизнеспособность клеток определяли, используя метод 

окраски трипановым синим (Sigma-Aldrich, США). Результаты показали 

наличие ≥95% жизнеспособных клеток. Клетки (2,5×10
5
 клеток/лунка в 

полной среде RPMI-1640) добавляли в лунки планшетов, покрытых 

стрептавидином, на которых предварительно иммобилизовали 

биотинилированные олигосахариды. Супернатант собирали через 24 ч после 

инкубации при 37 °C во влажной камере с атмосферой 5% СО2/ 95% воздуха. 

Супернатант хранили при температуре (−20) °C до постановки реакции. 

Количественное содержание цитокинов определяли в супернатанте клеток с 

помощью набора реагентов FlowCytomix Mouse Thl/Th2 10-plex Kit 

(eBioscience, США), содержащего бусы, покрытые моноклональными 
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антителами к цитокинам (IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17A, GM-CSF, 

IFNγ и TNFα). Постановку реакции проводили в соответствии с инструкцией 

производителя методом проточной цитофлуометрии (FC-500, Beckman 

Coulter, США). Результаты сравнивали с уровнем цитокинов в супернатанте 

клеток, полученном из лунок планшетов, покрытых стрептавидином, без 

иммобилизации на их поверхности биотинилированных олигосахаридов. 

 

1.12. Продукция цитокинов у мышей ex vivo 

Концентрацию цитокинов в сыворотке крови мышей определяли 

методом проточной цитофлуометрии (FC-500, Beckman Coulter, США). 

Использовали набор реагентов FlowCytomix Mouse Thl/Th2 Kit 14-plex 

(eBioscience, США). Набор содержал бусы, покрытые моноклональными 

антителами к цитокинам (IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, 

IL-13, IL-17A, IL-21, IL-22, IFNγ и TNFα). Оценку концентрации цитокинов 

проводили на 1 и 7 сутки после первой и второй внутрибрюшинной 

иммунизации мышей гликоконъюгатами.  

  

1.13. Экспрессия поверхностных молекул на мононуклеарных 

клетках селезенки мышей 

Мононуклеарные клетки получали из селезенки мышей на 1 и 7 сутки 

после первой и второй иммунизации, проведенной с интервалом 14 суток. 

Иммунизацию мышей проводили конъюгатом дисахарид-БСА, 

адсорбированным и не адсорбированным на геле алюминия гидроксида. 

Суспензию спленоцитов получали путем гомогенизации селезенки при 

пропускании через одноразовый шприц с нейлоновой сеткой и 

суспендировали в ФСБ. Для окрашивания спленоцитов использовали анти-

мышиные моноклональные антитела конъюгированные с фикоэритрином 

(PE) или флуоресцеин-изотиоцианатом (FITC): CD3e-FITC, CD4-FITC, CD8a-

FITC, γδT (γδ TCR-PE), CD19-FITC, CD5-PE, NK.1.1, CD25-PE и MHCII-PE 

(I-EK) (eBioscience, San Diego, CA, США); Treg:  405 CD4-Alexa Fluor (Caltag  

Laboratories, США); FoxP3-FITC (eBioscience, США) и инкубировали при 4 

°C в течение 30 мин. Затем эритроциты удаляли с помощью лизирующего 
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буфера (BioLegend, США). После промывания ФСБ образцы фиксировали 

фиксирующим раствором (BioLegend, США) и анализировали с помощью 

проточного цитофлуометра (Cytomix FC-500, Beckman Coulter, США с 

программным обеспечением CXP). Гейт клеточной популяции определяли 

путем оценки фронтального и бокового светорассеивания и размера клеток; в 

каждом гейте оценивали 10000 клеток. Результат представляли в проценте 

клеток, экспрессирующих соответствующую поверхностную молекулу.  

Во всех исследованиях, проведенных методом проточной 

цитофлуориметрии, исследовали пуловые сыворотки или пул 

мононуклераных лейкоцитов мышей в 4 гейтах. 

 

1.14. Определение антител к двуспиральной ДНК проводили 

методом ИФА при иммобилизации на твердой фазе коммерческого препарата 

нативной ДНК, полученной  из спермы лосося (Bochringer GmbH, Германия). 

Препарат вносили в лунки планшетов в концентрации 20 мкг/мл, в карбонат-

бикарбонатном буфере. Для анализа использовали сыворотки к 

гликоконъюгатам в разведениях от 1:10-1:1280. Контролем служила 

сыворотка неиммунизированных мышей [10]. Сыворотки инкубировали в 

течение 2-х часов при 37 °С, а затем 16-20 часов при 4-10 °С. В качестве 

вторичных антител использовали анти-мышиные IgG-антитела, меченые 

пероксидазой. Продукты реакции окрашивали ТМБ. Реакцию останавливали 

через 10-20 мин., добавляя 1 М раствор серной кислоты. Результаты 

учитывали  на  многоканальном автоматическом фотометре (Titertech 

Multiscan MC фирмы Flow Laboratories, Англия)  при длине волны 490 нм. 

(лаборатория иммунохимической диагностики ФГБНУ НИИВС им. И.И. 

Мечникова).  

1.15. Статистический анализ 

Результаты представляли средним значением ± стандартное отклонение 

(M±SD). Для оценки различий между сравниваемыми группами 

использовали критерий Манна-Уитни для независимых выборок. 
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Выживаемость мышей после заражения оценивали с помощью точного 

критерия Фишера. Значения P ≤ 0,05 считали статистически значимыми. 

Программное обеспечение Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, США).  
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ГЛАВА 2. АНТИГЕННАЯ АКТИВНОСТЬ СИНТЕТИЧЕСКИХ 

ОЛИГОСАХАРИДОВ, СООТВЕТСТВУЮЩИХ ФРАГМЕНТАМ 

КАПСУЛЬНОГО ПОЛИСАХАРИДА S. pneumoniae серотипа 3  

 

Наличие общих антигенных детерминат у синтезированных 

олигосахаридов и КП S. pneumoniae серотипа 3 определяли в трех вариантах 

постановки опытов: 1) по способности антител (АТ), индуцированных к КП 

серотипа 3, взаимодействовать с биотинилированными ди-, три- и 

тетрасахаридами, иммобилизованными на твердой фазе в ИФА; 2) по 

способности лигандов олигосахаридов блокировать связывание антител, 

индуцированных к КП, с иммобилизованным на твердой фазе КП или 

биотинилированными олигосахаридами в  реакции ингибирования ИФА; 3) 

по способности антител, индуцированных к олигосахаридной части 

конъюгатов, взаимодействовать с КП или биотинилированными 

олигосахаридами, иммобилизованным на твердой фазе, в реакции 

ингибирования ИФА. 

 

2.1. Специфичность распознавания антителами к КП S. pneumoniae 

серотипа 3 биотинилированных ди-, три- и тетрасахаридов 

 

Специфичность связывания IgG-АТ, индуцированных к КП S. 

pneumoniae серотипа 3, с биотинилированными ди-, три- и тетрасахаридами, 

иммобилизованными на планшетах, покрытых стрептавидином, исследовали 

методом ИФА в гипериммунной сыворотке кроликов, полученной путем 

многократной иммунизации животных инактивированными бактериальными 

клетками S. pneumoniae серотипа 3. Контролем служила сыворотка 

неиммунизированных кроликов. В качестве референс-сывороток 

использовали гипериммунные сыворотки кроликов, полученные к 

гетерологичным серотипам S. pneumoniae и некоторым грамположительным 

и грамотрицательным бактериям (табл. 1).  
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Таблица 1. Cпецифичность взаимодействия антител, индуцированных у 

кроликов к КП S. pneumoniae серотипа 3, с биотинилированными 

олигосахаридами  

Сыворотки к 

различным 

серотипам S. 

pneumoniae и 

другим видам 

бактерий 

Обратный титр IgG-АТ в ИФА на соответствующем 

антигене, иммобилизованном на твердой фазе, log10, 

M±SD   

дисахарид-

биотин 

трисахарид-

биотин 

тетрасахарид

-биотин 

гомологичный 

КП   

 

1 2 3 4 

S. pneumoniae  

серотип 1 

< 2,0 < 2,0 < 2,0  4,1±0,2(ИФА) 

S. pneumoniae 

серотип 2 

< 2,0 < 2,0 < 2,0 2,6±0,2 (ИФА) 

 

S. pneumoniae 

серотип 3 

< 2,0 2,6±0,2* 3,2±0,2* 3,2±0,2(ИФА) 

 

S. pneumoniae  

серотип 4 

< 2,0 < 2,0 < 2,0 4,1±0,2(ИФА) 

 

S. pneumoniae  

серотип 5 

2,0±0,1 2,0±0,1 2,0±0,1 4,4±0,2(ИФА) 

 

S. pneumoniae 

серотип 6A 

2,3±0,2 < 2,0 < 2,0 3,5±0,2(ИФА) 

 

S. pneumoniae 

серотип 6B 

2,3±0,2 2,0±0,1 2,0±0,1 3,5±0,2(ИФА) 

 

S. pneumoniae 

серотип 14 

< 2,0 < 2,0 < 2,0 3,2±0,2(ИФА) 

 

S. pneumoniae 

серотип 19F 

2,0±0,1 2,3±0,2 2,0±0,1 4,4±0,2(ИФА) 

 

S. pneumoniae 

серотип 23F 

2,0±0,1 2,0±0,1 2,0±0,1 3,8±0,2(ИФА) 

 

H.influenze  

типа b 

< 2,0 2,0±0,1 < 2,0 3,8±0,2(ИФА) 

 

K.pneumoniae K16 2,0±0,1 2,0±0,1 < 2,0 3,5±0,2(РПГА) 

 

E.coli К-87 2,0±0,1 2,0±0,1 2,0±0,1 2,6±0,2(РПГА) 

 

S.aureus №1986 2,0±0,1 < 2,0 2,3±0,2 3,2±0,2(РПГА) 

 

Контроль  2,0±0,1 2,0±0,1 2,0±0,1 2,0±0,1 
Примечание. Контроль – нативная сыворотка кроликов. Титр IgG-АТ определяли в одной 

и той же пуловой сыворотке кроликов (n=2) для каждого серотипа пневмококка и других 

видов бактерий в 4-х кратных повторах. М±SD. Тест Манна-Уитни. Достоверность 

различий между титром АТ в сыворотке к S. pneumoniae серотипа 3 и другими 

исследованными сыворотками, *  P < 0,05. 
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С помощью биотинилированного тетрасахарида в сыворотке крови 

кроликов в высоком титре (log10 = 3,2) (Р < 0,05) выявляли IgG-АТ, 

индуцированные к бактериальным клеткам S. pneumoniae серотипа 3, что 

соответствовало титру АТ, определяемых с помощью КП, 

иммобилизованного на твердой фазе. Конъюгат биотина с трисахаридом 

выявлял АТ в той же сыворотке в более низком титре (log10 = 2,6) (Р < 0,05), 

тогда как биотинированный дисахарид оказался непригодным для оценки 

уровня  АТ (log10 < 2,0). В сыворотках к S. pneumoniae гетерологичных 

серотипов (1, 2, 4, 5, 6А, 6В, 14, 19F, 23F), а также в сыворотках к  

H.influenzаe типа b, K. pneumoniae, E. coli и S. aureus титр IgG-АТ составлял 

(log10 2,0 – 2,3), что не отличалось от контрольных значений (log10 = 2,0)  при 

тестировании с помощью всех биотинилированных олигосахаридов. 

 

2.2. Способность лигандов олигосахаридов взаимодействовать с  

антителами к капсульному полисахариду S. pneumoniae серотипа 3 

Исследовали способность лигандов блокировать связывание IgG-АТ к 

КП в антибактериальной сыворотке кроликов и в сыворотке мышей, 

иммунизированных конъюгатом CRM197-КП S. pneumoniae серотипа 3 

(Превенар 13), с биотинилированными олигосахаридами или КП S. 

pneumoniae серотипа 3, иммобилизованными на твердой фазе методом 

ингибирования ИФА.  

При использовании в качестве покрывающих лунки антигенов 

конъюгатов биотина с ди-, три- и тетрасахаридом, лиганды ди- и трисахарида 

характеризовались слабой способностью блокировать связывание АТ в 

антибактериальной кроличьей сыворотке независимо от использованного 

биотинилированного олигосахарида, иммобилизованного на 

стрептавидиновых планшетах (Рис.1). В системе антибактериальная 

сыворотка кроликов / биотинилированный тетрасахарид выявлена 

способность лиганда тетрасахарида связывать IgG-АТ к КП, так же как 

очищенный бактериальный КП S. pneumoniae серотипа 3 (IC50 = 0,1 
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мкг/лунка). Таким образом, наиболее высокой антигенной активностью 

обладал тетрасахарид. 

 

Рис.1. Блокирование лигандами связывания IgG-АТ в антибактериальной 

сыворотке кроликов с биотинилированными олигосахаридами, 

иммобилизованными на твердой фазе, в реакции ингибирования ИФА. 
Примечание. Для биотинилированных ди- и трисахарида, иммобилизованных на 

стрептавидиновой плашке, разведение сыворотки - 1:200; для конъюгата биотина с 

тетрасахаридом 1:1200. IC50 – концентрация лиганда, вызывающая снижение оптической 

плотности продуктов реакции на 50%. Каждый образец пуловой иммунной сыворотки 

кроликов (n=2) исследовали в 4-х повторах. M±SD. 
 

В системе антибактериальная сыворотка / бактериальный КП, 

абсорбированный на дне лунок планшетов, только лиганд тетрасахарида 

обладал ингибирующей активностью, сопоставимой с активностью КП S. 

pneumoniae серотипа 3, в максимальной из испытанных концентраций (10 

мкг/лунка) (Рис.2 А).  

 

Рис.2. Блокирование лигандами взаимодействия IgG-АТ, индуцированных к 

КП S. pneumoniae серотипа 3, с иммобилизованным на твердой фазе КП, в 

реакции ингибирования ИФА.  
Примечание. А) Антибактериальная сыворотка кроликов (n=2). Б) Сыворотка мышей 

(n=6), иммунизированных вакциной Превенар 13, содержащая CRM197-КП S. pneumoniae 

серотипа 3. Каждый образец пуловой иммунной сыворотки исследовали в 4-х повторах. 

M±SD. 
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Лиганды ди- и трисахарида не взаимодействовали с антителами в этой 

концентрации, и их ингибирующая активность не достигала IC50. В этом 

исследовании также показана наибольшая антигенная активность 

тетрасахарида. 

При использовании сыворотки к КП S. pneumoniae серотипа 3, 

полученной при иммунизации мышей конъюгатом CRM197-КП S. pneumoniae 

серотипа 3 (Превенар 13), ингибирующей активностью обладал только КП. 

Ингибирующая активность всех исследованных лигандов, даже в 

концентрации 10 мкг/лунка не достигала IC50 (Рис. 2 Б). 

