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«Иммунобиотехнология» учебное пособие  написано на основании  материалов  лекций, читаемых авторами на факультете биологии и биотехнологии  КазНУим.аль-Фараби. В учебном пособии дается общее представление о иммунной системе человека, ее компонентах, медиаторах, которые могут быть использованы  в медицине, их структуре,  свойствах,  функции. Приводятся биотехнологические методы получения иммунобиологических препаратов, в том числе моноклональных антител, интерферона, интерлейкина и вакцин. Рассматривается инженерия антител и получение природных антител для клинического применения.

Учебное пособие предназначено для студентов, магистрантов, преподавателей, научных работников, специализирующихся в области биотехнологии и биологии.

ВВЕДЕНИЕ
Иммунобиотехнология - раздел иммунологии и биотехнологии, часть медицинской биотехнологии, изучающая способы и методы конструирования, биотехнологии получения, стандартизацию и оценку свойств иммунобиологических препаратов для профилактики, лечения, диагностики инфекционных и неинфекционных болезней. В настоящее время эти препараты находят все более широкое применение в онкологии, иммунопатологии, трансплантологии, в решении проблем репродукции и других проблем медицины. 

Научной основой иммунобиотехнологии является иммунология, которая изучает одну из важнейших систем человека, иммунную систему, защищающую его организм   от воздействия всех неблагоприятных факторов, например, патогенных микроорганизмов, биологически активных агентов. 
Агентами, активирующими иммунную систему, выступают генетически чужеродные для человека соединения и частицы: клетки микроорганизмов, вирусы, белки, нуклеиновые кислоты, которые называют антигенами. Понятие «антиген» обозначает определенную химическую структуру, против которой могут быть получены антитела. Часть антигенов может попадать человеку в виде вакцин и иммуномодулирующих лекарственных средств. Иммуномодуляторы либо усиливают, либо ослабляют иммунный ответ организма, поэтому в зависимости от свойств их подразделяют на иммуностимуляторы и иммуносупрессоры. 
Иммуностимуляторы – это препараты, активирующие иммунную систему, к ним относятся вакцины, интерфероны, интерлейкины. Результаты изучения иммуногенеза при вакцинопрофилактике позволили разработать эффективные иммуностимуляторы (ликопид, тимоген, пептидогликаны и др.) и адъюванты, благодаря которым удалось существенно повысить эффективность защиты от инфекционных заболеваний.
Препараты с иммуносупрессивной активностью подавляют функцию иммунной системы, например иммуносупрессоры применяют при трансплантации органов, что связано с необходимостью подавления реакции отторжения тканей, для лечения аутоиммунных заболеваний, развитие которых обусловлено повышенной активностью иммунной системы.
Основная задача иммунобиотехнологии - обеспечить разработку методов получения и производство веществ, необходимых для диагностики и лечения паталогий связанных с нарушением функции иммунной системы. 
Большие перспективы имеет использование в медицине антител и медиаторов иммуной системы, цитокинов.  Например, антитела применяются в направленном транспорте лекарственных препаратов, для выделения в чистом виде биологически активных соединений, цитокины (интерфероны, интерлейкин-2) - для лечения инфекционных заболеваний.
Новое направление в иммунобиотехнологии - получение каталитически активных антител (абизимов), обладающих свойствами ферментов. Некоторые абизимы уже начинают производиться промышленностью. В качестве примера такого абизима можно привести моноклональные антитела (МАТ) к фосфонамидату, которые способны катализировать гидролиз карбоксамида.
Используя достижения иммунологии, микробиологии, генной инженерии современная медицинская биопромышленность получает и производит широкий спектр биопрепаратов, включая вакцины, диагностикумы, микробы-антагонисты (пробиотики), антибиотики, иммунные сыворотки и их производные. Иммунобиотехнология объединяет разработку и производство   вакцин, иммуноглобулинов крови, иммуномодуляторов, иммуносупрессоров и иммуномедиаторов.
Современные подходы к вакцинным технологиям основаны на глубоком изучении молекулярно-генетических механизмов развития иммунитета, использовании известных параметров структуры антигенов, подборе наиболее значимых эпитопов для определения характера иммунного ответа.
На основе генно-инженерных технологий разработаны вакцины нового поколения, в том числе рекомбинантные вакцины против гепатитов А и В, бешенства, ветряной оспы. Методом рекомбинации созданы гены, экспрессирующие антигены микроорганизмов и медиаторов иммунного ответа (интерлейкинов, гамма интерферона и других).
Понимание механизма развития иммунного ответа на внедрение в организм антигена стало основой для разработки и создания химических и синтетических вакцин. В настоящее время в экспериментальных условиях получены синтетические вакцины против гепатита В, стрептококковой инфекции, дифтерии, ящура, ведутся разработки вакцин против аллергии, аутоиммунных процессов, опухолей, наркотиков.

Одной из актуальных проблем иммунобиотехнологии является разработка поливалентных и ассоциированных (комплексных) вакцин, позволяющих получать надежный иммунный ответ на несколько серовариантов патогена одного вида или несколько видов возбудителей инфекционных заболеваний. 

Внедрение методов иммунобиотехнологии в процесс создания лекарственных препаратов высокоперспективно, что проиллюстрировано примерами создания лекарственных средств, интенсивно применяемых в медицине: рекомбинантными препаратами цитокинов (гаммаферон, беталейкин, реаферон, ронколейкин и др.), иммуномодулирующими средствами (полиоксидоний, ликопид, имунофан, тимоген) и т.д.
Учебное пособие включает краткую характеристику иммунной системы, характеристику препаратов, применяемых для диагностики и лечения инфекционных и неинфекционных заболеваний, методов получения лекарственных веществ, используемых для лечения паталогий, в основе развития которых лежит нарушение функции иммунной системы.

1 ХАРАКТЕРИСТИКА ИММУННОЙ СИСТЕМЫ
Иммунная система вместе с нервной и эндокринной системами обеспечивает жизнедеятельность и жизнеспособность организма, регулируя и контролируя все физиологические реакции.  Основной функцией иммунной системы является надзор за макромолекулярным и клеточным постоянством организма, обеспечение контроля и поддержания общего гомеостаза организма, сохранение его уникальности и индивидуальности.  C помощью иммунной системы, которая распознает чужеродные агенты и уничтожает их, организм человека защищает свою целостность и индивидуальность от влияния вредных для него веществ. Иммунная система осуществляет свою основную функцию через развитие специфических реакций, в основе которых лежит способность распознавания «своего» и «чужого» и последующая элиминация чужеродных агентов (болезнетворных микроорганизмов, инородных тел, ядовитых веществ или переродившихся клеток организма). 
1.1 Органы иммунной системы
Иммунная система человека представляет комплекс лимфомиелоидных органов и лимфоидной ткани, которые ассоциированы с дыхательной, пищеварительной и мочеполовой системами. Органы иммунной системы делят на центральные, где происходит созревание лимфоцитов, и периферические, где находятся зрелые лимфоциты (рисунок 1). 
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Рисунок 1. Основные органы иммунной системы

(заимствовано из  http://www.rlsnet.ru/books_book_id_2_page_38.htm).
К центральным (первичным) органам иммунной системы относятся костный мозг и тимус, во внутриутробном периоде – также печень. В первичных органах формируются антиген реактивные Т- и В-лимфоциты с широким спектром специфичных антигенсвязывающих мембранных рецепторов. Таким образом, лимфоциты приобретают способность распознавать любые антигены, с которыми организм может столкнуться. Здесь эти клетки подвергаются отбору на толерантность к собственным антигенам (аутоантигенам), после чего они распознают только чужеродные антигены. Развитие лимфоцитов в центральных органах протекает без прямого воздействия внешних антигенов. 

Костный мозг – один из главных органов центральной иммунной системы. Основной функцией костного мозга является производство клеток крови и лимфоцитов. Он же является своеобразным хранилищем стволовых клеток. В зависимости от ситуации, стволовые клетки трансформируются в иммунные В-лимфоциты
Тимус – эндокринная железа, играющая одну из главных ролей в формировании иммунитета. Она ответственна за образование, развитие и созревание Т-лимфоцитов.

Периферические органы иммунной системы – это селезенка, лимфатические узлы, миндалины и лимфоидные образования, групповые лимфатические фолликулы (пейеровы бляшки), аппендикс.  Периферические органы иммунной системы стратегически расположены на путях возможного проникновения антигена в организм. Например, селезенка – на пути циркуляции крови, лимфатические узлы – на пути циркулирующей лимфы, лимфоидная ткань слизистых оболочек – на пути   антигенов, преодолевших ее поверхностные барьеры. Развитие лимфоцитов в периферических органах происходит под непосредственным воздействием чужеродных антигенов.  