Различия между связыванием АТ с лигандами в антибактериальной 

сыворотке и в сыворотке к КП, входящему в состав пневмококковой 

вакцины, могут быть обусловлены различиями в строении активных центров 

антител, определяемых конформационной структурой КП, использованного 

для иммунизации животных: в одном случае нативного бактериального, в 

другом – подвергнутого химической модификации в процессе получения 

вакцины. 

В результате проведенного исследования установлено, что 

тетрасахарид имеет общие иммунологически активные антигенные 

структуры с капсульным полисахаридом S. pneumoniae  серотипа 3.  

 

2.3. Способность олигосахаридспецифических антител 

взаимодействать с капсульным полисахаридом  

В опытах по исследованию способности лигандов ди-, три- и 

тетрасахарида конкурентно связывать АТ, индуцированные у мышей к 

олигосахаридной части конъюгатов, в качестве антигена в твердофазном 

ИФА использовали КП или биотинилированные олигосахариды (Рис. 3). 

В системе сыворотка к конъюгатам олигосахаридов с БСА / КП, 

иммобилизованный на твердой фазе, самой высокой способностью 

блокировать связывание IgG1-АТ с КП обладал лиганд тетрасахарида, 

который взаимодействовал со всеми олигосахаридспецифическими 
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антителами. Лиганд трисахарида обладал меньшей ингибирующей 

активностью. Дисахарид не обладал достаточной ингибирующей 

активностью (Рис. 3А).  

 

Рис.3. Блокирование лигандами взаимодействия мышиных 

олигосахаридспецифических IgG1-АТ с КП или биотинилированными 

олигосахаридами, иммобилизованными на твердой фазе в реакции 

ингибирования ИФА.  
Примечание. AL – алюминия гидроксид.  Для получения сывороток мышей двукратно 

иммунизировали гликоконъюгатами (20 мкг по углеводу), адсорбированными на геле 

алюминия гидроксида. А) КП S. pneumoniae серотипа 3, иммобилизиованный на твердой 

фазе. Разведение сывороток к конъюгированным олигосахаридам: дисахарид-БСА+AL – 

1:400; трисахарид-БСА+AL – 1:800; тетрасахарид-БСА+AL - 1:3000. Б) Биотинированные 

олигосахариды, иммобилизованные на твердой фазе. Разведение сыворотки к 

конъюгированным олигосахаридам: дисахарид-БСА+AL - 1:500; трисахарид-БСА+AL – 

1:500; тетрасахарид-БСА+AL - 1:1000. IC50 – концентрация лиганда, вызывающая 

снижение оптической плотности продуктов реакции на 50%. Каждый образец сыворотки 

мышей (n=6) исследовали в 4-х повторах. M±SD. 

 

Только лиганд тетрасахарида и КП S. pneumoniae серотипа 3 

взаимодействовали с АТ, индуцированными конъюгатом тетрасахарид-БСА, 

адсорбированным на геле алюминия гидроксида, при условии 

иммобилизации на твердой фазе биотинилированного тетрасахарида  (Рис. 

3Б). Лиганды ди- и трисахарида вызывали слабое ингибирование во всех 

исследованных сыворотках независимо от биотинилированного 

олигосахарида, иммобилизованного на твердой фазе. 
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Проведенные исследования показали, что тетрасахарид, по сравнению 

с ди- и трисахаридом, активно взаимодействует с антителами к капсульному 

полисахариду S. pneumoniae серотипа 3, не вступая в реакцию с антителами 

другой углеводной специфичности, а антитела, индуцированные к 

тетрасахариду, характеризуются специфичностью к капсульному 

полисахариду.  
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ГЛАВА 3. ИЗОТИПЫ ОПСОНИЗИРУЮЩИХ АНТИТЕЛ, 

УГЛЕВОДНОЙ СПЕЦИФИЧНОСТИ, ИНДУЦИРОВАННЫЕ К 

КОНЪЮГИРОВАННЫМ ОЛИГОСАХАРИДАМ, И ПРОТЕКТИВНАЯ 

АКТИВНОСТЬ НЕОГЛИКОКОНЪЮГАТОВ 

 

3.1. Выбор дозы и схемы иммунизации  

 

Для выбора иммунизирующей дозы и схемы иммунизации мышей 

использовали конъюгат БСА с дисахаридом – повторяющимся звеном КП S. 

pneumoniae серотипа 3. В предыдущих исследованиях показано, что 

дисахарид, обладал слабой антигенной активностью, по сравнению с 

тетрасахаридом. Использование конъюгата дисахарид-БСА позволяло 

оценить влияние адъюванта на образование антител и протективную 

активность.  

Мышей иммунизировали конъюгатом дисахарид-БСА, 

адсорбированным и неадсорбированным на геле алюминия гидроксида (250 

мкг/доза). Конъюгат вводили мышам в дозах 5-10-20 мкг (по углеводу). Титр 

IgG1-АТ углеводной специфичности в пуловых сыворотках мышей 

определяли через 7 и 14 суток после однократной и двукратной 

внутрибрюшинной иммунизации, проведенной с интервалом 2 недели (табл. 

2). Определение АТ IgG1 изотипа обосновано тем, что алюминия гидроксид 

поляризует иммунный ответ преимущественно по Th2 типу, приводя к 

выработке противовоспалительных цитокинов, способствующих 

переключению синтеза IgM на IgG1 [188].  

Однократная иммунизация мышей гликоконъюгатом с адъювантом и 

без адъюванта, оказалась недостаточной для образования АТ даже при 

использовании наибольшей из иммунизирующих доз – 20 мкг/мышь по 

углеводу. 

Конъюгат дисахарид-БСА, адсорбированный на геле алюминия 

гидроксида, индуцировал образование АТ (log10 2,4) к олигосахаридной части 

конъюгата через 7 суток после 2-ой иммунизации только в ответ на введение 

наибольшей из испытанных доз (20 мкг по углеводу) (Р < 0,05); через 14 
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суток титр IgG1-АТ (log10 3,2) повышался (Р < 0,05). Введение дозы 10 мкг 

вызывало меньшее повышение уровня антител (log10 2,4)  (Р < 0,05), а доза 

5,0 мкг не индуцировала образования антител у мышей, даже в присутствии 

адъюванта, на 14 сутки после иммунизации.  

Титр IgG-антител к белку-носителю (БСА) при иммобилизации на 

твердой фазе БСА (0,2 мкг/лунка) составил log10 3,5-3,8 (данные не 

представлены). 

 

Таблица 2. Уровень IgG1-АТ углеводной специфичности, индуцированных 

конъюгатом дисахарид-БСА, неадсорбированным и адсорбированным на 

геле алюминия гидроксида, в зависимости от дозы и кратности иммунизации 

 

№№ 

группы 

Гликоконъюгат Срок 

исследования 

Иммунизирующая доза, мкг 

на мышь (по углеводу) / 

титр IgG1-АТ 

трансформирован в log10  

5,0 10,0 20,0 

1 Дисахарид-БСА 

(без адъюванта) 

7 суток после 1-

ой иммунизации 

< 2,0 < 2,0 2,0±0,1 

14 суток после 1-

ой иммунизации 

< 2,0 2,0±0,1 2,0±0,1 

7 суток после 2-

ой иммунизации 

< 2,0 < 2,0 < 2,0 

14 суток после 2-

ой иммунизации 

< 2,0 < 2,0 < 2,0 

2 Дисахарид-БСА, 

адсорбированный 

на геле алюминия 

гидроксида  

7 суток после 1-

ой иммунизации 

< 2,0 2,0±0,1 2,0±0,1 

14 суток после 1-

ой иммунизации 

< 2,0 2,0±0,1 2,0±0,1 

7 суток после 2-

ой иммунизации 

< 2,0 < 2,0 2,4±0,2* 

14 суток после 2-

ой иммунизации 

2,1±0,1 2,4±0,1* 3,2±0,2* 

3 Контроль до иммунизации 

 

< 2,0 - - 

Примечание.  Пуловую сыворотку иммунизированных мышей (n=6 в каждой группе) 

исследовали в 4-х повторах. В качестве антигена, иммобилизованного на твердой фазе в 

ИФА, использовали КП S. pneumoniae серотипа 3 (0,5 мкг/лунка). Тест Манна-Уитни. 

M±SD. Достоверность различий с контролем, * P < 0,05. 
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Конъюгат без адъюванта не индуцировал образование АТ 

специфичных к КП даже через 14 суток после 2-ой иммунизации.  

При исследовании протективной активности конъюгата дисахарид-БСА 

использовали двукратную схему иммунизации дозой 20 мкг по углеводу, 

которая вызывала наибольшее повышение титра антител к КП, 

иммобилизованному на твердой фазе в ИФА (табл.3). 

 

Таблица 3. Протективная активность конъюгата дисахарид-БСА, 

адсорбированного и неадсорбированного на геле алюминия гидроксида, при 

заражении мышей летальной дозой S. pneumoniae серотипа 3  

Гликоконъюгат Титр 

IgG1-

АТ к 

КП, 

log10 

Количество выживших мышей из числа взятых в 

опыт,  дни наблюдения 

1 2 3 4 16 Выжи-

ло/ 

всего 

(%) 

Дисахарид-БСА 

(без адъюванта) 

<2,0 13/20 3/20 3/20 3/20 3/20 3/20 

(15%) 

Дисахарид-БСА, 

адсорбирован-

ный на геле 

алюминия 

гидроксида 

2,9 19/20 18/20 18/20 18/20 18/20* 18/20 

(90%) 

Контроль 

заражающей 

дозы (10
5
 м.к.)  

S. pneumoniae 

серотипа 3№3 

<2,0 9/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 

(0%) 

Примечание. Представлены суммарные результаты двух опытов. Мышей 

иммунизировали двукратно внутрибрюшинно конъюгатом дисахарид-БСА разовой дозой 

20 мкг по углеводу. Титр IgG1-АТ углеводной специфичности определяли методом ИФА 

на 14 сутки после второй иммунизации и трансформировали значения в log10. В качестве 

антигена в твердофазном  ИФА использовали КП S.pneumoniae серотипа 3. Через 2 недели 

после второй иммунизации мышей заражали летальной дозой S.pneumoniae серотипа 3. 

Контрольным мышам вводили 0,9% NaCl. Точный критерий Фишера. Достоверность 

различий по сравнению с контролем и конъюгатом без адъюванта,  * P < 0,001  
 

В результате исследования установлено, что конъюгат дисахарид-БСА 

без адъюванта не обладал протективной активностью и не индуцировал 

выработку IgG-антител, тогда как конъюгат, адсорбированный на геле 
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алюминия гидроксида, стимулировал образование антител, специфичных к 

КП и защищал 90% мышей от заражения штаммом S. pneumoniae серотипа 3. 

3.2. Изотипы антител углеводной специфичности, индуцированные 

к конъюгированным олигосахаридам  

Двукратную схему иммунизации мышей, успешно апробированную 

при использовании конъюгата дисахарид-БСА, адсорбированного на геле 

алюминия гидроксида, применили для сравнительной оценки 

иммунологической активности всех трех исследуемых гликоконъюгатов.  

Мышей иммунизировали конъюгатами ди-, три- и тетрасахарида с БСА 

двукратно с интервалом 14 суток в разовых дозах 2,5-5,0-10-20 мкг по 

углеводу на мышь. Сыворотки к гликоконъюгатам, полученные от каждой из 

6 мышей, исследовали с помощью ИФА при использовании в качестве 

твердофазного антигена КП S. pneumoniae серотипа 3 для определения титра 

IgG1-АТ, специфичных к КП (Рис.4). Иммунизация конъюгатом дисахарид-

БСА, адсорбированным на геле алюминия гидроксида, вызывала слабое 

образование АТ (Рис.4А). При иммунизации конъюгатом трисахарид-БСА, 

адсорбированным на геле алюминия гидроксида, определяли более высокий 

уровень АТ (Рис.4Б). Конъюгат тетрасахарид-БСА, адсорбированный на геле 

алюминия гидроксида, в максимальной из испытанных иммунизирующих доз 

(20 мкг по углеводу на мышь), приводил к образованию самого высокого 

уровня IgG1-АТ специфичных к КП (Р < 0,05) (Рис.4В). 

Конъюгаты ди-, три- и тетрасахарида с БСА без адъюванта не 

вызывали образование антител через 14 суток после 2-кратной иммунизации 

(данные не представлены). 

Определение изотипов АТ к олигосахаридам в иммунных сыворотках 

животных проводили с помощью ИФА при использовании 

биотинилированных олигосахаридов, иммобилизованных на планшете, 

покрытом стрептавидиновом (табл.4).  
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Рис.4. Обратный титр IgG1-АТ, специфичных к КП, в сыворотках мышей, 

иммунизированных конъюгатами ди-, три- и тетрасахарида с БСА, 

адсорбированными на геле алюминия гидроксида. 
 

Примечание. Мышей иммунизировали двукратно внутрибрюшинно, адсорбированными 

на геле алюминия гидроксида конъюгатами БСА с ди- (А), три- (Б) и тетрасахаридом (В) в 

разовых дозах 2,5-5,0-10-20 мкг/мышь по углеводу c интервалом 14 суток. Через 2 недели 

после второй иммунизации исследовали сыворотку крови в каждой группе 

иммунизированных мышей (n=6). Титр IgG1-АТ определяли с помощью ИФА при 

использовании в качестве антигена, иммобилизованного на твердой фазе, бактериального 

КП S. pneumoniae серотипа 3. Горизонтальная линия, разделяющая группу точек – 

медиана. Тест Манна-Уитни. Достоверность различий между титром АТ, индуцированных 

дозой 20 мкг на мышь конъюгатом тетрасахарид-БСА с ди-, трисахарид-БСА, * P < 0,05. 
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Таблица 4. Изотип и титр антител углеводной специфичности в сыворотке 

крови мышей, иммунизированных конъюгированными олигосахаридами при 

определении методом ИФА с помощью биотинилированных олигосахаридов, 

иммобилизованных на твердой фазе 

 

Конъюгат 

олигосахари-

да, 

иммобилизо-

ванный на 

стрептавиди-

новом 

планшете 

Исследуе-

мая 

сыворотка 

Изотип АТ/ титрАТ, log10  

IgM IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 

Дисахарид-

биотин 

дисаха- 

рид-БСА 

+AL 

2,9±0,2* 3,4±0,2* 2,4±0,2* 2,0±0,1 <2 

КП-CRM197 

+AL 

2,4±0,2* < 2,0 < 2,0 < 2,0 <2 

контроль 2,0±0,1 < 2,0 < 2,0 < 2,0 <2 

Трисахарид-

биотин 

трисаха-

рид-БСА 

+AL 

2,9±0,2* 3,4±0,2* 2,0±0,1 < 2,0 <2 

КП-CRM197 

+AL 

2,4±0,2 < 2,0 2,0±0,1 < 2,0 <2 

контроль 2,3±0,2 < 2,0 < 2,0 < 2,0 <2 

Тетрасахарид-

биотин 

тетрасаха-

рид-БСА 

+AL 

2,9±0,2* 3,9±0,2* 2,4±0,2* 2,9±0,2* <2 

КП-CRM197 

+AL 

2,9±0,2* 2,6±0,2*
)
** 2,3±0,2 2,0±0,1 <2 

контроль 2,3±0,2 < 2,0 < 2,0 < 2,0 <2 

 

Примечание. Контроль - неиммунизированные мыши. AL – соль алюминия. Пуловые 

сыворотки получены от мышей (n=6), иммунизированых внутрибрюшинно двукратно 

гликоконъюгатами, адсорбированными на геле алюминия гидроксида (20 мкг/мышь по 

углеводу) и КП-CRM197, адсорбированным на геле алюминия фосфата, в разовой дозе 1,1 

мкг по углеводу на 14 сутки после 2-ой иммунизации. Результаты представлены по 

данным 4-х измерений. М±SD. Тест Манна-Уитни. Достоверность различий: * - с 

контролем; ** - между конъюгатами тетрасахарид-БСА+AL и КП-CRM197+AL при 

определении с помощью биотинилированного тетрасахарида, P < 0,05. 
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Во всех сыворотках к конъюгатам олигосахаридов с БСА обратный 

титр олигосахаридспецифических IgM-АТ составил log10 2,9 (Р < 0,05) 

независимо от биотилированного олигосахарида, иммобилизованного на 

твердой фазе. В сыворотке к КП-CRM197 при определении с помощью 

биотинилированных ди-, три- и тетрасахаридов, иммобилизованных на 

твердой фазе, титр АТ составил - log10 2,4; 2,4;2,9 соответственно; в контроле, 

у неиммунизированных мышей - log10  2,0-2,3. 

Конъюгат тетрасахарид-БСА, адсорбированный на геле алюминия 

гидроксида, индуцировал образование у мышей самого высокого уровня 

сывороточных IgG1-АТ (log10 3,9), специфичных к тетрасахариду (Р < 0,05); 

конъюгаты ди- и трисахарида, адсорбированные на геле алюминия 

гидроксида, вызывали образование АТ, специфичных к ди- и трисахариду в 

равном титре  (log10 3,4) (Р < 0,05). КП-CRM197, адсорбированный на геле 

алюминия фосфата (Превенар 13), индуцировал выработку IgG1-АТ в 

существенно меньшей степени, чем конъюгированный тетрасахарид, и титр 

IgG1-АТ, специфичных к КП выявляли только с помощью 

биотинилированного тетрасахарида (Р < 0,05). 

IgG2a-АТ углеводной специфичности выявлены только при 

иммунизации конъюгированными ди- и тетрасахаридом в титре log10 2,4 (Р < 

0,05). 

 Наибольший уровень IgG2b-АТ определяли в сыворотке к 

тетрасахариду с помощью конъюгата тетрасахарид-биотин, 

иммобилизованного на стрептавидиновом планшете.  

IgG3-АТ не выявлены ни в одном случае.  

В контрольных группах титр АТ составлял log10 < 2,0-2,3. 

Таким образом, наибольшее разнообразие изотипов антител (IgG1, 

IgG2a, IgG2b) индуцировал конъюгат тетрасахарид-БСА, адсорбированный 

на геле алюминия гидроксида, а наибольшей диагностической значимостью 

обладал биотинилированный тетрасахарид.  
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Изотип и титр АТ в сыворотке крови мышей, иммунизированных 

гликоконъюгатами, при использовании КП S. pneumoniae серотипа 3 в 

качестве твердофазного антигена, представлены в таблице 5. 

 

Таблица 5. Изотип и титр антител специфичных к КП в сыворотке крови 

мышей, иммунизированных гликоконъюгатами, при определении методом 

ИФА с помощью КП S. pneumoniae серотипа 3, иммобилизованного на 

твердой фазе  

 

Антиген, 

иммобилизо-

ванный на 

твердой фазе 

Исследуемая 

сыворотка  

Изотип АТ / титр АТ log10  

IgM IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 

КП  

S. pneumoniae 

серотипа 3 

дисахарид-

БСА+AL 

3,2±0,2 < 2,0 < 2,0 < 2,0 <2,0 

трисахарид-

БСА+AL 

3,2±0,2 < 2,0 < 2,0 < 2,0 <2,0 

тетрасахарид-

БСА+AL 

3,2±0,2 3,2±0,2*
)
** 2,0±0,1 < 2,0 <2,0 

КП-CRM197 

+AL 

3,2±0,2 2,6±0,2* < 2,0 < 2,0 <2,0 

контроль 3,2±0,2 < 2,0 < 2,0 < 2,0 <2,0 

Примечание. Контроль - неиммунизированные мыши. Сыворотки получены на 14 сутки 

после 2-ой иммунизации мышей (n=6 для каждого конъюгата). Конъюгат CRM197-КП S. 

pneumoniae серотипа 3 (1,1 мкг/мышь по углеводу, что соответствует 1/2 дозы, 

рекомендуемой для человека), адсорбированный на геле алюминия фосфата (Превенар 

13). Результаты представлены по данным 4-х измерений. Тест Манна-Уитни. М±SD. 

Достоверность разницы * - с контролем; ** - между тетрасахарид-БСА+AL и КП-CRM197 

AL,  P < 0,05. 

 

При использовании КП в качестве антигена в твердофазном ИФА, 

выявляли только IgG1-АТ, индуцированные конъюгатом тетрасахарид-БСА и  

КП-CRM197, причем их уровень был выше в сыворотке к конъюгату 

тетрасахарид-БСА (Р < 0,05). 

3.3. Агглютинирующая способность сывороток к гликоконъюгатам  

Наибольшая способность антител к тетрасахариду, по сравнению с 

антителами к ди- и трисахариду, распознавать КП, иммобилизованный на 

твердой фазе, подтверждена в дополнительном тесте по изучению 



74 
 

 

агглютинации на стекле живых бактерий S. pneumoniae серотипа 3 

антителами, содержащимися в иммунных сыворотках (табл. 6).  

Таблица 6. Агглютинация на стекле живых бактерий S. pneumoniae серотипа 

3 в присутствии иммунных сывороток  

Сыворотка  
     Агглютинация 

 

Дисахарид-БСА+AL                 

± 

Трисахарид-БСА+AL                 

+++ 

Тетрасахарид-БСА+AL                 

++++ 

КП-CRM197+AL*                 

+++  

К инактивированным бактериям S.pneumoniae серотипа 3                 

+++  

Контроль (+) – стандартная сыворотка к КП S.pneumoniae серотипа 3                 

++++ 

Контроль (-) – нативная сыворотка - 
Примечание. Контроль (+) – коммерческая серотиповая пневмококковая антисыворотка 

на латексе (Statens Serum Institut, Дания); контроль (-) сыворотка неиммунизированных 

мышей; * - входит в состав коммерческой конъюгированной 13-валентной 

пневмококковой вакцины Превенар 13. 

 

Для постановки реакции агглютинации использовали сыворотки, 

полученные при иммунизации мышей конъюгатами ди-, три- и тетрасахарида 

с БСА, адсорбированными на геле алюминия гидроксида. Положительным 

контролем служили коммерческие кроличьи серотиповые пневмококковые 

антисыворотки на латексе к S. pneumoniae серотипа 3, отрицательным 

контролем – сыворотка неиммунизированных мышей. Для сравнения 

использовали сыворотку к конъюгату КП-CRM197 (Превенар 13), и 

антибактериальную сыворотку к S. pneumoniae 3. 

Полученные данные подтвердили, что самой высокой 

агглютинирующей способностью (++++) обладала сыворотка к 

конъюгированному тетрасахариду, адсорбированному на геле алюминия 

гидроксида, которая по своей активности не отличалась от коммерческой 

серотиповой пневмококковой антисыворотки на латексе. Агглютинирующая 
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способность антимикробной кроличьей сыворотки к инактивированным 

микробным клеткам и к CRM197-КП S. pneumoniae серотипа 3 (Превенар 13) 

была меньше (+++).   

3.4. Антитело-зависимый фагоцитоз (опсонофагоцитоз) 

При исследовании способности нейтрофилов и моноцитов 

периферической крови интактных мышей захватывать инактивированные 

бактериальные клетки S. pneumoniae серотипа 3 в присутствии иммунных 

сывороток, получены сходные данные о наибольшей активности сыворотки к 

конъюгату тетрасахарида (табл.7).  

Таблица 7. Фагоцитарная активность лейкоцитов периферической крови 

интактных мышей в присутствии иммунной и нативной сывороток 

№№ Пуловая сыворотка 

мышей 

% захваченных инактивированных 

бактерий S. pneumoniae  серотипа 3  

Нейтрофилы Моноциты 

 

1 Без сыворотки (К-) 39,9±2,2 44,8±2,7 

 

2 Нативная (К+) 50,9±2,6* 58,8±1,6* 

 

3 Дисахарид-БСА+AL 64,9±2,2*
)
** 68,1±3,5*

)
** 

 

4 Трисахарид-БСА+AL 71,4±1,6*
)
** 76,2±2,0*

)
** 

 

5 Тетрасахарид-БСА+AL 78,1±1,9*
)
**

)
*** 81,5±2,5*

)
**

)
*** 

 

6 КП-CRM197+AL 65,2±1,9*
)
** 60,8±2,9* 

 
Примечание. AL – соль алюминия. К пуловой сыворотке периферической крови 

неиммунизированных мышей (n=10) прибавляли: инактивированные ацетоном FITC-

меченые клетки S.pneumoniae серотипа 3 - отрицательный контроль (К-); FITC-меченые 

клетки с прибавлением нативной сыворотки – положительный контроль (К+); FITC-

меченые клетки с прибавлением иммунной сыворотки к конъюгатам ди-, три- 

тетрасахарида с БСА и CRM197-КП S. pneumoniae серотипа 3 (Превенар 13). Пуловую 

сыворотку получали на 14 день после двукратной иммунизации мышей (n=6 в каждой 

группе) гликоконъюгатами в разовой дозе 20 мкг по углеводу на мышь и CRM197-КП - 1,1 

мкг/мышь по КП S.pneumoniae серотипа 3 (n=6). Результат оценивали методом проточной 

цитофлуориметрии в 4-х гейтах. М±SD. Тест Манна–Уитни. * - достоверность различий с 

группой без прибавления сыворотки; ** - с прибавлением нативной сыворотки; *** - между 

сывороткой к конъюгату тетрасахарид-БСА+AL и сывороткой к CRM197-КП+AL, Р < 0,05. 
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После обработки инактивированных бактериальных клеток S. 

pneumoniae  серотипа 3 сыворотками, полученными к конъюгатам ди-, три- и 

тетрасахарида с БСА, процент захваченных бактерий нейтрофилами и 

моноцитами периферической крови мышей был выше, чем клеток, не 

обработанных сывороткой (Р < 0,05)  и с прибавлением нативной сыворотки 

(Р < 0,05). Между сыворотками к конъюгатам ди-, три- и тетрасахарида с 

БСА существенных различий не выявлено. Следует отметить, что только 

сыворотка к конъюгированному тетрасахариду способствовала большему 

захвату инактивированных бактериальных клеток S. pneumoniae  серотипа 3 

нейтрофилами и моноцитами мышей по сравнению с сывороткой к CRM197-

КП (Р < 0,05).  

 

3.5. Протективная активность гликоконъюгатов 

 

Протективную активность гликоконъюгатов оценивали в опытах 

активной защиты мышей от заражения штаммом S.pneumoniae серотипа 3 

(табл.8). Мышей иммунизировали двукратно внутрибрюшинно, 

адсорбированными на геле алюминия гидроксида конъюгатами ди-, три- и 

тетрасахарида с БСА, разовыми дозами 2,5; 5,0; 10 или 20 мкг/мышь по 

углеводу. В качестве группы сравнения использовали мышей, 

иммунизированных адсорбированным на геле алюминия фосфата 

конъюгатом  CRM197 с КП S. pneumoniae  серотипа 3 (Превенар 13) в разовой 

дозе 1,1 мкг/мышь по углеводу. Контролем служили мыши, которым вводили 

0,9% натрия хлорида по той же схеме. Мышей заражали внутрибрюшинно S. 

pneumoniae серотипа 3 дозой 5,6 LD50 через 2 недели после второй 

иммунизации.  
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Таблица 8. Протективная активность конъюгатов ди-, три и тетрасахарида с БСА, адсорбированных на геле алюминия 

гидроксида, при заражении S. pneumoniae серотипа 3 дозой 5,6 LD50 

Гликоконъюгат Разовая 

иммуни-

зирующая 

доза по 

углеводу, 

мкг 

Титр 

IgG1-АТ 

к КП, 

log10 

Число выживших мышей из числа взятых в опыт,  

дни наблюдения 

1 2 3 6 16 Выжило/ 

всего 

% 

выжив-

ших 

ED50, 

мкг 

Дисахарид-БСА+AL 2,5 2,5±0,5 8/8 8/8 8/8 7/8 7/8 7/8* 87,5 <2,5 

5,0 2,8±0,5 8/8 7/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

10 2,7±0,3 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

20 2,7±0,3 8/8 8/8 7/8 7/8 7/8 7/8* 87,5 

Трисахарид-БСА+AL 2,5 3,1±0,2 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 <2,5 

5,0 3,0±0,3 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

10 3,2±0,4 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

20 3,2±0,3 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

Тетрасахарид-БСА+AL 2,5 3,3±0,3 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 <2,5 

5,0 3,2±0,2 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

10 3,2±0,4 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

20 3,5±0,1* 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8** 100 

КП-CRM197 + AL (Превенар 13) 1,1 2,6±0,3 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6** 100 <1,1 

Контроль заражающей дозы (10
4
 

м.к.), LD50 = 1,8х10
3
 м.к. 

10
3
 0±0 8/8 7/8 5/8 5/8 5/8 5/8 62,5 - 

10
4
  0±0 8/8 2/8 1/8 1/8 1/8 1/8 12,5 - 

10
5
 0±0 8/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0 - 

Примечание. Контроль - 0,9% NaCl. Мышей иммунизировали 2-кратно внутрибрюшинно. Титр IgG1-АТ определяли в ИФА на 14 сутки 

после 2-ой иммунизации. В качестве антигена, иммобилизованного на твердой фазе использовали КП S.pneumoniae серотипа 3. Через 2 

недели после второй иммунизации мышей заражали S.pneumoniae типа 3. AL- соль алюминия; LD50 – 50%-ная летальная доза; ED50 – 50%-

ная эффективная доза. Достоверность различий между опытом и контролем, точный критерий Фишера, * P <0,05; ** P <0,01.   
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Самой высокой протективной активностью обладали конъюгаты три- и 

тетрсахарида с БСА, а также конъюгат КП-CRM197 (Превенар 13). 