Миндалины – это, по сути, лимфатические клетки. Они первыми встречают микробы и вирусы, поскольку расположены в носоглотке и полости рта.
Они препятствуют проникновению микробов в организм, принимают участие в выработке крови. 

Селезенка – самый крупный лимфоидный орган, обладающий кроветворной функцией. Селезенка очищает кровь от бактерий и перерабатывает всевозможные вредные вещества. У людей, оставшихся по какой-либо причине без селезёнки, ухудшается иммунитет. 

Лимфатические узлы – небольшие образования округлой формы. Расположены они в локтевом и коленном сгибах, подмышечной впадине и паховой области. Лимфоузел – это один из барьеров на пути инфекций и раковых клеток. В нем образуются лимфоциты – специальные клетки, которые принимают активное участие в уничтожении вредных веществ. 
Все органы иммунной системы связаны между собой кровеносными и лимфатическими сосудами и выполняют свою работу только в совокупности (рис.2). Информацию о чужеродном антигене получают лимфоциты, которые 
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Рисунок 2. Взаимоотношения центральных и периферических органов иммунной системы и направления миграции лимфоцитов в процессе созревания и рециркуляции (указано стрелками). В — В-лимфоциты; М — моноциты; Г — гранулоциты; Т — Т-лимфоциты (заимствовано из http://sportstranica.ru/razdel17/67_Immunnaya-sistema.html0)
перемещаясь по сосудам передают ее во все органы иммунной системы. Отсутствие или заболевание любого из этих органов немедленно сказывается на всей работе иммунной системы. Органы иммунной системы вырабатывают несколько типов клеток, которые и осуществляют надзор за постоянством клеточного и антигенного состава внутренней среды организма.

1.2 Клетки иммунной системы
Клетки иммунной системы являются  непосредственными исполнителями иммунных реакций, они распознают чужеродные вещества и микроорганизмы, осуществляют  борьбу с ними  и  фиксируют  в организме информацию о них. Основные клетки иммунной системы - это лейкоциты. Предшественники всех иммунных клеток – плюропотентные стволовые клетки. Основные клетки иммунной системы  и их  функции приведены в таблице 1 и на рисунке 3.
Таблица 1    Основные клетки иммунной системы, их особенности и функции. 
(адаптировано из http://elementy.ru/lib/431490)
	Клетки иммунной системы
	Функции и некоторые особенности

клеток иммунной системы

	Лимфоциты
	В-лимфоциты
	Плазматические клетки
	Активно вырабатывают антитела к антигену после контакта с ним

	
	
	В-клетки памяти
	Создают память о контакте организма с антигеном, активируются при повторном контакте

	
	Т-лимфоциты
	Т-хелперы
	Предъявляют антигены макрофагам и другим клеткам, выделяют цитокины

	
	
	Т-супрессоры
	Регулируют силу иммунного ответа, контролируя Т-хелперы и Т-киллеры

	
	
	Т-киллеры
	Убивают клетки организма, пораженные бактерияма или вирусами и опухолевые клетки.Специфически распознают определенные антигены. Играют важную роль в антивирусном иммунитете

	
	
	Т-клетки 

памяти
	Сохраняют память о контакте с антигеном, формируют вторичный иммунный ответ

	
	NK-лимфоциты
	Разрушают собственные клетки организма, отличные от нормы, например зараженные вирусами или опухолевые клетки 

	Фагоциты
	Базофилы
	Отвечают за аллергические реакции немедленного типа. В тканях превращаются в тучные клетки, содержащие гистамин

	
	Нейтрофилы
	Противостоят в основном бакериальным и грбковым инфекцим

	
	Эозинофилы
	Противостоят паразитарным инвазиям. Связывают и высвобождают гистамин и другие медиаторы воспаления, регулируют аллергические реакции

	
	Моноциты
	Синтезируют биологически активные факторы, обеспечивают иммунотет против вирусов, микробов, паразитов, противостоят развитию опухоли.

	
	Дендритные клетки
	Антигенпрезентирующие клетки – предъявляют антигены Т- и В-лимфоцитам. Выделяют цитокины.


Клетки иммунной системы взависимости от их функции можно разделить на:
1. иммунокомпетентные клетки,

2. антигенпрезентирующие клетки,
3. вспомогательные клетки
Иммунокомпетентные клетки (ИКК) -  это клетки, непосредственно обеспечивающие выполнение функций иммунной системы, способные распознать антиген и отвечать иммунной реакцией. К иммунокомпетентным клеткам принадлежат Т- и В-лимфоциты, которые способны под действием чужеродного антигена дифференцироваться в плазматические клетки и сенсибилизированные лимфоциты.
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Рисунок 3. Виды клеток иммунной системы. WBC (white blood cells — белые кровяные тельца)
(заимствовано из http://moikompas.ru/compas/kazansky).

На поверхности этих клеток обнаружены рецепторы, способные распознавать антигены. В случае В-лимфоцитов рецепторами являются иммуноглобулиновые молекулы. Природа рецепторов на Т-лимфоцитах пока неизвестна. Предшественником иммунокомпетентных клеток является стволовая кроветворная клетка. 

 По функциональной активности иммунокомпетентные клетки подразделяются на регуляторные и эффекторные. Регуляторные иммунокомпетентные клетки «управляют» функцией иммунной системы путем выработки цитокинов, медиаторов, которые   обуславливают направление, интенсивность и продолжительность иммунной реакции. Эффекторные иммунокомпетентные клетки являются непосредственными исполнителями иммунного ответа, действуют на антиген либо непосредственно, либо путем биосинтеза иммуноглобулинов.

На поверхности цитоплазматической мембраны ИКК есть особые молекулы, которые служат их маркерами. Они получили название CD-антигенов (от английской аббревиатуры – Cluster of differentiation). 
Антигенпрезентирующие клетки (АПК) – высокоспециализированные клетки, способные к поглощению и переработке антигена. К антигенпрезентирующим клеткам относятся дендритные клетки (отросчатые клетки селезенки, лимфоузлов и других органов, в т.ч. клетки Лангерганса), моноциты периферической крови, тканевые макрофаги, В-лимфоциты.  На рисунке 4 показаны основные АПК и их характеристики. Эти клетки захватывают антиген путем эндоцитоза и расщепляют его до пептидных фрагментов, которые связываются внутри клетки с молекулами главного комплекса гистосовместимости МНС I или II класса (МНС от англ Major Histocompatibility Complex) и выставляются на поверхности клетки. 
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Рисунок 4. Антигенпрезентирующие клетки. Обозначения: В7 - костимулирующие молекулы (CD80 и CD86). IFNγ – интерферон γ, LPS - липополисахарид, BCR – мембранный рецептор В-клеток, TLR – толл-подобный рецептор (заимствовано из http://vmede.org/sait/Immynologiya_posobie_i_xaitov_2013)
Таким путем АПК представляют антиген на своей поверхности Т-лимфоцитам-хелперам. На мембранах АПК присутствуют молекулы MHC-I и MHC-II, все корецепторные молекулы, необходимые для презентации антигена Т-клеткам. Они продуцируют цитокины, необходимые для активации T-лимфоцитов и запуска иммунного ответа. 

Вспомогательные клетки. Эти клетки оказывают помощь при развитии иммунного ответа, но сами не способны к распознаванию антигена, участвуют в развитии воспалительной реакции. К ним относятся  тромбоциты, базофилы, тучные клетки и эндотелиальные клетки. Базофилы, тромбоциты, тучные клетки привлекают лейкоциты и растворимые медиаторы иммунитета к очагу инфекции. Эндотелиальные клетки взаимодействуют с лейкоцитами крови и обеспечивают их проникновение в ткани, принимают участие на ранних этапах воспаления и в формировании иммунного ответа. Они активируются под влиянием цитокинов и бактериальных продуктов, экспрессируют молекулы адгезии и секретируют цитокины. 