Независимо от иммунизирующей дозы в этих группах выжило 100% мышей. 

Единичная гибель мышей отмечена в группе животных, иммунизированных 

конъюгатом дисахарид-БСА. В контрольной группе мышей, получавших 0,9 

%-ный раствор натрия хлорида, выжила 1 мышь из 8 зараженных. В ранее 

проведенных иммунологических исследованиях показано, что наибольшей 

антигенной и иммуногенной активностью характеризовался 

конъюгированный тетрасахарид, а наименьшей - конъюгированный 

дисахарид. При проведении настоящего исследования разницы в 

протективной активности между конъюгированными три- и тетрасахаридом 

выявить не удалось из-за невысокой заражающий дозы штамма, 

использованного для заражения мышей. Титр IgG1-АТ к КП в сыворотке 

крови мышей, иммунизированных конъюгированным тетрасахаридом в 

разовой дозе 20 мкг/мышь был самым высоким (Р < 0,05).  

Таким образом, конъюгат тетрасахарида с БСА, адсорбированный на 

геле алюминия гидроксида, по сравнению с адсорбированными конъюгатами 

ди- и трисахарида, после двукратной иммунизации мышей стимулирует 

образование более высокого уровня опсонизирующих антител, относящихся 

к иммуноглобулинам разных изотипов, и характеризуется высокой 

протективной  активностью. 
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ГЛАВА 4. ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ И ЭКСПРЕССИЯ 

ПОВЕРХНОСТНЫХ МАРКЕРОВ НА МОНОНУКЛЕРНЫХ 

ЛЕЙКОЦИТАХ СЕЛЕЗЕНКИ МЫШЕЙ, ИММУНИЗИРОВАННЫХ 

НЕОГЛИКОКОНЪЮГАТАМИ 

  

4.1. Содержание эндотоксина в гликоконъюгатах 

Для проведения молекулярно-клеточных реакций необходимо было 

убедиться, что содержание эндотоксина (липополисахарид – ЛПС) в 

гликоконъюгатах не превышает допустимых значений, так как ЛПС является 

лигандом для TLR4-MD-2 и запускает каскад иммунных реакций (табл.9).  

 

 

Таблица 9.  Содержание эндотоксина в конъюгированных олигосахаридах в 

ЛАЛ-тесте 

Гликоконъюгат ЕЭ/мл Нг/мл 

 

Дисахарид-БСА 0,08 0,008-0,016 

 

Трисахарид-БСА 0,11 0,011-0,022 

 

Тетрасахарид-БСА 0,09 0,009-0,018 

 

Примечание. 1 ЕЭ соответствует 0,1-0,2 нг эндотоксина/мл [56].  

 

Полученные данные свидетельствуют о незначительном содержании 

эндотоксина в исследованных гликоконъюгатах.  

 

 

4.2. Цитокины in vitro  

В исследовании in vitro определяли продукцию цитокинов под 

действием биотинилированных ди-, три- и тетрасахаридов мононуклеарными 

лейкоцитами селезенки интактных мышей. Для этого на планшете, покрытом 

стрептавидином, иммобилизовали конъюгаты ди-, три- и тетрасахарида с 
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биотином, прибавляли монокультуру спленоцитов мышей и инкубировали 

при 37
о
 С в течение 24 ч. В контроле, спленоциты мышей вносили в лунки 

планшет без предварительной иммобилизации на их поверхности 

биотинилированных олигосахаридов. Концентрацию цитокинов определяли 

в супернатанте клеток методом проточной цитофлуориметрии. 

Все исследованные биотинилированные олигосахариды индуцировали 

продукцию IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-17A, IFNγ, TNFα, кроме IL-6 и 

GM-CSF (табл.10). В контроле уровень цитокинов не повышался, за 

исключением незначительного увеличения концентрации TNFα (16,4 пг/мл). 

В опытной группе этот показатель не имел существенных различий при 

использовании конъюгатов ди-, три- и тетрасахарида с биотином (356-492 

пг/мл). При использовании конъюгата тетрасахарид-биотин самой высокой 

была продукция IL-4 (17,1 пг/мл), IL-10 (49,7 пг/мл) и IFNγ (18,9 пг/мл) по 

сравнению с конъюгатами ди- (12,8; 19,7; 12,0 пг/мл соответственно) и три-

биотина (9,3; 16,3; 11,8 пг/мл соответственно) (Р < 0,05). Существенной 

разницы в продукции указанных цитокинов при использовании 

биотинилированных ди- и трисахаридов не выявлено. В этом исследовании 

подтвердилась самая высокая способность тетрасахарида, конъюгированного 

с биотином, индуцировать продукцию цитокинов.  
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Таблица 10. Продукция цитокинов мононуклеарными лейкоцитами селезенки интактных мышей, индуцированная 

биотинилированными олигосахаридами, иммобилизованными на твердой фазе  

 

№№ 

группы 

Биотинилированные 

олигосахариды, 

иммобилизован- 

ные на 

стрептавидиновом 

планшете 

 

Цитокины, пкг/мл  

 

IL-1α IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 IL-17A GM-CSF IFNγ TNFα 

1 Дисахарид- 

биотин  

26,1± 

0,9* 

18,4± 

1,0* 

12,8± 

0,1*
) 
 

10,1± 

0,4* 

0 19,7± 

3,0* 

28,8± 

1,8* 

0 12,0± 

0,2*
 
 

429± 

73,8* 

2 Трисахарид- 

биотин  

24,7± 

1,5* 

18,2± 

0,5* 

9,3± 

0,9* 

11,1± 

0,1 

0 16,3± 

3,3* 

27,8± 

0* 

0 11,8± 

0,6* 

356,1± 

230* 

3 Тетрасахарид-

биотин  

24,7± 

0,7* 

18,1± 

1,1* 

17,1± 

2,7*)** 

12,7± 

1,6* 

0 49,7± 

3,2*)** 

28,9± 

0,2* 

0 18,9± 

0,5*)** 

492,6± 

0,5* 

4 Контроль 

(неиммунизирован-

ные мыши)  

0 0 0 0 0 0 0 0 0 16,4± 

0,14 

Примечание. * - Достоверность различий групп 1, 2, 3 с группой 4 (контроль), ** - между группами 1, 2 и 3. Результат оценивали методом 

проточной цитофлуориметрии при исследовании каждого образца в 4-х гейтах. М±SD. Тест Манна-Уитни, P < 0,05. 
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4.3. Цитокины ex vivo  

Конъюгат БСА с дисахаридом, соответствующим минимальной 

структурной единице КП S. pneumoniae серотипа 3, являлся оптимальным 

объектом для исследования молекулярно-клеточных показателей вследствие 

его самой низкой иммунногенной и протективной активности по сравнению 

конъюгатами три- и тетрасахарида с БСА, что позволяло оценить иммунный 

ответ у мышей при его введении без адъюванта и при использвании геля 

алюминия гидроксида для усиления иммунного ответа in vivo. В 

предварительных опытах, на примере конъюгата дисахарид-БСА, мы 

отработали схему иммунизации мышей и выбрали оптимальную 

иммунизирующую дозу (раздел 3.1). На основании этих данных для 

иммунизации мышей использовали конъюгат дисахарида с БСА в дозе 20 

мкг/мышь по углеводу. Уровень цитокинов определяли в сыворотке крови 

мышей через 1 и 7 суток после 1-ой иммунизации и на 1 и 7 сутки после 2-ой 

иммунизации, которую проводили с интервалом 14 суток. В качестве 

контроля использовали сыворотку неиммунизированных мышей.  

Конъюгат дисахарид-БСА без адъюванта индуцировал высокую 

продукцию цитокинов IL-1α, IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-

21, IL-22, IFNγ, TNFα  по сравнению с контролем (Р < 0,05). IL-2 однократно 

повышался на 7 сутки после 1-ой иммунизации. Уровни IL-4 и IL-12p70 не 

имели различий с контролем (табл.11). IL-5 повышался через 7 суток после 

2-ого введения препарата. Концентрация IL-10 возрастала после бустерной 

иммунизации, а уровень IL-22 повышался на 7 сутки после 1-ой и на 1 и 7 

сутки после 2-ой иммунизации. 

Адсорбция конъюгата дисахарид-БСА на геле алюминия гидроксида 

приводила к более высокой и стойкой продукции цитокинов IL-1α, IL-1β, IL-

4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-21, IFNγ, TNFα во все сроки наблюдения по 

сравнению с конъюгатом без адъюванта (P < 0,05).  

Алюминия гидроксид (250 мкг на мышь) в те же сроки исследования не 

вызывал продукции цитокинов (данные не представлены). 
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Таблица 11. Концентрация цитокинов в сыворотке крови мышей после иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА, 

адсобированным и неадсорбированным на геле алюминия гидроксида  

Цитоки-

ны, 

пг/мл 

1-я иммунизация 2-я иммунизация Конт-

роль 

(до 

имму-

низа-

ции) 

1 день 7 день 1 день 7 день 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

IL-1α 11,5±1,2* 23,9±2,4*
)
** 13,1±1,7* 24,0±1,3*

)
** 14,2±3,7* 24,0±3,1*

)
** 12,9±1,5* 25,7±2,9*

)
** 8,4±1,9 

IL-1β 10,6±1,3* 9,0±1,4* 14,7±0,9* 25,6±1,4*
)
** 11,2±2,1* 16,9±1,7*

)
** 15,1±1,0* 28,2±1,1*

)
** 2,4±0,6 

IL-2 0 0 1,4±0,9* 1,8±1,0* 0 0 0 0 0 

IL-4 1,5±0,2 7,9±0,5*
)
** 3,1±0,8 8,9±0,6*

)
** 4,3±1,0 6,9±0,4* 4,6±0,6 8,4±0,5*

)
** 4,9±0,2 

IL-5 5,9±0,8 17,9±2,2*
)
** 6,2±1,1 16,7±3,0*

)
** 6,9±1,5 19,7±3,0*

)
** 8,9±1,4* 21,3±4,1*

)
** 4,3±1,2 

IL-6 18,4±2,0* 24,5±1,5*
)
** 9,7±1,9* 18,5±2,7*

)
** 16,8±1,5* 25,6±2,7*

)
** 15,5±2,9* 24,9±2,5*

)
** 3,7±0,6 

IL-10 9,9±1,2 14,2±1,7*
)
** 8,3±1,9 18,8±1,5*

)
** 15,5±2,3* 18,4±0,6* 11,2±1,7* 18,9±0,7*

)
** 6,7±1,1 

IL-12p70 7,2±1,2 0 6,5±0,9 1,1±1,9 6,4±0,4 0 5,9±1,3 0 6,4±0,8 

IL-13 11,7±3,5* 22,9±1,2*
)
** 16,1±0,6* 24,8±1,8*

)
** 17,9±1,4* 26,4±2,5*

)
** 23,8±1,2* 15,3±1,6*

)
** 3,7±0,7 

IL-17A 308,3±13,1* 1767±91*
)
** 257±16,0* 1356±55*

)
** 222±11,1* 1336±70*

)
** 28,9±3,1* 1347±22*

)
** 19,3±3 

IL-21 12,8±1,9* 23,0±1,9*
)
** 13,8±2,0* 24,8±1,5*

)
** 11,6±1,4* 22,2±3,5*

)
** 13,3±2,0* 25,9±1,3*

)
** 0 

IL-22 4,5±1,4 5,9±1,7 8,3±1,1* 12,7±2,0*
)
** 9,2±1,4* 12,2±1,6*

)
** 7,7±1,3* 12,4±0,8*

)
** 4,6±1,4 

IFNγ 5,7±0,6* 15,2±2,2*
)
** 7,5±3,0* 28,7±2,5*

)
** 8,4±0,4* 25,9±1,9*

)
** 12,8±2,2* 28,8±3,1*

)
** 1,6±0,1 

TNFα 21,9±2,7* 31,9±2,2*
)
** 20,3±1,9* 31,8±2,1*

)
** 24,1±2,7* 36,3±3,0*

)
** 26,2±1,8* 34,0±2,3*

)
** 4,5±0,9 

Примечание. AL – алюминия гидроксид. Проточная цитофлуориметрия. Пуловую сыворотку мышей (n=3) исследовали в 4-х гейтах. М±SD.Тест 

Манна-Уитни. Достоверность различий: * - с контролем; ** - между дисахарид-БСА и дисахарид-БСА+AL, Р < 0,05. 
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Далее, интересно было более подробно выяснить динамику продукции 

всех исследованных цитокинов, индуцированных конъюгатом без адъюванта и 

адсорбированным на геле алюминия гидроксида, в зависимости от кратности 

иммунизации и срока наблюдения (табл.12). 

  

Таблица 12. Уровень цитокинов в сыворотке крови мышей на 1 и 7 сутки после 

1-ой и 2-ой иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА без адъюванта 

Цитокины, 

пг/мл 

Дисахарид-БСА Контроль 

 1-ая иммунизация 2-ая иммунизация 

1 сутки 7 сутки 1 сутки 7 сутки 

IL-1α 11,5±1,2↑ 13,1±1,7↑ 14,2±3,7↑ 12,9±1,5↑ 8,4±1,9 

 

IL-1β 10,6±1,3↑ 25,6±1,4↑* 11,2±2,1↑ 15,1±1,0↑ 2,4±0,6 

 

IL-2 0 1,4±0,9↑* 0 0 0 

 

IL-4 1,5±0,2 3,1±0,8 4,3±1,0 4,6±0,6 4,9±0,2 

 

IL-5 5,9±0,8 6,2±1,1 6,9±1,5 8,9±1,4↑ 4,3±1,2 

 

IL-6 18,4±2,0↑ 9,7±1,9↑* 16,8±1,5↑ 15,5±2,9↑ 3,7±0,6 

 

IL-10 9,9±1,2 8,3±1,9 15,5±2,3↑ 11,2±1,7↑* 6,7±1,1 

 

IL-12p70 7,2±1,2 6,5±0,9 6,4±0,4 5,9±1,3 6,4±0,8 

 

IL-13 11,7±3,5↑ 16,1±0,6↑* 17,9±1,4↑ 23,8±1,2↑* 3,7±0,7 

 

IL-17A 308,3±13,1↑ 257±16,0↑* 222±11,1↑ 28,9±3,1↑* 19,3±3,0 

 

IL-21 12,8±1,9↑ 13,8±2,0↑ 11,6±1,4↑ 13,3±2,0↑ 0 

 

IL-22 4,5±1,4 8,3±1,1↑* 9,2±1,4↑ 7,7±1,3↑ 4,6±1,4 

 

IFNγ 5,7±0,6↑ 7,5±3,0↑ 8,4±0,4↑ 12,8±2,2↑* 1,6±0,1 

 

TNFα 21,9±2,7↑ 20,3±1,9↑ 24,1±2,7↑ 26,2±1,8↑ 4,5±0,9 

 

Примечание. Контроль – до иммунизации. ↑ - повышение показателя по сравнению с 

контролем (Р < 0,05); Подчеркнуты значения, не имеющие различия с контролем. М±SD. 
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Тест Манна-Уитни. Достоверность различий показателей между 1 и 7 сутками после 1-ой и 

2-ой иммунизации соответственно, * P < 0,05. 

 

Определение уровня цитокинов в сыворотке крови мышей на 1 и 7 сутки 

после 1-ой и 2-ой иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА без адъюванта 

выявило статистически значимые различия, характеризующие динамику их 

изменения в процессе наблюдения.  

Определено пять вариантов развития событий: 

1) стабильное повышение: IL-1α (11,5↑; 13,1↑ и 14,2↑; 12,9↑ соответственно 

vs 8,4 в контроле) пг/мл; IL-1β (10,6↑; 25,6↑* и 11,2↑; 15,1↑ 

соответственно vs 2,4 в контроле) пг/мл; IL-6 (18,4↑; 9,7↑* и 16,8↑; 15,5↑ 

соответственно, vs 3,7 в контроле) пг/мл; IL-13 (11,7↑; 16,1↑* и 17,9↑; 

23,8↑* соответственно, vs 3,7 в контроле) пг/мл; IL-21 (12,8↑; 13,8↑ и 

11,6↑; 13,3↑ соответственно vs 0 в контроле) пг/мл; IL-22 (4,5; 8,3↑* и 

9,2↑; 7,7↑ соответственно, vs 4,6 в контроле) пг/мл; IFNγ (5,7↑; 7,5↑ и 8,4↑; 

12,8↑* соответственно, vs 1,6 в контроле) пг/мл; TNFα (21,9↑; 20,3↑ и 

24,1↑; 26,2↑ соответственно, vs 4,5 в контроле) пг/мл; 

2) повышение на после 2-ой иммунизации: IL-5 (5,9; 6,2 и 6,9; 8,9↑ 

соответственно, vs 4,3 в контроле) пг/мл; IL-10 ( 9,9; 8,3 и 15,5↑; 11,2↑* 

соответственно, vs 6,7 в контроле) пг/мл; 

3) прогрессивное снижение: IL-17A (308,3↑; 257↑* и 222↑; 28,9↑* 

соответственно, vs 19,3 в контроле) пг/мл; 

4) транзиторное повышение: IL-2 (0; 1,4↑ и 0; 0 соответственно vs 0 в 

контроле) пг/мл; 

5) отсутствие изменений: IL-4 (1,5; 3,1 и 4,3; 4,6 соответственно, vs 4 9 в 

контроле) пг/мл; IL-12p70 (7,2; 6,5 и 6,4; 5,9 соответственно vs 6,4 в 

контроле) пг/мл. 
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По такой же схеме проведен анализ результатов, полученных при 

иммунизации мышей конъюгатом дисахарида с БСА, адсорбированным на 

геле алюминия гидроксида (табл.13).   

 

Таблица 13. Уровень цитокинов в сыворотке крови мышей на 1 и 7 сутки после 

1-ой и 2-ой иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА, адсорбированным на 

геле алюминия гидроксида  

Цитокины, 

пг/мл 

Дисахарид-БСА+AL Контроль 

 1-ая иммунизация 2-ая иммунизация 

1 сутки 7 сутки 1 сутки 7 сутки 

IL-1α 23,9±2,4↑ 24,0±1,3↑ 24,0±3,1↑ 25,7±2,9↑ 8,4±1,9 

 

IL-1β 9,0±1,4↑ 25,6±1,4↑* 16,9±1,7↑ 28,2±1,1↑* 2,4±0,6 

 

IL-2 0 1,8±1,0↑ 0 0 0 

 

IL-4 7,9±0,5↑ 8,9±0,6↑ 6,9±0,4↑ 8,4±0,5↑ 4,9±0,2 

 

IL-5 17,9±2,2↑ 16,7±3,0↑ 19,7±3,0↑ 21,3±4,1↑ 4,3±1,2 

 

IL-6 24,5±1,5↑ 18,5±2,7↑* 25,6±2,7↑ 24,9±2,5↑ 3,7±0,6 

 

IL-10 14,2±1,7↑ 18,8±1,5↑* 18,4±0,6↑ 18,9±0,7↑ 6,7±1,1 

 

IL-12p70 0 1,1±1,9 0 0 6,4±0,8 

 

IL-13 22,9±1,2↑ 24,8±1,8↑ 26,4±2,5↑ 23,8±1,2↑ 3,7±0,7 

 

IL-17A 1767±91↑ 1356±55↑* 1336±70↑ 1347±22↑ 19,3±3,0 

 

IL-21 23,0±1,9↑ 24,8±1,5↑ 22,2±3,5↑ 25,9±1,3↑ 0 

 

IL-22 5,9±1,7 12,7±2,0↑* 12,2±1,6↑ 12,4±0,8↑ 4,6±1,4 

 

IFNγ 15,2±2,2↑ 28,7±5,5↑* 25,9±1,9↑ 28,8±3,1↑ 1,6±0,1 

 

TNFα 31,9±2,2↑ 31,8±2,1↑ 36,3±3,0↑ 34,0±2,3↑ 4,5±0,9 

 

Примечание. Контроль – до иммунизации. ↑ - повышение показателя по сравнению с 

контролем (Р < 0,05); Подчеркнуты значения, не имеющие различий с контролем. М±SD. 
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Тест Манна-Уитни. Достоверность различий показателей между 1 и 7 сутками после 1-ой и 

2-й иммунизации соответственно, *  P < 0,05. 

      

В этом случае выявлено три  варианта развития событий, то есть 

изменение уровня цитокинов происходило более стабильно при 

иммунизации конъюгатом в присутствии адъюванта: 

 

1) стабильное повышение: IL-1α (23,9↑; 24,0↑ и 24,0↑; 25,7±2,9↑ 

соответственно vs 8,4 в контроле) пг/мл; IL-1β (9,0↑; 25,6↑* и 16,9↑; 

28,2↑* соответственно, vs 2,4 в контроле); IL-4 (7,9↑; 8,9↑ и 6,9↑; 8,4↑ 

соответственно, vs 4,9 в контроле) пг/мл; IL-5 (17,9↑; 16,7↑ и 19,7↑; 21,3↑ 

соответственно vs 4,3 в контроле) пг/мл; IL-6 (24,5↑; 18,5↑* и 25,6↑; 24,9↑ 

соответственно, vs 3,7 в контроле) пг/мл; IL-10 (14,2↑; 18,8↑* и 18,4↑; 

18,9↑ соответственно, vs 6,7 в контроле) пг/мл; IL-13 (22,9↑; 24,8↑ и 23,8↑; 

23,8↑ соответственно, vs 3,7 в контроле) пг/мл; IL-17A (1767↑; 1356↑* и 

1336↑; 1347↑ соответственно, vs 19,3 в контроле) пг/мл; IL-21 (23,0↑; 

24,8↑ и 22,2↑; 25,9↑ соответственно vs 0 в контроле) пг/мл; IL-22 (5,9; 

12,7↑* и 12,2↑; 12,4↑ соответственно, vs 4,6 в контроле) пг/мл; IFNγ 

(15,2↑; 28,7↑* и 25,9↑; 28,8↑ соответственно, vs 1,6 в контроле) пг/мл; 

TNFα (31,9↑; 31,8↑ и 36,3↑; 34,0↑ соответственно, vs 4,5 в контроле) 

пг/мл; 

2) транзиторное повышение: IL-2 (0; 1,8↑ и 0; 0 соответственно, 0 в 

контроле) пг/мл; 

3) отсутствие изменений: IL-12p70 (0; 1,1 и  0; 0 соответственно, vs 6,4 в 

контроле) пг/мл. 

 

Обобщенные данные, характеризующие действие конъюгата дисахарид-

БСА,  неадсобрированного и адсорбированного на геле алюминия гидроксида,  

представлены в таблице 14.  
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Спектр и уровень цитокинов был выше при иммунизации мышей 

конъюгатом, адсорбированным на геле алюминия гидроксида (12 цитокинов) 

по сравнению с конъюгатом без адъюванта (8 цитокинов).   

 

 

 

Таблица 14. Влияние алюминия гидроксида на продукцию цитокинов, 

индуцированную конъюгатом дисахарид-БСА 

  

№№ Изменение 

показателя 

Дисахарид-БСА Дисахарид-БСА+AL 

1 Стабильное 

повышение 

IL-1α, IL-1β,  

IL-6, IL-13, IL-21, 

IL-22; IFNγ, TNFα 

IL-1α↑, IL-1β↑, IL-4↑, IL-5↑, IL-

6↑, IL-10↑, IL-13↑, 17A↑, IL-

21↑, IL-22↑, IFNγ↑, TNFα↑ 

2 Повышение после 

2-ой  иммунизации 

IL-5; IL-10 - 

3 Прогрессивное 

снижение  

IL-17A - 

4 Транзиторное 

повышение 

IL-2 IL-2 

5 Отсутствие 

изменений 

IL-4, IL-12p70 IL-12p70 

Примечение. ↑ - повышение по сравнению с конъюгатом дисахарид-БСА без адъюванта,  P 

< 0,05. 

 

Особого внимания заслуживает IL-17A. Выявлены контрастные различия 

в зависимости от присутствия алюминия гидроксида. Конъюгат без адъюванта 

индуцировал высокий уровень IL-17A через 1 сутки после 1-ой иммунизации 

(308,3 пг/мл), что в 15 раз превышало контрольное значение; к 7 суткам (257 

пг/мл), то есть в 13 раз выше, чем в контроле, затем продолжал снижаться на 1 

и 7 сутки после бустерной иммунизации (222 и 28,9 пг/мл соответственно), что 

было в 11 и 1,5 раз выше, чем в контроле). Напротив, в присутствии алюминия 

гидроксида через 1 сутки после 1-ой иммунизации концентрация IL-17A 

составляла 1767 пг/мл, к 7 суткам 1356 пг/мл, что было в 91 и 70 раз выше 

контрольных показателей. Бустерная иммунизация не влияла на концентрацию 

IL-17A, которая оставалась на высоком уровне на 1 и 7 сутки (1336 и 1347 
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пг/мл), то есть в 69 и 70 раз выше, чем в контроле. Не умаляя роли Th1- и Th2- 

цитокинов, которые повышались после иммунизации, не исключено, что IL-

17A играет ключевую роль в иммунном ответе на конъюгат дисахарид-БСА, 

адсорбированный на геле алюминия гидроксида.  

 

4.4. Экспрессия поверхностных молекул на мононуклеарных лейкоцитах 

селезенки мышей 

Экспрессию поверхностных молекул в культуре спленоцитов мышей 

определяли в те же сроки, что и цитокины - до иммунизации (контроль) и на 1 и 

7 сутки после 1-ой и 2-ой иммунизации неадсорбированным и 

адсорбированным на геле алюминия гидроксида конъюгатом дисахарид-БСА 

(разовая доза 20 мкг/мышь по углеводу) (табл.15).  

Уровень экспрессии молекул CD3
+ 

Т-клеток под действием конъюгата 

дисахарид-БСА, адсорбированного на геле алюминия гидроксида, повышался 

на 1 сутки после 1-ой иммунизации и был выше по сравнению с контролем и 

конъюгатом дисахарид-БСА без адъюванта (P < 0,05), а к 7 суткам снижался до 

контрольных значений и не повышался после бустерной иммунизации. 

Конъюгат дисахарид-БСА без адъюванта вызывал более позднее повышение 

экспрессии молекул CD3
+ 

Т-клеток - на 7 сутки после 1-ой иммунизации (P < 

0,05), уровень которых не повышался после бустерной иммунизации.  

Повышение экспрессии молекул CD4
+
 Т-хелперов отмечали на 1 и 7 

сутки после 1-ой иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА без адъюванта по 

сравнению с контролем (P < 0,05), а после иммунизации конъюгатом,  

адсорбированным на геле алюминия гидроксида, только  через 1 сутки (P < 

0,05). Бустерная иммунизация не приводила к повышению экспрессии молекул 

CD4
+
 Т-хелперов независимо от срока исследования и присутствия адъюванта.  

Уровень поверхностных молекул CD8
+
 Т-цитотоксических клеток 

повышался только при иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА, 

адсорбированным на геле алюминия гидроксида, на 7 сутки после первой 

иммунизации и на 1 сутки после бустерного введения (P < 0,05).  
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Таблица 15. Уровень поверхностных молекул на спеноцитах мышей после иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА 

Поверхностные 

молекулы 

спленоцитов, % 

1-я иммунизация 2-я иммунизация Конт-

роль 1 сутки 7 сутки 1 сутки 7 сутки 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

дисахарид-

БСА 

дисахарид-

БСА+AL 

СD3
+
 60,8± 

3,5 

65,2± 

1,4*
)
** 

64,3± 

1,5* 

60,4± 

1,9 

61,4± 

3,0 

60,1± 

3,1 

54,8± 

1,7 

58,8± 

2,9 

57,2± 

1,9 

CD4
+
 39,3± 

2,1* 

42,2± 

1,4* 

37,5± 

2,4*
)
** 

28,5± 

2,1 

29,4± 

2,2 

24,1± 

2,3 

27,1± 

0,1 

28,1± 

2,1 

25,2± 

2,2 

CD8
+
 23,4± 

1,0 

24,1± 

1,0 

23,1± 

2,1 

30,8± 

1,9*
)
** 

21,6± 

2,2 

27,0± 

1,7*
)
** 

25,1± 

2,0 

26,6± 

3,4 

22,1± 

0,5 

TCR
+
 (γδT) 5,1± 

0,3* 

6,0± 

0,2* 

0,5± 

0,1 

0,4± 

0,1 

2,5± 

0,4* 

5,8± 

0,6*
)
** 

1,8± 

0,3* 

19,0± 

2,1*
)
** 

0,6± 

0,1 

CD19
+
 18,8± 

1,2 

20,6± 

1,4 

18,7± 

2,1 

23,4± 

3,3 

23,7± 

3,0 

25,9± 

2,1* 

24,2± 

2,0 

26,1± 

1,9* 

22,0± 

2,1 

CD5
+
 4,7± 

0,2* 

4,1± 

0,3* 

2,5± 

0,5 

2,1± 

0,2 

4,1± 

0,8* 

4,5± 

0,4* 

7,8± 

0,5* 

13,0± 

1,7*
)
** 

2,6± 

0,2 

CD16
+
/32

+
 32,5± 

1,4*
)
** 

28,0± 

1,1* 

14,4± 

2,2 

27,3± 

2,2*
)
** 

34,1± 

2,1* 

32,2± 

2,2* 

26,1± 

2,9*
)
** 

18,6± 

2,3 

15,4± 

1,1 

СD3
+
/CD16

+
/32

+
 16,8± 

2,9*
)
** 

8,3± 

1,2* 

6,4± 

0,6* 

17,5± 

2,3*
)
** 

6,4± 

0,7* 

18,4± 

2,3*
)
** 

4,3± 

0,3 

5,7± 

0,4* 

3,2± 

0,3 

CD25
+
 4,1± 

0,5 

11,5± 

1,1*
)
** 

12,9± 

1,8* 

13,7± 

2,6* 

20,4± 

1,8* 

19,8± 

1,7* 

5,8± 

0,4 

8,2± 

1,4 

6,4± 

1,1 

CD4
+
/CD25

+
/Foxp3 1,9± 

0,4* 

1,1± 

0,5* 

2,0± 

0,5* 

3,0± 

0,5* 

3,1± 

0,3* 

2,4± 

0,3* 

0,5± 

0,3 

2,6± 

0,2*
)
** 

0,4± 

0,2 

MHCII
+
 22,6± 

1,9 

22,1± 

1,0 

17,4± 

2,4 

17,2± 

1,7 

34,7± 

2,5* 

30,2± 

1,9* 

34,1± 

1,9* 

57,2± 

3,2*
)
** 

17,4± 

2,1 
Примечание. Контроль - до иммунизации. AL – алюминия гидроксид. Проточная цитофлуориметрия в 4-х гейтах для каждого образца. М±SD. Тест 