Лимфоциты

Лимфоциты выполняют основную функцию иммунной системы - высокоспецифичное распознавание существующего разнообразия антигенов. В организме взрослого человека они составляют 25 - 40% лейкоцитов крови. Лимфоциты представлены: B-лимфоцитами, T-лимфоцитами и NK-лимфоцитами. Т-лимфоциты составляют 70-80%, В-лимфоциты - 10-15%, NK-лимфоциты - более 15%  лимфоцитов крови. Т- и В-лимфоциты участвуют в формировании приобретенного иммунитета, NK-лимфоциты (нормальные киллеры), клетки врожденного иммунитета организма,
Функции В-, Т- и NK-лимфоцитов в иммунной системе различные. В-лимфоциты   ответственны за гуморальный иммунитет, Т-лимфоциты за клеточный. NK-клетки, проявляют  активность нормальных киллеров, выполняют цитотоксические функции.
В-лимфоциты –  маленькие ядерные клетки,  диаметр – 8,5 мкм.  Предшественником В-лимфоцитов являются стволовые клетки, которые образуются в костном мозге. В-лимфоциты развиваются и дифференцируются в красном костном мозге. Они являются  основными клетками гуморального иммуного ответа, зашищают организм от патогенных бактерий и вирусов.

У млекопитающих, в том числе и у человека, В-лимфоциты дифференциируются сначала в печени плода, после рождения в красном костном мозге. На  цитоплазматической мембране В-лимфоцитов расположены антитела (мономеры IgM и IgD), которые входят в состав специфического рецептора для антигена. Если В-лимфоциты не активируются антигеном, продолжительность их жизни   не превышает 10 сут.
По функциональным свойствам В-клетки делятся на эффекторные и клетки памяти.  К эффекторным B-лимфоцитам относятся B-лимфоциты, которые после активирования размножаются и дифференцируются в плазматические клетки, вырабатывающие антитела (иммуноглобулины), специфичные к конкретному антигену. B-лимфоцитами иммунной памяти являются В-клетки, которые сохраняют иммунную «память» об антигене. При повторном поступлении антигена В-лимфоциты иммунной памяти активируются и превращаются в плазматические клетки при обязательном участии T-хелперов и ряда других факторов. Таким образом, обеспечивается быстрый синтез большого количества специфичных антител, взаимодействующих с чужеродным антигеном, и развитие эффективного иммунного ответа. 

Т-лимфоциты   - основным предшественником Т-лимфоцитов являются стволовые клетки костного мозга. Клетки-предшественники Т-лимфоцитов попадают в тимус,  там пре-Т- клетки (тимоциты) созревают, пролиферируют и проходят дифференцировку на отдельные субклассы.  Т-лимфоциты участвуют в формировании клеточного иммунитета, помогают В-лимфоцитам реагировать на Т-зависимые антигены выработкой антител, осуществляют регуляторное воздействие на гуморальный и клеточный иммунитет, разрушают опухолевые и вирус-инфицированные клетки.
По функциональным свойствам Т-клетки делятся на четыре категории:

1. Т-клетки-хелперы – они выполняют определенную иммунологическую функцию в становлении гуморального иммунитета за счет кооперации с В-лимфоцитами. Подобное взаимодействие клеток способствует размножению клона В-лимфоцитов и интенсивной продукции антител.

2. Т-клетки-супрессоры усиливают или подавляют иммунный ответ, переключая синтез иммуноглобулинов. Эти Т-лимфоциты выполняют иммунорегуляторную роль.
3. Т-клетки-киллеры обладают способностью убивать клетки-мишени, чужеродные для организма, против которых они были ранее сенсибилизированы. На клетках-мишенях имеются антигены, распознаваемые этими Т-клетками. 

4. Т-клетки, которые при воздействии антигенов продуцируют медиаторы клеточного иммунитета. Они повышают поглотительную активность макрофагов, выделяя вещества, способствующие иммобилизации макрофагов.
Известны две субпопуляции Т-хелпер клеток: Тх1 и Тх2, которые синтезируют различные цитокины. В зависимости от типа синтезируемого ими цитокина формируется тип иммунитета. Функции цитокинов Тх1 и Тх2  клеток взаимосвязаны, цитокины Тх1 инактивируют Тх2 клетки, а цитокины Тх2 снижают активность Тх1 клеток. 

У человека:

- Тх1 клетки  активируют  макрофаги,  синтезируют  и  секретируют цитокины: γ интерферон, фактор некроза опухоли β и интерлейкин 2 (ИЛ-2).  Некоторые цитокины  Тх1 клеток ингибируют процесс воспаления и стимулируют цитотоксические клетки. 
- Тх2 клетки синтезируют ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-9, ИЛ-10, ИЛ-13, усиливают синтез антител, в основном IgЕ. 
Иммунитет организма при попадании чужеродного вещества или инфицировании патогенными микроорганизмами развивается в направлении образования Тх1 или Тх2 клеток.
В процессе формирования иммунитета и   развития иммунопатологии Тх1- и Тх2–хелпер клетки выполняют различные функции. При развитии многих болезней функционирует только один из видов Т-хелпер клеток. Например, при развитии рассеянного склероза, органоспецифической иммунопаталогии, иммунный ответ формируется с участием  Тх1 клеток. Из крови больных рассеяным склерозом  Тх1 клетки  можно легко  выделить и клонировать. У больных бронхиальной астмой, вызванной сенсибилизированной пыльцой растений, и красной волчанкой  синтезируются цитокины Тх2 клеток. 
В качестве специфического маркера (СD – Cluster Designation) для  определения типа Т-клеток  служат рецепторы  Т-лимфоцитов, с которыми связываются антигены.   Найдены два типа рецепторов Т-лимфоцитов, молекулы которых гетеродимеры, состоят из связанных дисульфидными связями двух различных полипептидных цепей. Молекула одного рецептора построена из α- и  β-полипептидных цепей, второго  рецептора - γ- и δ-полипептидных цепей. В составе пула Т-лимфоцитов крови более 90-95% αβ-Т-клетки, 5-10 %  -  γδ-Т-клетки.
αβ-Т-клетки делятся на две группы.  Маркером одной группы αβ-Т-клеток являтся СD4. Эти Т-клетки распознают специфические антигены, ассоциированные с МНС белками ІІ класса и  способствуют формированию гуморального иммунного ответа или стимулируют иммунный ответ. В качестве маркера второй группу αβ-Т-клеток служат СD8. Эти  Т-клетки  узнают специфические антигены, ассоциированные с МНС белками І  класса и проявляют цитотоксическую активность, то есть это Т-киллер клетки.
NK-клетки  (NK от англ. Natural Killer - естественный киллер) – это большие гранулярные лимфоциты, являющиеся одним из важнейших компонентов клеточного врождённого иммунитета. На внешней поверхности мембраны NK-лимфоцитов отсутствуют характерные для T- и B-клеток CD-маркёры и антигенраспознающие рецепторы - TCR (T Cell Receptor) или BCR (B Cell Receptor). Они формируются в результате дифференцировки лимфобластов, обладают цитотоксичностью против опухолевых клеток и клеток, зараженных вирусами. Основная функция NK-клеток - уничтожение клеток организма, недоступных для действия Т-киллеров. 
Активация В- и Т-клеток. Для активации В- и Т-клетки  должны быть связаны со специфическими антигенами. В-лимфоциты распознают сами попавшие в организм чужеродные вещества (антигены) и реагируют с ними без посредников. Однако в активную форму превращаются с помощью Т-лимфоцитов, а именно Т-хелпер клеток.
Т-лимфоциты узнают антигены с участием антигенпрезентирующих клеток. Эти специализированные клетки, которые способны усваивать антиген и представлять его на своей поверхности в иммуногенной форме для распознавания. В качестве клеток, презентирующих Т-лимфоцитам антиген, функционируют макрофаги, дендритные клетки (специфические клетки  селезенки и лимфатических узлов) и В- лимфоциты. 
Фагоциты
Фагоциты ответственны за врожденный иммунитет, они поглощают  попавшие в организм чужеродныве антигены и патогенные микроорганизмы, перерабатывают их и представляют процессированные антигены Т-лимфоцитам. К клеткам, способным к фагоцитозу,  относятся: мононуклеарные моноциты и многоядерные нейтрофилы. Фагоцитирующие лейкоциты образуются из полипотентных стволовых клеток в костном мозге. Нейтрофильные лейкоциты поступают в кровяное русло в виде высокодифференцированных зрелых фагоцитов, а моноциты — в виде незрелых клеток. Оба вида клеток циркулируют в крови в течение 4—10 ч, а затем мигрируют в ткани. Мононуклеарные клетки превращаются в зрелые фагоциты (макрофаги) в тканях. Макрофаги присутствуют в селезенке, печени, легких, лимфатических узлах, кишечнике и центральной нервной системе. 
1.3 Антигены
Антигены -  это высокомолекулярные вещества различного происхождения, несущие признаки генетической чужеродности для макроорганизма, которые при попадании в организм распознаются его иммунной системой и вызывают развитие иммунных реакций,  направленных  на  его  устранение. Низкомолекулярные чужеродные для организма вещества, специфически взаимодействующие с рецепторами лимфоцитов, но не способные сами вызывать иммунный ответ, называются гаптенами. При коньюгации гаптена с иммуногенным белком к нему образуются антитела.

Антигены классифицируют по происхождению, химический природе, генетическому отношению, характеру иммунного ответа.

По происхождению антигены деляться на естественные, искусственные и синтетические.  К естественным антигенам относятся природые вещества: белки, углеводы, нуклеиновые кислоты, бактериальные экзо– и эндотоксины, антигены клеток тканей и крови. Искусственные антигены – это белки или природные полисахариды, модифицированные определенными химическими группировками — гаптенами, например динитрофенилированные белки и углеводы. В группу синтетических антигенов входят иммуногенные вещества, полученные синтетическим путем, например синтезированные полиаминокислоты, полипептиды.

Взависимости от химической природы различают следующие антигены: 

*белки (например, гормоны, ферменты, антиген вируса гриппа- гемагглютинин, вируса иммунодефицита человека - мембранный гликопептид);
*углеводы (декстран); 

*нуклеиновые кислоты (ДНК, РНК); 

*конъюгированные антигены (например динитрофенилированные белки); 

*полипептиды (например полимеры альфа-аминокислот, сополимеры глутамина и аланина); 

*липиды, которые сами по себе не иммуногенны, но при соединении с белками сыворотки крови приобретают антигенные свойства (например холестерин, лецитин). 
По генетическому отношению различают:  

*аутоантигены - антигены, которые происходят из тканей собственного организма. Они анатомически отделены от иммунной системы гистогематическими барьерами в процессе эмбриогенеза (нервная ткань, белки хрусталика и сперматозоиды), при попадании их в кровоток могут развиваться иммунные реакции;

*изоантигены - антигены генетически идентичного донора; 
* аллоантигены - антигены неродственного донора того же вида;
*ксеноантигены - антигены, происходящие от донора другого вида. 

По характеру иммуного ответа антигены деляться на:

*тимусзависимые антигены, при внедрении их в организм иммунный ответ, развивающийся в ответ на их появление, зависит от активного участия Т-лимфоцитов;

* тимуснезависимые антигены, при их попадании в организм запускается иммунный ответ и синтез антител В-клеткми без участия Т-лимфоцитов. Характеризуются наличием в их структуре многократно повторяющихся эпитопов. Антигены этой группы: полисахариды, крупные белковые комплексы, построенные из мономеров.  Примером тимуснезависимых антигенов может быть О-антиген Salmonella thyphimurium (поверхностный, сложно устроенный олисахаридный антиген тела бактериальной клетки), Н-антиген Salmonella thyphimurium (бактериальный жгутик, построенный из мономеров, представляющих собой белок флагеллин). 
Антигены бывают внешние, которые попадают в организм извне, и внутренние, появляющиеся при повреждении собственных молекул организма и распознающиеся иммунной системой как чужие.

К свойствам антигенов относятся:

- чужеродность;

- антигенность;

- иммуногенность;

- специфичность.
- растворимость. 

Чужеродность антигена определяется наличием признаков чужеродной генетической информации. Замена даже одной аминокислоты в составе белка делает его чужеродным для данного организма и превращает в чужеродный антиген.  Например, инсулин свиньи и человека различаются одной (30-й) аминокислотой в бета-полипептидной цепи молекулы белка. Введение инсулина свиньи человеку приводит к развитию аллергии.
Антигенность антигена - это способность вещества вызывать реакцию иммунной системы, в результате которой образуются специфические клоны Т- и В-лимфоцитов с последующим формированием гуморального и клеточного иммунитета. Антигенность вещества является проявлением его чужеродности.

Иммуногенность антигена – способность вызывать иммуный ответ, которая зависит от:

- молекулярного веса (с повышением молекулярной массы повышается иммуногенность молекулы);

- подвижности и формы молекул антигена;

- структуры молекул антигена, способности сохранять определенную структуру.   

Иммуногенность антигена растет с повышением в его составе количества повторяющихся антигенных детерминант. Иммуногенность одного и того же антигена зависит от генотипа, может различаться у индивидуумов, имеющих разные отдельные варианты генов главного комплекса системы гистосовместимости. Наиболее иммуногенными являются белки и другие высокомолекулярные вещества. Причем иммуногенны только полипептиды, построенные из L-аминокислот. Все молекулы, обладающие иммуногенностью, обладают антигенностью, но не все антигенные молекулы являются иммуногеными. 
В зависимости от способности вызывать иммунный ответ антигены разделены на полные (иммуногенные) и неполные.  Полные антигены всегда проявляют иммуногенные и антигенные свойства.  Неполные антигены, гаптены, не в состоянии самостоятельно вызвать иммунный ответ при введении в организм, но взаимодействуют с готовыми антителами. Гаптен чужероден, обладает антигенностью, но иммуногенен только при химической сшивке с крупными белками, например динитрофенол.   К гаптенам относятся лекарственные препараты и большинство химических веществ. Они способны вызывать иммунный ответ после связывания с белками организма.

Специфичность антигена - это антигенные особенности вещества, благодаря которым они отличаются друг от друга. Различают следующие типы антигенной специфичности: 
*видовая специфичность,
*групповая специфичность,
*стадиоспецифичность,

*патологическая специфичность,

*гетероспецифичность.
Видовая специфичность - специфичность антигенных детерминант, благодаря которой представители одного вида отличаются от особей другого вида, служит одним из защитных факторов, обеспечивающих сохранение вида. 

Групповая специфичность - иммунологическая специфичность, которая обусловливает различия среди особей одного вида организмов, поддерживает индивидуальность организма. Набор специфических групповых антигенов является индивидуальным «молекулярным паспортом» организма, отличающим его от других особей. Примерами групповой специфичности антигенов могут быть антигены группы крови человека, антигены главного комплекса гистосовместимости (ГКГ). Так каждый индивидуум имеет не менее 12 аллельных вариантов антигенов главного комплекса гистосовместимости. Популяционное биоразнообразие характеризует 2000 вариантов ГКГ. Вероятность встречи с индивидуумом, имеющим такой же набор аллоантигенов гистосовместимости, астрономически мала.  

Стадиоспецифичность - антигенная специфичность обусловливает иммунологические различия между органами и тканями в процессе онтогенеза. 

Стадиоспецифичность антигена связана с экспрессией на разных стадиях развития организма генов, кодирующих белки, выполняющие специфические функции. Например, раковый эмбриональный антиген и альфа-фетопротеин имеются на определенных стадиях эмбриогенеза, но отсутствуют в здоровом взрослом организме человека. На разных стадиях онтогенеза человека синтезируются разные варианты гемоглобина: примитивный гемоглобин НbР, который синтезируется в эмбриональном желточном мешке через несколько недель после оплодотворения, фетальный гемоглобин HbF, синтезирующийся в печени плода в сроки от двух недель до рождения, HbA –основной гемоглобин взрослого человека.
Патологическая специфичность - при различных патологических изменениях тканей происходят модификация химических соединений. Это может приводить к нарушению их нормальной антигенной специфичности. Появляются “ожоговые”, “лучевые”, “раковые” антигены с измененной видовой специфичностью. 
Гетероспецифичность - наличие общих антигенных детерминант у организмов различных таксономических групп. Перекрестно- реагирующие антигены имеются у бактерий и тканей макроорганизма. К ним относятся:
- антиген Форсмана - типичный перекрестно- реагирующий антиген, выявленный в эритроцитах кошек, собак, овец, почке морской свинки.

- Rh- система эритроцитов. У человека Rh-антигены агглютинируют антитела к эритроцитам обезьян Macacus rhesus, т.е. являются перекрестными.

- общие антигенные детерминанты эритроцитов человека и палочки чумы, вирусов оспы и гриппа. 
Подобная антигенная мимикрия обманывает иммунную систему, защищает от ее воздействия микроорганизмы. Наличие перекрестных антигенов способно блокировать системы, распознающие чужеродные структуры.