Манна-Уитни. Достоверность различий: * - с контролем; ** - между дисахарид-БСА и дисахарид-БСА+AL, Р < 0,05. 
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Уровень экспрессии TCR
+ 

γδ Т-клеток при иммунизации конъюгатом 

БСА с дисахаридом без адъюванта повышался через 1 сутки после первой и 

на 1 и 7 сутки после второй иммунизации по сравнению с контролем (P < 

0,05).  Конъюгат, адсорбированный на геле алюминия гидроксида, после 

первой иммунизации вызывал такую же экспрессию поверхностных молекул 

TCR
+
 γδ Т-клеток, как конъюгат без адъюванта. После бустерной 

иммунизации конъюгатом, адсорбированным на геле алюминия гидроксида, 

отмечали повышение экспрессии TCR
+
 γδ Т-клеток с 1 по 7 сутки (с 5,8% до 

19% при 0,6% в контроле), по сравнению с конъюгатом без адъюванта (с 

2,5% и 1,8% при 0,6% в контроле). 

 После введения конъюгата дисахарид-БСА экспрессия поверхностных 

молекул CD19
+
 В-клеток оставалась на исходном уровне во все сроки 

исследования, но повышалась в оба срока наблюдения после бустерной 

иммунизации конъюгатом, адсорбированным не геле алюминия гидроксида. 

 Экспрессия молекул CD5
+ 

В1-клеток повышалась после иммунизации 

конъюгатом неадсорбированным и адсорбированным на геле алюминия 

гидроксида, по сравнению с контролем через 1 сутки после первой 

иммунизации (P < 0,05) и в оба срока наблюдения после бустерной 

иммунизации (P < 0,05). Следует отметить, что на 7 сутки после 2-ой 

иммунизации экспрессия поверхностных молекул под действием конъюгата с 

адъювантом превышала уровень экспрессии CD5
+
, под действием конъюгата 

дисахарид-БСА без адъюванта (13,0 против 7,8)%  (P < 0,05).  

Уровень молекул CD16
+
/32

+  
NK-клеток повышался через сутки после 

1-ого введения конъюгата дисахарид-БСА без адъюванта, затем снижался до 

контрольных значений. После бустерной иммунизации экспрессия 

поверхностных молекул оставалась высокой во все сроки наблюдения по 

сравнению с контролем (P < 0,05). Адсорбция конъюгата на геле алюминия 

гидроксида повышала содержание молекул CD16
+
/32 на 1 сутки после первой 

и второй иммунизации по сравнению с контролем (P < 0,05).  
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Содержание поверхностных молекул CD3
+
/CD16

+
/32

+
 NKТ-клеток 

повышалось под действием неадсобированного и адсорбированного 

конъюгата дисахарид-БСА в оба срока после первой иммунизации и на 1 

сутки после бустерного введения конъюгатов (P < 0,05). Наибольшая 

экспрессия молекул CD3
+
/CD16

+
/32

+
 NKТ-клеток по сравнению с 

конъюгатом без адъюванта отмечена на 7 сутки после 1-ой иммунизации и на 

1 сутки после бустерного введения (P < 0,05).  

Уровень молекулы активации CD25
+
 - рецептора к интерлейкину 2, при 

иммунизации конъюгатом без адъюванта повышался на 7 сутки после 1-ой 

иммунизации и на 1 сутки после 2-ой иммунизации по сравнению с 

контролем (P < 0,05). При иммунизации адсорбированным конъюгатом 

экспрессия поверхностных молекул CD25
+
 была выше по сравнению с 

конъюгатом без адъюванта на 1 сутки после первой и второй иммунизации (P 

< 0,05).  

Экспрессия молекул CD4
+
/CD25

+
/Foxp3 Т-регуляторых клеток (T-

regulatory cells - Treg) повышалась по сравнению с контролем (P < 0,05) 

независимо от присутствия адъюванта. На 7 сутки после бустерного введения 

конъюгата с адъювантом уровень экспрессии поверхностных молекул был 

выше, чем при введении конъюгата без адъюванта (P < 0,05).  

Экспрессия молекул антигенного представления MHC класса II при 

введении конъюгата дисахарид-БСА с адъювантом и без адъюванта 

стабильно повышалась только после бустерной иммунизации по сравнению с 

контролем (P < 0,05). Наиболее высокий уровень экспрессии (57,2%) отмечен 

при введении конъюгата, адсорбированного на геле алюминия гидроксида, 

по сравнению с конъюгатом без адъюванта (34,1%) при 17,4% в контроле. 

Проведен анализ экспрессии поверхностных молекул спленоцитов 

мышей в ответ на введение конъюгата дисахарид-БСА без адъюванта и с 

адъювантом в зависимости от срока исследования (1 и 7 сутки) после первой 

и бустерной иммунизации (табл. 16, 17).  
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Таблица 16. Экспрессия поверхностных маркеров на мононуклеарных 

лейкоцитах селезенки мышей после иммунизации конъюгатом дисахарид-

БСА без адъюванта в зависимости от срока исследования 

Поверхностные 

молекулы 

спленоцитов, % 

Дисахарид-БСА Контроль 

 1-ая иммунизация 2-ая иммунизация 

1 сутки 7 сутки 1 сутки 7 сутки 

СD3
+
 (Т-клетки) 60,8±3,5 64,3±1,5↑ 61,4±3,0 54,8±1,7 57,2±1,9 

 

CD4
+
 (Т-хелперы) 39,3±2,1

↑ 

37,5±2,4↑ 29,4±2,2 27,1±0,1 25,2±2,2 

 

CD8
+
 (Т-

цитотоксические 

клетки) 

23,4±1,0 23,1±2,1 21,6±2,2 25,1±2,0 22,1±0,5 

 

(TCR
+
) γδT  5,1±0,3↑ 0,5±0,1* 2,5±0,4↑ 1,8±0,3↑* 0,6±0,1 

 

CD19
+
  

(В-клетки) 

18,8±1,2 18,7±2,1 23,7±3,0 24,2±2,0 22,0±2,1 

 

CD5
+
  

(В1-клетки) 

4,7±0,2↑ 2,5±0,5* 4,1±0,8↑ 7,8±0,5↑* 2,6±0,2 

 

CD16
+
/32

+
 (NK-

клетки) 

32,5±1,4

↑ 

14,4±2,2* 34,1±2,1↑ 26,1±2,9↑* 15,4±1,1 

 

СD3
+
/CD16

+
/32

+
 

(NKT-клетки) 

16,8±2,9

↑ 

6,4±0,6↑* 6,4±0,7↑ 4,3±0,3* 3,2±0,3 

 

CD25
+
 (рецептор к 

IL-2) 

4,1±0,5 12,9±1,8↑* 20,4±1,8↑ 5,8±0,4* 6,4±1,1 

 

CD4
+
/CD25

+
/Foxp3 

(регуляторные Т-

клетки - Treg) 

1,9±0,4↑ 2,0±0,5↑ 3,1±0,3↑ 0,5±0,3* 0,4±0,2 

 

MHCII
+
 (молекулы 

антигенного 

представления 

класса II) 

22,6±1,9 17,4±2,4 34,7±2,5↑ 34,1±1,9↑ 17,4±2,1 

 

Примечание. Контроль – до иммунизации. ↑ - повышение показателя по сравнению с 

контролем; Подчеркнуты значения, не имеющие различий с контролем. M±SD. Тест 

Манна-Уитни. Достоверность различий показателей между 1 и 7 сутками после 1-ой и 2-

ой иммунизации соответственно, * P < 0,05. 

 

При иммунизации мышей конъюгатом дисахарид-БСА без адъюванта 

выявлены следущие особенности экспрессии поверхностных молекул на 

спленоцитах мышей: 
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1) транзиторное повышение: СD3
+
 (60,8; 64,3↑ и 61,4; 54,8 

соответственно, vs 57,2 в контроле) %; CD4
+
 (39,3↑; 37,5↑ и 29,4; 27,1 

vs 25,2 в контроле) %; 

2) повышение после 2-ой иммунизации: CD16
+
/32

+
 (32,5↑; 14,4* и 34,1↑; 

26,1↑* соответственно, vs 15,4 в контроле); MHCII
+ 

(22,6; 17,4* и 34,7↑ 

34,1↑ соответственно vs 17,4±2,1 в контроле) %; CD5
+
 (4,7↑; 2,5* и 

4,1↑; 7,8↑* vs 2,6 в контроле) %; 

3) снижение на 7 сутки после 2-ой иммунизации: (TCR
+
) γδT (5,1↑; 0,5* и 

2,5↑;1,8* соответственно vs 0,6 в контроле) %; СD3
+
/CD16

+
/32

+
 (16,8↑; 

6,4↓* и 6,4↑; 4,3* соответственно, vs 3,2 в контроле) %; 

CD4
+
/CD25

+
/Foxp3 (1,9↑; 2,0↑ и 3,1↑; 0,5* соответственно, vs 0,4 в 

контроле) %; CD25
+
 (4,1; 12,9↑* и 20,4↑; 5,8* соответственно, vs 6,4 в 

контроле) %; 

4) отсутствие изменений: CD8
+ 

(23,4; 23,1; 21,6; 25,1 vs 22,1 в контроле); 

CD19
+
 (18,8; 18,7; 23,7; 24,2 vs 22,0 в контроле) %. 

При иммунизации мышей конъюгатом дисахарид-БСА, адсорбированным 

на геле алюминия гидроксида, выявлены следующие особенности экспрессии 

поверхностных молекул на спленоцитах мышей: 

1) стабильное повышение: CD4
+
/CD25

+
/Foxp3

+
 (1,1↑; 3,0↑*; 2,4↑; 2,6↑ 

соответственно, vs 0,4±0,2 в контроле) %; 

2) транзиторное повышение: СD3
+
 (65,2↑; 60,4* и 60,1; 58,8 

соответственно, vs 57,2 в контроле) %; CD4
+
 (42,2↑; 28,5* и 24,1; 28,1 vs 25,2 

в контроле) %; 

3) повышение после 2-ой иммунизации: γδT (TCR) (6,0↑; 0,4* и 5,8↑; 

19,0↑* соответственно, vs 0,6 в контроле) %; CD5
+
 (4,1↑; 2,1* и 4,5↑; 13,0↑* 

соответственно vs 2,6 в контроле; CD19
+
 (20,6; 23,4 и 25,9↑; 26,1±1,9↑* vs 22,0 

в контроле) %; MHCII
+
 (22,1; 17,2 и 30,2↑; 57,2±3,2↑* соответственно vs 17,4 

в контроле) %. 

4) снижение на 7 сутки после 2-ой иммунизации: CD8
+
 (24,1; 30,8↑*; 

27,0↑; 26,6 соответственно vs 22,1 в контроле) %; CD16
+
/32

+
 (28,0↑; 27,3↑ и 
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32,2↑; 18,6* соответственно vs 15,4 в контроле); СD3
+
/CD16

+
/32

+
 (8,3↑; 17,5↑* 

и 18,4↑; 5,7↑* vs 3,2 в контроле) %; CD25
+
 (11,5↑; 13,7↑ и 19,8↑; 8,2* 

соответственно, vs 6,4 в контроле) %. 

  

Таблица 17. Экспрессия поверхностных маркеров на мононуклеарных 

лейкоцитах селезенки мышей после иммунизации конъюгатом дисахарид-

БСА, адсорбированным на геле алюминия гидроксида, в зависимости от 

срока исследования 

Поверхностные 

молекулы 

спленоцитов, % 

Дисахарид-БСА+AL Конт-

роль 

 
1-ая иммунизация 2-ая иммунизация 

1 сутки 7 сутки 1 сутки 7 сутки 

СD3
+
 (Т-клетки) 65,2±1,4↑ 60,4±1,9 60,1±3,1 58,8±2,9 57,2±1,9 

 

CD4
+
 (Т-хелперы) 42,2±1,4↑ 28,5±2,1* 24,1±2,3 28,1±2,1 25,2±2,2 

 

CD8
+
 (Т-

цитотоксические 

клетки) 

24,1±1,0 30,8±1,9↑ 27,0±1,7↑ 26,6±3,4 22,1±0,5 

 

γδT (TCR
+
) 6,0±0,2↑ 0,4±0,1* 5,8±0,6↑ 19,0±2,1↑* 0,6±0,1 

 

CD19
+
  

(В-клетки) 

20,6±1,4 23,4±3,3 25,9±2,1 26,1±1,9↑  22,0±2,1 

 

CD5
+
  

(В1-клетки) 

4,1±0,3↑ 2,1±0,2 4,5±0,4↑ 13,0±1,7↑* 2,6±0,2 

 

CD16
+
/32

+
 (NK-

клетки) 

28,0±1,1↑ 27,3±2,2↑ 32,2±2,2↑ 18,6±2,3 15,4±1,1 

 

СD3
+
/CD16

+
/32

+
 

(NKT-клетки) 

8,3±1,2↑ 17,5±2,3↑* 18,4±2,3↑ 5,7±0,4↑* 3,2±0,3 

 

CD25
+
 (рецептор к 

IL-2) 

11,5±1,1↑ 13,7±2,6↑ 19,8±1,7↑ 8,2±1,4* 6,4±1,1 

 

CD4
+
/CD25

+
/Foxp3 

(регуляторные Т-

клетки - Treg) 

1,1±0,5↑ 3,0±0,5↑* 2,4±0,3↑ 2,6±0,2↑ 0,4±0,2 

 

MHCII
+
 (молекулы 

антигенного 

представления 

класса II) 

22,1±1,0 17,2±1,7 30,2±1,9↑ 57,2±3,2↑* 17,4±2,1 

 

Примечание. Контроль – до иммунизации. ↑ - повышение показателя по сравнению с 

контролем; ↓ - снижение показателя на 7 сутки.  Подчеркнуты значения, не имеющие 

различий с контролем. M±SD. Тест Манна-Уитни. Достоверное повышение или снижение 

показателя на 7 сутки,  * P < 0,05. 
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Сравнительная оценка динамики изменения показателей под действием 

конъюгированного дисахарида, неадсорбированного и адсорбированного на 

геле алюминия гидроксида, представлена в таблице 18. 