Дифференцировочные антигены - белки и другие соединения, возникающие на разных этапах дифференцировки клеток, органов и тканей, выявляются иммунологическими методами. Дифференцировочные антигены иммунной системы обозначаются аббревиатурой CD (claster of differentiation) с последующей цифрой согласно международной классификации. Идентифицировано 247 дифференцировочных антигенов. Например, CD3 антиген, свойственный Т-лимфоцитам, CD19 антиген, характерный для В-лимфоцитов, CD14 антиген моноцитов. Все эти антигены являются мембранными гликопротеинами и выполняют важную роль в осуществлении иммунного ответа. Многие дифференцировочные антигены являются стадиоспецифическими - характерными для определенной стадии развития клетки, - линияспецифическими - характерными для какой-либо линии клеток.
Различают экзогенные антигены и эндогенные антигены. Экзогенные антигены   попадают в организм из окружающей среды, затем путем эндоцитоза или фагоцитоза попадают в антиген-представляющие клетки, где процессируются на фрагменты. Далее антигенпредставляющие клетки на своей поверхности презентируют фрагменты антигена Т-хелперам (CD4+) через MHC II. Эндогенные антигены образуются клетками организма в ходе естественного метаболизма или в результате вирусной или внутриклеточной бактериальной инфекции. Фрагменты далее презентируются на поверхности клетки в комплексе с белками MHC I. Если презентированные антигены распознаются цитотоксическими лимфоцитами (CTL, CD8+), Т-клетки секретируют различные токсины, которые вызывают апоптоз или лизис инфицированной клетки. Для того, чтобы цитотоксические лимфоциты не убивали здоровые клетки, аутореактивные Т-лимфоциты исключаются из репертуара в ходе отбора по толерантности.
В составе молекулы любого антигена имеется участок или несколько участков, распознаваемых иммунной системой и называемых антигенными детерминантами или эпитопами. От этих особых участков молекул антигенов зависит специфичность антигенов.   

Эпитопы или антигенные детерминанты -  это фрагменты молекул антигена, которые вызывают иммунный ответ и определяют специфичность антигена. Антигенные детерминанты избирательно реагируют с антителами или антиген-распознающими рецепторами клетки. Структура многих антигенных детерминант известна.  В случае белков это    фрагменты из 8-20 выступающих на поверхности аминокислотных остатков, в случае полисахаридов - выступающие О- боковые дезоксисахаридные цепи в составе липополисахаридов. У углеводов в состав детерминанты входит ~ 6 моносахаридных остатков. Количество антигенных детерминант молекулы прямо пропорционально его молекулярной массе (таблици 2). 
Таблица 2.  Корреляция между молекулярной массой антигена и его валентностью (количеством эпитопов) (заимствовано из http://www.do.gendocs.ru/docs/)
	Антиген
	Молекулярная масса
	Валентность

	Рибонуклеаза
	13600
	3

	Овальбумин кур
	42000
	5

	Апоферритин лошади
	465000
	26

	Тироглобулин
	700000
	40

	Вирус кустистой кариковости томатов
	8000000
	90

	Вирус табачной мозаики
	40000000
	650


Антигенные детерминанты (эпитопы) бывают линейные и конформационные (рис. 5). Линейные эпитопы построены непрерывной последовательностью аминокислотных остатков в составе полипептидной цепи, встречаются как на поверхности, так и внутри белковой молекулы. Конформационные эпитопы построены из аминокислот, локализованных в разных частях полипептидной цепи, но стерически приближенных друг к другу; находятся только на поверхности белков. Конформационные эпитопы могут быть составлены аминокислотными остатками двух или более различных белков, объединенных в макроструктуру в составе вирусной частицы. 
Наличие конформационных детерминант в некоторых случаях приводит к тому, что иммуногенные свойства вирусных белков определяются их третичной и четвертичной структурой. Нативные и денатурированные молекулы одного белка различаются по иммуногенности. Как линейные, так и конформационные эпитопы могут быть перекрывающимися, то есть аминокислоты, входящие в состав одной антигенной детерминанты, могут одновременно быть составляющей других детерминант. Так, углеводам свойственны повторяющиеся антигенные детерминанты.        
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Рисунок 5 Линейные и конформационные эпитопы (на примере молекулы миоглобина кашалота). Темным отмечены линейные эпитопы; обведен конформационный эпитоп (рисунок замствован из сайта https://ru.wikibooks.org /wiki/Иммунология/). 
По способу распознавания элементами иммунной системы антигенные детерминанты белков разделяются на эпитопы, выявляемые антителами и эпитопы узнаваемые Т-клетками. Т-клеточные антигенные детерминанты (рис. 6) распознаются Т-клеточ-ными рецепторами; могут быть только линейными; локализуются как на поверхности, так и внутри молекул белков. 
В-клеточные антигенные детерминанты могут быть как линейными, которые локализуются как на поверхности, так и внутри белков, так и конформационными, локализующиеся только на поверхности белков. Распознаются активными центрами антител или В-клеточными рецепторами. Площадь В-клеточного эпитопа составляет 600-900 A². 

Большинство природных антигенов являются тимусзависимыми. Полноценный иммунный ответ на такие антигены возможен только при участии тимуса, в котором созревают Т-лимфоциты. В структуре молекулы тимусзависимых антигенов отсутствуют повторяющиеся эпитопы. Это является особенностью строения тимусзависимых антигенов.
Главный комплекс гистосовместимости (МНС от англ Major Histocompatibility  Complex)  – это группа генов и кодируемых ими антигенов (антигены HLA – Human Leucocyte Antigens) клеточной поверхности, которые играют важнейшую роль в распознавании чужеродного антигена и развитии иммунного ответа. МНС антигены являются гликопротеидами, которые находятся на поверхности клеток и кодируются группой тесно сцепленных генов 6-й хромосомы.
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Рисунок 6. Эпитопы, выявляемые антителами и Т-клетками (заимствовано из http://www.do.gendocs.ru/docs/index-317763.html)

Они играют важнейшую роль в регуляции иммунного ответа на чужеродные антигены и сами являются сильными антигенами. Антигены HLA подразделяются на антигены класса I (МНС класса I), антигены класса II (МНС класса II) и антигены класса III (MHC класса III
). В реакциях иммунной системы участвуют   молекулы MHC класса I и класса II, представляя антигенные пептиды Т-лимфоцитам.  MHC класса I необходимы для распознавания трансформированных клеток цитотоксическими Т-лимфоцитами, они представляют антигенный пептид CD8 Т-лимфоцитам.  Молекулы МНС класса  II  участвуют в обеспечении взаимодействия между Т-хелперами  и макрофагами в процессе иммунного ответа, представляя антигенный пептид  CD4 Т-лимфоцитам.   Т-хелперы распознают чужеродный антиген лишь после его переработки макрофагами, соединения с  МНС класса  II  и появления этого комплекса на поверхности макрофага. 
Таким образом, после внедрения чужеродного антигена в организм для формирования иммунного ответа Т-лимфоциты должны узнать, во-первых, измененный антиген, во-вторых, специфичные для каждой клетки «свои» молекулы МНС. Распознавание Т-лимфоцитами антигена только в ассоциации с одним из аллельных продуктов, закодированным в генах главного комплекса гистосовместимости, называется МНС-рестрикцией. Рецепторы Т-лимфоцитов узнают специфические антигены и молекулы МНС, затем связываются с комплексом антиген-МНС. Взаимодействие Т-лимфоцитов с этим комплексов является важной стадией формирования иммунного ответа.
1.4 Растворимые компоненты иммунной системы
В процессе  формирования  иммунного ответа важную роль в качестве молекул-посредников играют разные растворимые вещества. В группу растворимых медиаторов  входят:

- антитела, синтезируемые В-лимфоцитами, компоненты  приобретенного иммунитета;
- цитокины, компоненты  приобретенного иммунитета;

- белки сыворотки крови (белки острой фазы воспаления, белки системы комплемента, компоненты врожденного иммунитета).

Рассмотрим кратко растворимые компоненты иммунной системы.
1.4.1 Антитела
Антитела – иммуноглобулины (Іg), гликопротеины сыворотки крови и тканевой жидкости всех млекопитающих, в том числе и человека. В составе белков сыворотки крови человека иммуноглобулины   составляют 20%. Некоторые молекулы иммуноглобулинов связаны с плазматической мембраной В-лимфоцитов и являются специфическими рецепторами для антигена, другие входят в состав сыворотки крови и лимфы и функционируют как антитела. У млекопитающих выделяют пять классов иммуноглобулинов: ІgG, ІgА, ІgМ, ІgD, ІgЕ (рис.7).
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Рисунок 7. Схематичное строение иммуноглобулинов различных классов: мономер IgG, IgD, IgE, димер IgA, пентамер IgM, (заимствовано из http://5fan.info/qasmerotrpolmer.html).