 

Таблица 18. Влияние алюминия гидроксида на экспрессию поверхностных 

молекул спленоцитов мышей     

 

Изменение показателя Конъюгат 

Дисахарид-БСА Дисахарид-БСА+AL 

 

Стабильное повышение - CD4
+
/CD25

+
/Foxp3 Treg 

 

Транзиторное 

повышение 

СD3
+
 T-клетки 

CD4
+
 Т-хелперы 

СD3
+
 T-клетки;  

CD4
+
 Т-хелперы 

Повышение на 7 сутки 

после 2-ой 

иммунизации 

CD5
+
 B1-клетки ↑ 

MHCII
+
 

(TCR
+
) γδT ↑↑↑; 

CD5
+
 B1-клетки↑↑; 

CD19
+
 В-клетки; 

MHCII
+
↑ 

Снижение на 7 сутки 

после 2-ой 

иммунизации 

γδT (TCR
+
); 

CD16
+
/32

+
 NK; 

СD3
+
/CD16

+
/32

+
 NKT; 

CD25
+
 (IL-2R) 

CD8 CTL 

CD16
+
/32

+
 NK; 

СD3
+
/CD16

+
/32

+
 NKT; 

CD25
+
 (IL-2R) 

Отсутствие изменений CD8
+ 

CTL; 

CD19
+
 B-клетки 

- 

Примечение. Повышение по сравнению с контролем: ↑ - в 3 раза; ↑↑ - в 5 раз; ↑↑↑ - в 30 

раз,  P < 0,05.  

 

Конъюгат дисахарид-БСА, адсорбированный на геле алюминия 

гидроксида, вызывал изменение уровня всех исследованных поверхностных 

молекул, а также более выраженные изменения γδT (TCR
+
), CD5

+
 B1-клеток, 

CD19
+
 В-клеток, молекул антигенного представления MHC класса II на 7 

сутки после 2-ой иммунизации. Следует отметить, что экспрессия γδT (TCR
+
) 

под действием адсорбированного конъюгата дисахарид-БСА после бустерной 

иммунизации повышалась в 30 раз - с 0,5% в контроле до 19%; экспрессия 

молекул CD5
+
 В1-клеток повышалась в 5 раз – с 2,6% в контроле до 13,0%; 

экспрессия молекул MHC класса II
 
увеличивалась в 3 раза – с 17,4% в 

контроле до 57,2%.  
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В качестве сравнения исследован уровень экспрессии поверхностных 

молекул спленоцитов мышей на 14 сутки после 2-кратной иммунизации 

конъюгатом КП-CRM197 S. pneumoniae серотипа 3, адсорбированным на геле 

алюминия фосфата, входящим в состав пневмококковой вакцины Превенар 

13 (табл.19).  

Таблица 19. Уровень экспрессии поверхностных маркеров на спленоцитах 

мышей через 14 суток после 2-ой иммунизации конъюгатом КП-CRM197, 

адсорбированном на геле алюминия фосфата  

Поверхностные молекулы 

спленоцитов, % 

Конъюгат Контроль  

 КП-CRM197+AL 

(Превенар-13) 

СD3
+
 Т-клетки 64,5±2,1* 57,2±1,9 

CD4
+
 Т-хелперы 34,1±2,9* 25,2±2,2 

CD8
+
 Т-цитотоксические клетки 27,2±2,1* 16,2±0,5 

γδT-клетки (TCR
+
) 2,2±0,3* 0,6±0,1 

CD19
+ 

В-клетки 28,1±1,2* 22,0±2,1 

CD5
+ 

В1-клетки 6,1±0,3* 2,6±0,2 

CD16
+
/32

+ 
NK-клетки 15,5±3,0 15,4±1,1 

NKT СD3
+
/CD16

+
/32

+ 
NKT-клетки 5,1±0,4 3,2±0,3 

CD25
+
 (рецептор к IL-2) 11,3±3,0* 6,4±1,1 

CD4
+
/CD25

+
/Foxp3 (Treg) 2,5±0,4* 0,4±0,2 

MHCII
+
 (молекула антигенного 

представления класса II) 

35,1±4,1* 17,4±2,1 

Примечание. Контроль – до иммунизации. М±SD. Тест Манна-Уитни. Достоверность 

различий с контролем, * Р < 0,05. 

 Через 14 суток после двукратной иммунизации КП-CRM197 S. 

pneumoniae серотипа 3 (Превенар 13) в селезенке мышей повышалось 

количество клеток, экспрессирующих молекулы CD3
+
, CD4

+
, CD8

+
 Т-

лимфоцитов; маркеры В-клеток (CD5
+
, CD19

+
); молекулы активации CD25

+
 

(рецептор к интерлейкину-2), молекулы антигенного представления MHCII
+
, 

регуляторных Т-клеток (Treg), (TCR
+
) γδT-клеток, тогда как изменений в 

количестве NK и NKT-клеток не выявлено.  

В связи с тем, что γδT-клетки, CD5
+
 В1 и IL-17 участвуют в развитии 

аутоиммунных реакций [3, 28, 74, 148, 180 ], проведено исследование уровня 
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антител к двуспиральной ДНК в сыворотке крови иммунизированных 

мышей. 

 

4.5. Антитела к двуспиральной ДНК 

 В сыворотках мышей, двукратно иммунизированных конъюгатами ди-, 

три- и тетрасахарида с БСА, адсорбированными на геле алюминия 

гидроксида, и конъюгатом CRM197  с КП S. pneumoniae серотипа 3 (Превенар 

13), не выявлено повышения уровня антител к двуспиральной ДНК 

(разведение сыворотки 1:160, точка отсечения отрицательных результатов < 

0,2), действие которых направлено на разрушение ядер клеток 

иммунизированных мышей (Рис.5 ). 

 

Рис. 5. Антитела к двуспиральной ДНК у иммунизированных мышей. 
Примечание. AL – алюминия гидроксид.  Двуспиральную ДНК использовали в ИФА в 

качестве антигена, иммобилизованного на твердой фазе. Сыворотку к каждому конъюгату 

и контрольную сыворотку (интактные мыши) вносили в лунки планшетов в разведениях 

от 1:10 до 1:1280 и измеряли ОП при 490 нм. 

Таким образом, ключевыми эффекторами, участвующими в регуляции 

иммунного ответа на конъюгат дисахарид-БСА, адсорбированный на геле 

алюминия гидроксида, являются IL-17A, γδ T-лимфоциты и CD5
+
 В1-

лимфоциты при отсутствии образования аутоантител к нативной ДНК.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Вакцинопрофилактика пневмококковой инфекции полисахаридными и 

конъюгированными пневмококковыми вакцинами привела к снижению 

количества заболеваний, вызываемых серотипами пневмококка, капсульные 

полисахариды (КП) которых входят в состав вакцин. Однако данные о 

профилактической эффективности КП S. pneumoniae серотипа 3 

противоречивы, и ряд из них указывает на его недостаточную 

иммуногенность [138, 154, 164, 165].  

Для повышения иммуногенности КП S. pneumoniae серотипа 3 

перспективным является использование синтетических олигосахаридов 

строго определенного химического строения, соответствующих фрагментам 

протективных эпитопов КП S. pneumoniae серотипа 3, конъюгированных с 

белком-носителем для индукции Т-зависимого иммунного ответа. 

Синтетические ди-, три- и тетрасахариды, соответствующие одному, 

полутора и двум повторяющимся звеньям КП S. pneumoniae серотипа 3, 

получены в ФГБУН ИОХ им. Н.Д. Зелинского РАН. Исследуемые 

олигосахариды конъюгировали с бычьим сывороточным альбумином (БСА) 

для иммунизации мышей или с биотином для оценки уровня антител к 

олигосахаридной части конъюгатов методом ИФА.  

Наличие общих антигенных детерминант у олигосахаридов и КП S. 

pneumoniae серотипа 3 определяли по способности АТ, индуцированных к 

КП, взаимодействовать с биотинилированными ди-, три- и тетрасахаридами 

методом ИФА, а также по способности лигандов олигосахаридов 

блокировать связывание АТ, специфичных к КП или олигосахаридам, с 

биотинилированными олигосахаридами или КП, иммобилизованными на 

твердой фазе, методом ингибирования ИФА. 

В результате проведенных исследований установлено, что 

тетрасахарид, по сравнению с ди- и трисахаридом, активно взаимодействовал 

с антителами к капсульному полисахариду S. pneumoniae серотипа 3 и не 

вступал в реакцию с антителами другой углеводной специфичности, а 
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антитела, индуцированные к тетрасахариду, характеризовались 

специфичностью к капсульному полисахариду.  

На основании этих исследований установлено наличие общих 

иммунологически активных антигенных структур у тетрасахарида и КП S. 

pneumoniae серотипа 3.  

Опсонизирующие IgG-антитела, индуцированные к КП S. pneumoniae, 

являются основными эффекторами иммунного ответа при защите от 

инфекции, вызванной гомологичным серотипом  пневмококка  [15, 67, 144, 

158, 160, 164, 165, 177, 182]. На примере конъюгата дисахарид-БСА, 

адсорбированного и неадсорбированного на геле алюминия гидроксида, 

установлено, что однократная иммунизация мышей является недостаточной 

для выработки IgG-антител. После двукратной иммунизации IgG-антитела 

повышались на 7 сутки, достигая максимальных значений через 14 суток 

после введения гликоконъюгата (срок наблюдения).  

Таким образом, показано, что для индукции антител необходимо 

проведение двукратной иммунизции мышей конъюгатом с адъювантом. 

Полученные данные явились основанием для использования двукратной 

схемы иммунизации мышей конъюгатами, адсорбированными на геле 

алюминия гидроксида, в дальнейших исследованиях. 

 Способность конъюгатов ди-, три- и тетрасахарида с БСА, 

адсорбированных на геле алюминия гидроксида, индуцировать адаптивный 

иммунный ответ оценивали по образованию  IgG-антител к олигосахаридной 

части гликоконъюгатов, их опсонизирующей активности, а также в опытах 

активной защиты мышей от заражения штаммом S. pneumoniae серотипа 3. 

Самый высокий титр IgG-антител углеводной специфичности при 

использовании КП в качестве антигена в твердофазном ИФА, получен при 

двукратной внутрибрюшинной иммунизации мышей конъюгатом 

тетрасахарид-БСА  (20 мкг по углеводу на мышь), адсорбированным на геле 

алюминия гидроксида, по сравнению с адсорбированными конъюгатами ди- 

и трисахарида.  



101 
 

 101 

Ди-, три-, тетра-БСА конъюгаты и конъюгат CRM197-КП S. pneumoniae 

серотипа 3, входящий в состав 13-валентной конъюгированной 

пневмококковой вакцины (Превенар 13), адcoрбированные на солях 

алюминия, индуцировали выработку IgM-, IgG1-антител. Образование IgG1-

антител свидетельствует о поляризации иммунного ответа по Th2 пути. В 

сыворотках мышей, иммунизированных конъюгатом тетрасахарид-БСА, по 

сравнению с конъюгатами ди- и трисахарида, определяли большее 

разнообразие изотипов антител (IgG1, IgG2a,  IgG2b). Известно, что IgG2a- и 

IgG2b-антитела, свидетельствуют о поляризцации иммунного ответа Th1 

пути и обладают большей опсонизирующей активностью, чем другие 

изотипы IgG [155]. Одновременное присутствие различных изотипов IgG-

антител после иммунизации увеличивает корреляцию между титром антител 

и уровнем опсонофагоцитоза, а, следовательно, защитой от заражения  S. 

pneumoniae [113].  

При исследовании опсонизирующей активности антител в сыворотках, 

полученных к неогликоконъюгатам, процент захваченных  

инактивированных бактериальных клеток S. pneumoniae серотипа 3 

нейтрофилами и моноцитами периферической крови интактных мышей был 

выше, чем после обработки клеток нативной сывороткой. Однако только 

сыворотка к конъюгату тетрасахарид-БСА, усиливала антитело-зависимый 

фагоцитоз бактериальных клеток пневмококка в большей степени, чем 

сыворотка к КП (Превенар 13). Это подтвердилось и в большей способности 

антител, специфичных к тетрасахариду, агглютинировать живые бактерий S. 

pneumoniae серотипа 3. 

Все исследуемые конъюгаты, адсорбированные на геле алюминия 

гидроксида, защищали мышей от летального заражения штаммом S. 

pneumoniae серотипа 3. Конъюгаты три- и тетрасахарида с БСА защищали 

мышей от заражения в 100% случаев; конъюгированный дисахарид - в 87,5% 

случаев, при 12,5% в контроле.  
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Для предварительной оценки действия конъюгированных 

олигосахаридов на активацию врожденного иммунитета исследована 

способность конъюгатов биотина с ди-, три- и тетрасахаридом, 

иммобилизованных на планшетах, покрытых стрептавидином, индуцировать 

продукцию цитокинов в монокультуре спленоцитов неиммунизированных 

мышей in vitro. Все биотинилированные олигосахариды стимулировали 

продукцию спленоцитами мышей в культуральную среду IL-1α, IL-2, IL-4, 

IL-5, IL-10, IFNγ, IL-17A и TNFα. Биотинилированный тетрасахарид 

стимулировал самую высокую продукцию IL-4, IL-10 и IFNγ по сравнению с 

биотинилированными ди- и трисахаридом.  

Интересно, что олигосахариды не являются лигандами Толл-подобных 

рецепторов и при иммобилизации на твердой фазе не могут быть захвачены 

антигенпрезентирующими клетками с последущей активацией Т-клеток и 

продукцией цитокинов. Отсутствие лиганд-рецепторного взаимодействия 

между олигосахаридами и паттернраспознающими рецепторами показано 

ранее при использовании синтетического гексасахарида, соответствующего 

фрагменту КП S. pneumoniae серотипа 14 [12]. Вероятно, продукция 

цитокинов спленоцитами интактных мышей в ответ на действие 

биотинилированных  олигосахаридов, соответствующих фрагментам КП S. 

pneumoniae серотипа 3, происходила при активации макрофагов. Известно, 

что макрофаги способны связывать очищенный КП S. pneumoniae 

посредством углеводраспознающего домена маннозного рецептора с 

последующей продукцией  цитокинов IL-1, IL-6, TNFα и хемокинов [200]. 