Класс IgG классифицируют на четыре подкласса: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, класс IgA - на два подкласса: IgA1, IgA2. Все классы и подклассы иммуноглобуллинов составляют девять изотипов, которые присутствуют в норме у всех индивидов. Иммуноглобулины всех изотипов имеют:

*секреторную форму, свободно накапливающуюся в жидкостях организма (обычно называемую антителами); 

*антигенраспознающую рецепторную форму - мембранный Ig, экспрессирующийся на поверхности В-клеток. 
Иммуноглобулины 5 классов различаются по:

*молекулярной массе, 

*распределению  в организме, 

*способности фиксировать комплемент, 

*общему заряду молекулы, 

*аминокислотному и углеводному составу, 
*периоду полураспада.

Антитела являются гликопротеинами, имеющими сложное строение. Молекулы иммуноглобулинов состоят из 4 полипептидных цепей, двух идентичных тяжелых цепей (H-цепей) и  двух идентичных лёгких цепей (L-цепей) . К тяжелым цепям ковалентно присоединены олигосахариды.  Схема строения молекулы иммуноглобулина и расположение участков, ответственных за ее функции, показана на рисунке 8. 
В молекуле иммуноглобулина (Ig) каждый гомологичный участок организован в домен за счет внутрицепочечных дисульфидных связей, S-S- связь в 
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Рисунок 8. Схематическое строение иммуноглобулина G (https://www.natural-sciences.ru/ru/article/). 
молекуле Ig замыкает в петлю около 60-70 остатков,  соседние домены соединяются пептидом примерно  из 20 аминокислот, которые не входят в замкнутую часть домена. L-цепи образуют один вариабельный домен (Vl-домен) и один константный домен (Cl-домен). В составе H-цепи – один вариабельный домен (Vh-домен) и в зависимости от класса Ig    три или четыре константных домена (Ch-домена). На рисунке 9 показана доменная структура иммуноглобулина G.
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Рисунок 9. Доменная структура молекулы иммуноглобулина

(заимствовано из http://www.studfiles.ru/preview/4474309)
Между СН1 и СН2 расположена шарнирная область, которая обогащена остатками пролина. Повышенное содержание пролина в шарнирной области обеспечивает конформационную гибкость молекулы иммуноглубулина. Это необходимо для взаимодействия с антигенными детерминантами, представленными на поверхности чужеродных клеток, включая бактериальные частицы. При помощи протеаз молекулу иммуноглобулина можно разделить на фрагменты.  Под действием папаина молекула иммуноглобулина   разрушается в шарнирной области, выше межцепьевых, дисульфидных связей. При этом образуются   два Fab фрагмента (англ. fragment antigen binding — антигенсвязывающий фрагмент) и один Fc фрагмент (англ. fragment crystallizable — фрагмент, способный к кристаллизации). При действии пепсина на молекулу Ig образуется двухвалентный антигенсвязующий фрагмент, который обозначают как F(ab')2 фрагмент с двумя антигенсвязывающими участкам и один Fc-фрагмент. Получение двухвалентного фрагмента иммуноглобулина обеспечено действием пепсина на дистальный конец шарнирной области. 
Fab-фрагмент ответственен за иммунологическую специфичность антитела. В области Fab-фрагмента каждого иммуноглобулина располагается  участок связывания одного определенного антигена. Fс-фрагмент  не участвует в связывании антигена, имеет одинаковую структуру у всех изотипов иммуноглобулинов. При попадании микроба в организм антитела связываются с ним Fab-фрагментом и  полностью покрывают частицу микроба. Fс-фрагмент образует внешную оболочку в   комплексе  антиген-антитело и способствует поглощению  микробов лейкоцитами. На внешней мембране лейкоцитов располагаются специфические рецепторы, с которыми связываются Fс-фрагменты.
В составе молекул всех классов иммуноглобулинов встречаются два типа L цепи - λ и κ, пять типов Н-цепи - γ, μ, α, δ, ε. Каждый тип L цепи может соединиться с любым изотипом тяжелых цепей. Типы L цепи различаются по химическому составу вариабельных и константных участков, в частности наличием модифицированной аминогруппы на N-конце κ-цепи. Иммуноглобулины содержат либо каппа-, либо лямбда-тип L цепи, но никогда - оба типа цепей (кроме молекул, созданных искусственно). Типы Н-цепей иммуноглобулинов отличаются друг от друга по структуре, антигенным и другим свойствам. Тип Н цепей определяет принадлежность молекулы иммуноглобулина к одному из 5 классов. В составе ІgЕ – ε-цепь, молекулы ІgG встречается γ -цепь, ІgА - α-цепь, Іg М - μ-цепь, ІgD -  δ-цепь, 
Молекулы иммуноглобулинов могут существовать в мономерной форме (IgG, IgD, IgE, сывороточный IgA) и в олигомерной форме (димер – секреторный IgA, пентамер – IgM (рис.6).
С внешней поверхностью мембраны многих В-лимфоцитов периферической крови человека связаны два типа иммуноглобулинов - IgM и IgD. В кровотоке около 10% IgG,  IgА и IgЕ связаны с мембраной В-лимфоцитов. В некоторых органах часто встречаются клетки с IgG,  IgА и IgЕ, например, высок уровень IgА, связанного с лимфоцитами, в  слизистой оболочке кишечника.

Основные биологические характеристики антител.
1. Специфичность — способность взаимодействия с определенным (своим) антигеном (соответствие эпитопа антигена и активного центра антител).

2. Валентность- количество способных реагировать с антигеном активных центров. Иммуноглобулины могут быть двухвалентными (IgG) или поливалентными (пентамер IgM имеет 10 активных центров). Двух- и более валентные антитела навывают полными антителами. Неполные антитела имеют только один активный центр.  Их выявляют в антиглобулиновой пробе Кумбса, реакции угнетения связывания комплемента.

3. Афинность — прочность связи между эпитопом антигена и активным центром антител, зависит от их пространственного соответствия.

4. Авидность — интегральная характеристика силы связи между антигеном и антителами, с учетом взаимодействия всех активных центров антител с эпитопами. Поскольку антигены часто поливалентны, связь между отдельными молекулами антигена осуществляется с помощью нескольких антител.

5. Гетерогенность — обусловлена антигенными свойствами антител, наличием у них трех видов антигенных детерминант:

- изотипические — принадлежность антител к определенному классу иммуноглобулинов;

- аллотипические- обусловлены аллельными различиями иммуноглобулинов, кодируемых соответствующими аллелями Ig гена;

- идиотипические- отражают индивидуальные особенности иммуноглобулина, определяемые характеристиками активных центров молекул антител. Даже тогда, когда антитела к конкретному антигену относятся к одному классу, субклассу и даже аллотипу, они характеризуются специфическими отличиями друг от друга (идиотипом). Это зависит от особенностей строения V- участков H- и L- цепей, множества различных вариантов их аминокислотных последовательностей.
ІgG  – основной иммуноглобулин сыворотки крови человека, составляет 70-75% от общего количества иммуноглобулинов сыворотки крови. ІgG активирует в связанном с антигеном виде систему комплемента, способствует фагоцитозу антигена, при повторном попадании в организм антигена активно образуется в большом количестве. У человека ІgG проникает через плаценту в организм плода и отвечает за формирование пассивного иммунитета в неонатальный период. Молекула ІgG состоит из 4 полипептидных цепей, молекулярная масса 146 кДа (рис. 10). 
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Рисунок 10. Строение иммуноглобулинов ІgG (заимствовано из intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/ru/med/lik/ptn/htm)

ІgM – составляет 10% от общего количества иммуноглобулинов сыворотки крови, после попадания антигена в организм образуется первым. Молекула ІgM представляет собой пентамер, состоящий из 5 одинаковых субъединиц, соединенных S-S  мостиками, молекулярная масса – 900 кДа.  
Каждая  субъединица ІgM как и и у IgG построена из 4 полипептидных цепей (рис.11). В организме молекулы IgM синтезируются первыми в ответ на воздействие антигена. Когда ребенок получает первую прививку от столбняка, через 10-14 дней у него образуются антитела класса IgM (первичный ответ антител). Это единственный класс антител, синтез которых начинается до рождения ребенка.
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Рис. 11. Схема строения иммуноглобулина М: 1 - легкая цепь; 2 - тяжелая цепь; 3 - вариабельная область; 4 - постоянные области легкой и тяжелой цепей; 5 - J-цепь. (заимствовано из: а - intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/ internal/micbio/classes_stud/ru/med/lik/ptn/htm, б - http://www.chemport.ru/data/ chemipedia/article_1372.html)
IgA – гликопротеины, которые синтезируются в основном плазматическими клетками слизистых оболочек в ответ на местное воздействие антигена.

IgA содержится преимущественно в выделениях слизистых оболочек - в слюне, слезной жидкости, носовых выделениях, поте, молозиве и в секретах легких, мочеполовых путей и желудочно-кишечного тракта, где обеспечивает защиту поверхностей, сообщающихся с внешней средой, от микроорганизмов.

Этот тип иммуноглобулинов формирует локальный иммунитет. В организме человека IgA существует в двух формах – сывороточной и секреторной. 

Сывороточный IgA составляет 15-20 % всей фракции иммуноглобулинов, при этом 80 % молекул IgA у человека представлено в мономерной форме, построенной по классическому типу. 

Секреторный IgA представлен в димерной форме в комплексе с секреторным компонентом, содержится в серозно-слизистых секретах (например в слюне, слезах, молозиве, молоке, отделяемом слизистой оболочки мочеполовой и респираторной системы). Содержит 10-12 % углеводов, молекулярная масса 500 кДа. Он синтезируется в димерной форме в клетках lamina propria и после связывания с иммуноглобулиновым рецептором, синтезированным в эпителиальных клетках, транспортируется на поверхность слизистой оболочки. В момент выхода IgA в просвет кишечника рецептор частично расщепляется, в результате чего в составе IgA остается фрагмент рецептора, который и называют секреторным компонентом. Таким образом, секреторный IgA является продуктом кооперации двух типов клеток — плазматических и эпителиальных. 

Строение молекул ІgA показано на рисунке 12.
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Рисунок 12. Строение молекулы иммуноглобулина А (заимствовано из
intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/ru/med/lik/ptn/htm)
http://medpuls.net/guide/microbiology/antitela-stroenie-i-funkcii-immunoglobulinov
В состав IgA входят L, Н, J-цепи и одна пептидная цепь с молекулярной массой около 60000 (так называемый секреторный компонент), которая образуется в эпителиальных клетках и присоединяется к молекуле IgA дисульфидными связями.

ІgE  располагается  на внешней стороне мембраны базофилов и стволовых клеток у человека, концентрация  его в сыворотке крови очень низка, в свободном виде в плазме почти отсутствует.  Функция ІgE в основном связана с аллергическими реакциями, например, сенной лихорадкой. В состав молекулы ІgE входят  2  L и 2 Н полипептидные цепи.
ІgD составляет менее 1% фракции иммуноглобулинов плазмы крови, встречается в  связанном с внешней поверхностью цитоплазматической  мембраны В-лимфоцитов виде. Молекула IgD  по структуре схожа с IgG, мономер ее состоит из 4 полипептидных цепей (2  L и 2 Н цепи), около 13% массы которых составляет углеводный компонент,  молекулярная масса 175 кДа. Известно, что IgD взаимодействует с целым рядом клеток иммунной системы и защищает от инфекционных заболеваний верхних отделов дыхательных путей. Установлено, что иммуноглобулин D продуцируется В-лимфоцитами миндалин и верхних отделов дыхательных путей. После высвобождения IgD связывается с патогенами, например с бактериями, комплекс  IgD-микроорганизм в последующем запускает различные противовоспалительные и антимикробные механизмы в базофилах и стимулирует функцию В-лимфоцитов.

Функции антител. Иммуноглобулины являются мультифункциональными белками.   Для иммуноглобулинов всех изотипов характерны:

- распознавание и связывание антигена, это основная специфическая функция иммуноглобулинов, которую определяет Fab область молекулы;
- эффекторные функции, которые определяет Fс область молекулы;
- функции прямо или косвенно связанная с элиминацией антигена. 
К эффекторным функциям антител относятся:
- связывание с мембранными рецепторами клеток организма (например, фагоцитов).
- активация системы комплемента в результате взаимодействия с ее первым компонентом для инициации классического пути каскада комплемента. Эта функция, характерна для комплекса антиген-антитело. После связывания антигена ІgG и ІgМ стимулируют каскад протеолитических реакций системы комплемента. ІgА, ІgD и ІgЕ не проявляют способности активировать систему комплемента. 
- преодоление плацентарного барьера.  Все подклассы IgG человека обладают этим свойством. Плаценту выстилают трофобласты, IgG фиксируется на трофобластах, центр, ответственный за эту функцию, располагается в пределах С3 домена молекулы иммуноглобулина.

- фиксация на тучных клетках и базофилах. Иммуноглобулины IgG, IgМ и IgЕ обладают сродством к указанным клеткам. Высокое сродство характерно для IgЕ. Связывание IgЕ тучными клетками – основное условие возникновения каскада аллергических реакций гиперчувствительности немедленного типа. Эти реакции возникают после взаимодействия поливалентного антигена (аллергена) с фиксированными на клетках антителами.

- связывание белка А Staphylococcus aureus – 4 подкласса IgG (кроме IgG3) взаимодействуют с белком А. Центр связывание белка образован при участии СН2 и СН3 доменов.

Каждая эффекторная функция иммуноглобулинов зависит от особенностей строения определенного участка молекулы – эффекторного центра.
Для полной защиты организма от влияния чужеродных веществ после взаимодействия антитела с антигенами должна осуществляться их эффекторная функция.  В некоторых случаях для защитной функции антител достаточно его связывания с антигеном.  Например, для нейтрализации некоторых вирусов и токсинов достаточно только взаимодействия с антителом, взаимодействие токсинов бактерий с антителом противодействует проникновению вирусов в клетки хозяина.  Для устранения патогенных микроорганизмов или собственных клеток, вышедших из-под контроля организма, требуется запуск эффекторных механизмов, таких как фагоцитоз и цитотоксические реакции. В этом случае Fab-фрагменты антител связываются с антигенами, расположенными на поверхности клеток, а Fc-фрагменты таких антител могут взаимодействовать с белками системы комплемента, служащими для уничтожения клеток путем перфорации мембраны, либо с Fc-клеточными рецепторами, локализованными на поверхности клеток иммунной системы, способных к фагоцитозу.
Для эффективного выполнения функции узнавания и связывания антитела должны иметь высокую специфичность, чтобы распознавать только конкретный антиген, и высокую аффинность, чтобы комплекс антитела и антигена был стабильным. В реализации первой функции принимают участие вариабельные домены антитела. Задачей константных доменов является поддержание необходимой структуры антигенсвязывающих вариабельных доменов, а также выполнение эффекторных функций, способствующих нейтрализации и устранению потенциальных патогенов. 
По характеру воздействия на антиген различают антитела: 

1. коагулирующие (преципитины, агглютинины), облегчают фагоцитоз;

2. лизирующие (комплементсвязывающие: бактериолизисы, цитолизисы, гемолизисы), вызывают растворение антигена;

3. нейтрализующие (антитоксины), лишают антиген токсичности.

1.4.2 Цитокины 
Цитокины - это продуцируемые клетками белково-пептидные факторы, участвующие в регуляции межклеточных и межсистемных взаимодействий. Они определяют стимуляцию или ингибирование роста клеток, их дифференцировку и выживаемость, функциональную активацию и апоптоз клеток. Под влиянием цитокинов активируются соответствующие гены, их экспрессия приводит к образованию белков, регулирующих указанные выше процессы. 
В настоящее время в группу цитокинов входит около 200 индивидуальных полипептидных веществ.   В зависимости от природы   клетки-мишени цитокины делятся на аутокринные и  паракринные (рис.13). 
Аутокринные цитокины действуют на клетки, которые   синтезируют их,  паракринные цитокины продуцируются в одних клетках, а влияют на функционирование соседних клеток. Большинство цитокинов является молекулами паракринного действия. Среди всех известных к настоящему времени цитокинов наиболее хорошо изученными и, в связи с этим, наиболее часто используемыми в диагностических целях и в качестве лекарственных средств, являются цитокины иммунной системы. 
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Рисунок 13.  Аутокринная и паракринная регуляция иммунного ответа (заимствовано из http://nsau.edu.ru/images/vetfac/images/ebooks/microbiology/ stu/immun/cytokyni.htm)