Лектин C-типа (маннозный рецептор) SIGN-R1, экспрессируемый 

макрофагами в селезенке мышей, способен связывать КП пневмококка 

разных серотипов [66]. Биотинилированные олигосахариды, 

соответствующие фрагментами КП S. pneumoniae серотипа 3, вероятно, 

приобретали пространственную конфигурацию и новые свойства после 

иммобилизации на твердой фазе, что позволяло им эффективно 

стимулировать спленоциты мышей в культуральной среде с последующей 
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продукцией цитокинов. Продукция цитокинов усиливалась с увеличением 

длины олигосахарида. Этот метод можно использовать для предварительной 

оценки активации врожденного иммунного ответа на соответствующий 

синтетический олигосахарид или бактериальный КП. 

Некоторые цитокины, продуцируемые T-хелперами, включая IL-4, IL-

5, IL-10 и IFNγ, способны регулировать экспрессию специфических 

иммуноглобулинов определенных изотипов. IL-4 и IL-5 переключат синтез 

IgM- на продукцию IgG1-антител, тогда как IFNγ переключает синтез IgM- 

на продукцию IgG2a- и IgG2b-антител [44, 79]. Это совпадает с полученными 

нами данными, которые демонстрируют, что при иммунизации мышей 

конъюгатом тетрасахарид-БСА, адсорбированным на геле алюминия 

гидроксида, происходило формирование IgG1-, IgG2a-, IgG2b-антител.   

Для углубленного исследования молекулярно-клеточного механизма 

действия неогликоконъюгатов на иммунную систему мышей выбран 

конъюгат дисахарида с БСА. Дисахарид является повторяющимся звеном и 

минимальной структурной единицей КП S. pneumoniae серотипа 3. В 

проведенном нами исследовании показано, что конъюгат дисахарид-БСА 

является менее иммуногенным по сравнению с олигосахаридами с большей 

длиной цепи. Использование слабоиммуногенного конъюгата позволяет 

оценить действие адъюванта на усиление его иммуногенных свойств. 

Влияние конъюгированного дисахарида на иммуную систему мышей 

исследовали без адсорбции и с адсорбцией конъюгата на геле алюминия 

гидроксида, так как только в присутствии адъюванта наблюдали образование 

IgG-антител к дисахариду и защиту мышей от заражения S. pneumoniae 

серотипа 3.   

Уровень продукции цитокинов сыворотке крови мышей и экспрессию 

поверхностных молекул в монокультуре спленоцитов оценивали через 1 и 7 

суток после 1-ой и 2-ой иммунизации конъюгатом дисахарид-БСА. 

Спектр и уровень цитокинов был выше в сыворотках мышей, 

иммунизированных конъюгатом дисахарид-БСА, адсорбированным на геле 
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алюминия гидроксида, по сравнению с конъюгатом без адъюванта. При 

иммунизации мышей конъюгатом без адъюванта во все сроки исследования 

повышалась продукция   IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-13, IL-21, IL-22, IFNγ, TNFα, 

тогда как  IL-5 и IL-10 появлялись после 2-ой иммунизации. Иммунизация 

мышей конъюгатом, адсорбированным на геле алюминия гидроксида, кроме 

перечисленных цитокинов, индуцировала стабильную продукцию  IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-10, IL-13, 17A. Полученные данные согласуются с результатами 

профиля цитокинов in vitro при использовании биотинилированных 

олигосахаридов, иммобилизованных на планшете, покрытом 

стрептавидином. При иммунизации мышей конъюгатом дисахарид-БСА, 

адсорбированным и неадсорбированным на геле алюминия гидроксида, 

транзиторно повышался IL-2 и не выявлены изменения в продукции IL-

12p70. 

Особого внимания заслуживает высокая продукция IL-17A. Выявлены 

контрастные различия в зависимости от присутствия алюминия гидроксида. 

Конъюгат без адъюванта индуцировал высокий уровень продукции IL-17A 

через 1 сутки после 1-ой иммунизации (308,3 пг/мл), что в 15 раз превышало 

контрольное значение (19,3 пг/мл). С 7 суток его уровень начинал снижаться 

(257 пг/мл). Бустерная иммунизация не оказывала влияния на уровень IL-

17A, и на 1 и 7 сутки его концентрация снижалась (222 и 28,9 пг/мл 

соответственно). Напротив, в присутствии алюминия гидроксида, через 1 

сутки после 1-ой иммунизации концентрация IL-17A составляла 1767 пг/мл, 

к 7 суткам 1356 пг/мл, что было в 91 и 70 раз выше контрольных значений. 

Бустерная иммунизация не приводила к дальнейшему повышению IL-17A 

(1336 и 1347 пг/мл на 1 и 7 сутки соответственно), но поддерживала его 

концентрацию на высоком уровне. Не исключено, что IL-17A играет 

ключевую роль в иммунном ответе при иммунизации мышей конъюгатом 

дисахарид-БСА, адсорбированным на геле алюминия гидроксида. Известно, 

что IL-17A, участвует в защите от инфекций, вызванных внеклеточными 

патогенами, в частности, S. pneumoniae [175].  
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Конъюгат дисахарид-БСА, адсорбированный на геле алюминия 

гидроксида, вызывал стабильное изменение уровня поверхностных молекул в 

культуре спленоцитов мышей, по сравнению с конъюгатом без адъюванта. 

При иммунизации мышей конъюгатом без адъюванта содержание 

поверхностных молекул CD8
+ 

Т- цитотоксических клеток и CD19
+
 B-клеток 

на мононуклеарных лейкоцитах селезенки мышей не отличалось от 

контрольных значений. Независимо от присутствия адъюванта оба 

конъюгата вызывали краткосрочное повышение СD3
+
 T-клеток и CD4

+
 Т-

хелперов. Отличительными признаками конъюгата, адсорбированного на 

геле алюминия гидроксида, являлась экспрессия молекул (TCR
+
) γδ T, CD5

+
 

B1-клеток, CD19
+
 В-клеток, молекул антигенного представления MHC II

+
 на 

7 сутки после 2-ой иммунизации, ассоциированной с продукцией 

опсонизирующих антител и защитой мышей от заражения S. pneumoniae 

серотипа 3. Экспрессия γδ T (TCR
+
) под действием конъюгата БСА с 

дисахаридом, адсорбированным на геле алюминия гидроксида, после 

бустерной иммунизации повышалась в 30 раз (с 0,5% в контроле до 19%); 

экспрессия молекул CD5
+
 В1-клеток - в 5 раз (с 2,6% в контроле до 13,0%); 

экспрессия молекул MHC класса II
 

увеличивалась в 3 раза (с 17,4% в 

контроле до 57,2%), отмечали стабильную экспрессию молекулы  

CD4
+
/CD25

+
/Foxp3

+
 Treg. Таких существенных изменений не наблюдали 

после иммунизации мышей конъюгатом без адъюванта, который не вызвал 

образования антител и не защищал мышей от заражения S. pneumoniae 

серотипа 3. 

В качестве сравнения исследован уровень экспрессии поверхностных 

молекул на спленоцитах мышей через 14 суток после 2-кратной 

иммунизации конъюгатом CRM197-КП S. pneumoniae серотипа 3 (Превенар 

13), адсорбированным на геле алюминия фосфата. Отмечено повышение всех 

исследованных поверхностных молекул, за исключением CD16
+
/32

+
 NK и  

СD3
+
/CD16

+
/32

+
 NKT, уровень которых не отличался от контрольных 

значений. 
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Иммунизация мышей конъюгатом дисахарид-БСА или конъюгатом 

КП-CRM197 (Превенар 13), приводила к изменению иммунологических 

показателей, имеющих определенное сходство с изменениями, 

происходящими при пневмококковой инфекции, вызванной S. pneumoniae 

серотипа 3 у мышей [92, 93].  

При пневмококковой инфекции ключевую роль играют γδ Т-клетки, 

NKT и продукция Th1 и/или Th17-цитокинов [5, 93, 120, 135]. В период  

инфекции количество γδ Т-клеток может существенно увеличиваться, 

достигая 50% от всех периферических лимфоцитов [48]. γδ Т-клетки 

участвуют в защите от S. pneumoniae как в начальной в фазе инфекции, так и 

на стадии разрешения пневмококковой пневмонии, элиминируя 

мононуклеарные фагоциты из очага воспаления [101], а их отсутствие 

приводит к увеличению бактериальной нагрузки в легких и гибели животных 

[120, 135]. Большая часть γδ Т-клеток находится в барьерных тканях и лишь 

небольшая часть в крови и селезенке мышей [12, 14, 78, 178, 179]. Активация 

γδ Т-клеток через Т-клеточный рецептор (TCR) может быть опосредована 

неклассическими молекулами MHC (т. е. членами семейства T10/T22 и CD1) 

и не связанными с MHC молекулами [29, 60, 191]. γδ Т-клетки продуцируют 

широкий спектр цитокинов и проявляют цитотоксическую активность в 

отношении патогенов через рецепторы, индуцирующие апоптоз (FAS и 

TRAIL), и цитолитические белки (перфорин и гранзим) [48], а также могут 

функционировать как антигенпрезентирующие клетки, требующие 

взаимодействия с опсонизированными бактериальными клетками. Некоторые 

γδ Т-клетки экспрессируют молекулу CD4. γδ Т-клетки с фенотипом Th1 и 

Th2 продуцируют IL-2, IL-4, IL-17A, IFNγ и TNF [60].  

Важную роль в защите от пневмококковой инфекции [175] играют 

CD5
+
 В1-клетки, активируемые Т-независимыми антигенами, в том числе, 

КП пневмококка [121, 124]. Активированные CD5
+
 В1-клетки продуцируют 

естественные антитела, а также могут участвовать в Т-зависимом иммунном 

ответе [121, 162, 192, 202]. CD5
+
 B1-клетки присутствуют в брюшной и 
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плевральной полостях и в очень небольших количествах в селезенке [50]. 

Рецептор В-клеток (B Cell Rreceptor - BCR) участвует в фагоцитозе бактерий 

В1-клетками [65]. CD5
+
 B1-клетки, выделенные из селезенки мышей, 

преимущественно индуцируют продукцию IL-17 Т-клетками [201].  

Наряду с защитой от инфекции IL-17, γδ T-клетки и CD5
+
 В1-клетки 

могут способствовать развитию аутоиммунных процессов [28, 43, 74, 147-

152, 180]. Экспансию аутореактивных клонов В-клеток контролирует IL-10, 

оставляя BCR в состоянии анергии.  

В настоящем исследовании в ответ на введение конъюгата дисахарид-

БСА без адъюванта, а также конъюгатов олигосахаридов и КП, 

адсорбированных на солях алюминия, не выявлено повышения уровня IgG-

антител к двуспиральной ДНК, которые могут приводить к разрушению ядер 

клеток, вызывая патологические процессы в различных органах.  

Исходя из полученных данных, ключевыми эффекторами иммунного 

ответа при введении конъюгата дисахарид-БСА, адсорбированного на геле 

алюминия гидроксида, являются олигосахаридспецифические 

опсонизирующие антитела, γδ T-клетки, CD5
+
 В1-лимфоциты, CD19

+
 В-

лимфоциты при повышении экспрессии молекул антигенного представления 

MHCII
+
. Регуляция иммунного ответа происходит при участии CD4

+
/CD25

+
/ 

Foxp3
+
 - Т-регуляторных лимфоцитов (Treg), стабильно продуцирующих IL-

10.  

Суммируя результаты проведенных иммунологических исследований, 

для получения конъюгированной пневмококковой вакцины третьего 

поколения в качестве синтетического аналога капсульного полисахарида S. 

pneumoniae серотипа 3 следует использовать тетрасахарид, соответствующий 

двум провторяющимся звеньям КП, и обладающий высокой 

иммуногенностью и протективной активностью. Использование 

синтетического тетрасахарида при конструировании ИФА тест-систем 

позволит с высокой степенью точности идентифицировать КП S. pneumoniae 

серотипа 3 и выявлять антитела к КП. 
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ВЫВОДЫ 

1. Показано, что антитела к капсульному полисахариду S. pneumoniae 

серотипа 3 распознавали тетрасахарид, а антитела к тетрасахариду 

характеризовались специфичностью к капсульному полисахариду, что 

свидетельствует о наличии общих антигенных структур у тетрасахарида и 

капсульного полисахарида S. pneumoniae серотипа 3. 

2. Установлено, что конъюгаты ди-, три- и тетрасахарида с БСА, 

адсорбированные на геле алюминия гидроксида, при двукратной 

иммунизации мышей вызывали образование олигосахаридспецифических 

IgM- и IgG1-антител при наибольшем разнообразии изотипов антител 

(IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b), индуцированных к конъюгату тетрасахарид-

БСА, и не стимулировали повышение уровня IgG-антител к 

двуспиральной ДНК.  

3. Отмечено, что антитела к тетрасахариду стимулировали фагоцитоз 

инактивированных бактерий S. pneumoniae серотипа 3 нейтрофилами и 

моноцитами периферической крови интактных мышей в большей степени, 

чем антитела к капсульному полисахариду серотипа 3, индуцированные 

введением конъюгированной 13-валентной пневмококковой вакцины. 

4. Выявлено, что  протективная активность конъюгатов три- и 

тетрасахарида, адсорбированных на геле алюминия гидроксида, при 

заражении иммунизированных мышей S. pneumoniae серотипа 3 была 

выше, чем адсорбированного конъюгата дисахарида (100, 100 и 87,5 % 

выживших мышей соответственно). 

5. Показано, что in vitro биотинилированный тетрасахарид, 

иммобилизованный на твердой фазе, индуцировал более высокую 

продукцию IL-4, IL-10, IFNγ спленоцитами интактных мышей по 

сравнению с конъюгатами биотина с ди- и трисахаридом; различий в 

стимуляции продукции IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-17A, IFNγ, TNFα 

между конъюгатами не выявлено. 
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6. На примере конъюгата дисахарид-БСА, адсорбированного на геле 

алюминия гидроксида, показана стимуляция у мышей продукции 

цитокинов: IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-21, 

IL-22, IFNγ и TNFα; IL-17A в сыворотке крови выявляли в стабильно 

высокой концентрации, тогда как при введении конъюгата без адъюванта 

его уровень снижался. 

7. Установлено, что после второй иммунизации мышей конъюгатом 

дисахарид-БСА, адсорбированным на геле алюминия гидроксида, 

повышалось содержание спленоцитов, экспрессирующих молекулы 

(TCR
+
) γδ T-клеток, CD5

+ 
В1-клеток, а также активированных клеток MHC 

II
+
. 
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