Цитокины - регуляторы иммунных реакций обеспечивают согласованное взаимодействие клеток иммунной системы, вовлечены в каждое звено иммунитета.  Они являются составной частью молекулярных механизмов врожденного и адаптивного иммунитета. С помощью цитокинов клетки иммунной системы могут обмениваться друг с другом информацией, осуществлять координацию действий. Цитокины вовлечены в дифференцировку предшественников клеток иммунной системы, представление антигена, клеточную активацию и пролиферацию, экспрессию молекул адгезии и острофазового ответа. Это белковые молекулы, часто гликозилированные, молекулярная масса которых находится в пределах 8 - 80 кД.
Цитокины иммунной системы характеризуются следующими общими свойствами: 

· синтезируются в процессе реализации механизмов естественного или специфического иммунитета; 

· проявляют свою активность при очень низких концентрациях (~10-11 моль/л); 
· служат медиаторами иммунной и воспалительной реакций и обладают аутокринной, паракринной и эндокринной активностью; 

· действуют как факторы роста и факторы дифференцировки клеток, при этом вызывают преимущественно медленные клеточные реакции, требующие синтеза новых белков; 

· образуют регуляторную сеть; 

· обладают полифункциональной активностью.
Цитокины иммунной системы можно условно подразделить на 4 группы: 

1. Гемопоэтические факторы (CSF-G,-M,-GM, IL-3 и IL-7, эритропоэтин) – стимуляторы роста и созревания незрелых кроветворных клеток; 

2. Регуляторы естественного иммунитета – провоспалительные цитокины (ИНФα, β, ИЛ-1 и ИЛ-6, фактор некроза опухоли α, хемокины - ИЛ-8, MCP-1, RANTES и др.). Они участвуют в неспецифической защите организма от бактериальных и вирусных инфекций. Их основными мишенями являются макрофаги и гранулоциты; 
3. Цитокины, регулирующие специфические иммунные реакции (ИЛ-2 и ИЛ-4, трансформирующий фактор роста (TGFβ) и др.). Эти белки участвуют в активации, росте и дифференцировке зрелых лимфоцитов; 

4. Цитокины, регулирующие воспалительные реакции, развивающиеся в процессе специфического иммунного ответа (ИНФ γ, лимфотоксин, ИЛ-5, ИЛ-10 и др.). Их основная функция – активация неспецифических эффекторных клеток: цитотоксических макрофагов и естественных киллеров (NK-клеток).
Цитокины являются необходимым компонентом иммунного процесса, это важные регуляторы развития иммунной реакции и ее реализации. Они участвуют во всех этапах иммунного ответа, в том числе в:

*миграции иммунокомпетентных клеток к месту проникновения и концентрации патогена;

*фагоцитозе, переработке и презентации патогена иммунокомпетентным клеткам;

*распознавании патогена В- и Т-лимфоцитами;

*кооперации иммунокомпетентных клеток;

*активации, пролиферациии дифференцировке антигенактивированных лимфоцитов, формировании эффекторных Т- и В-лимфоцитов;

*определении формы иммунного ответа;

*реализации эффекторных функций лимфоцитов и макрофагов;

*контроле и переключении синтеза иммуноглобулинов с одного класса на другой.

Спектры биологических активностей цитокинов иммунной системы в значительной степени перекрываются: один и тот же процесс может стимулироваться в клетке более чем одним цитокином. Во многих случаях в действиях цитокинов наблюдается синергизм. Антигенная стимуляция приводит к секреции цитокинов “первого поколения” – ИЛ-1 и ИЛ-6, фактор некроза опухоли-α, которые индуцируют биосинтез центрального регуляторного цитокина ИЛ-2, а также ИЛ-3, 4, 5, ИНФ γ и др. В свою очередь, цитокины “второго поколения” влияют на биосинтез ранних цитокинов. Такой принцип действия позволяет не только регулировать иммунный ответ, но и амплифицировать его, вовлекая в реакцию все возрастающее число клеток. ИЛ-2 появляется в цитоплазме Т-клеток через 2 часа после стимуляции, ИЛ-4 через 4 ч, ИЛ-10 через 6 ч, ИЛ-9 через 24 ч. Пик выработки различных лимфокинов различен: 12 ч для ИЛ-2, 48 ч для ИЛ-4 и ИЛ-5, 72 ч для ИЛ-9 и ИНФγ. 

Классификация цитокинов может проводиться по стороению их молекул, их биохимическим и биологическим свойствам, по типам рецепторов, посредством которых цитокины осуществляют свои биологические функции. Классификация цитокинов по строению приведена в таблице 3. 
Таблица 3. Классификация цитокинов по строению 
(заимствовано из http://betaleukin.ru/lib/24/25) 

	Группа
	Особенности строения
	Цитокины

	1
	α-спиральнаые тяжи, короткая цепь
	ИЛ-2, ИЛ-3, ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-7, ИЛ-9, ИЛ-13, ИЛ-15, ИНФγ, M-КСФ, ГМ-КСФ,

	
	α-спиральнаые тяжи, длинная цепь
	ИЛ-6, ИЛ-10, ИЛ-11, Онкостатин M

	2
	β -складчатые структуры, длинная цепь
	Семейство ФНО, ИЛ-1, ТФРβ

	3
	α/β короткая цепь
	Хемокины

	4
	Смешанные мозаичные структуры
	ИЛ-12


Сокращения: ИЛ - интерлейкины, ФНО – фактор некроза опуъхоли, ИНФγ – интерферон γ, M-КСФ (англ. М-CSF)–колоний стимулирующий фактор макрофагов,  ГМ-КСФ (англ. GM-CSF) -гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор  ТФР β (англ. TGFβ) - трансформирующий фактор роста β.
Эта классификация учитывает не только аминокислотную последовательность, но прежде всего третичную структуру белка, более точно отражающую эволюционное происхождение молекул. Структурно-функциональная классификация цитокинов и их основные биологические эффекты  приведены в таблице 4.
Таблица 4.  Структурно-функциональная классификация цитокинов.

(заимствовано из http://betaleukin.ru/lib/24/25). 

	№
	Семейства 
Цитокинов
	Подгруппы и лиганды
	Основные биологические функции

	1
	Интерфероны I типа
	ИНФ α,β,γ,  ИЛ-28, ИЛ-29 (ИНФ l)
	Противовирусная активность, антипролиферативное, иммуномодулирующее действие

	2
	Факторы роста 
гемопоэтических клеток
	Фактор стволовых клеток (kit-ligand, steel factor), Flt-3 ligand, Г-КСФ, М-КСФ, ИЛ-7, ИЛ-11 
	Стимуляция пролиферации и дифференцировки различных типов клеток предшественников в костном мозге, активация кроветворения

	
	
	Лиганды gp140:

ИЛ-3, ИЛ-5, ГМ-КСФ
	

	
	
	Эритропоэтин, Тромбопоэтин 
	

	3
	Суперсемейство интерлейкина-1

И ФРФ
	Семейство ФРФ:

Кислый ФРФ, основной ФРФ, ФРФ3 – ФРФ23
	Активация пролиферации фибробластов и эпителиальных клеток

	
	
	Семейство ИЛ-1 (F1-11): ИЛ-1α, ИЛ-1β, Рецепторный антагонист ИЛ-1, ИЛ-18, ИЛ-33 и др.
	Провоспалительное действие, активация специфического иммунитета

	4
	Семейство фактора некроза опухолей
	ФНО, лимфотоксины α и β, Fas-лиганд и др.
	Провоспалительное действие, регуляция апоптоза и межклеточного взаимодействия иммунокомпетентных клеток

	5
	Семейство 
интерлейкина-6
	Лиганды gp130:

ИЛ-6, ИЛ-11, ИЛ-31, Онкостатин-М, Кардиотропин-1, Leukemia inhibitory factor, Ciliary neurotrophic factor
	Провоспалительное и иммунорегуляторное действие

	6
	Хемокины    
	СС, СХС (ИЛ-8), СХ3С, С  
	Регуляция хемотаксиса различных типов лейкоцитов

	7
	Семейство интерлейкина-10
	ИЛ-10,19,20,22,24,26
	Иммуносупрессивное действие

	8
	Cемейство интерлейкина-12
	ИЛ-12,23,27
	Регуляция дифференцировки Т-лимфоцитов хелперов

	9
	Цитокины Т-хел-перных клонов и ре-гулирующие функции лимфоцитов
	Т-хелперы 1 типа:

ИЛ-2, ИЛ-15, ИЛ-21, ИФНg
	Активация клеточного иммунитета

	
	
	Т-хелперы 2 типа:

ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-10, ИЛ-13
	Активация гуморального иммунитета, иммуномодулирующее действие

	
	
	Лиганды γ-цепи рецептора ИЛ-2:

     ИЛ-2

   ИЛ-4      ИЛ-13

   ИЛ-7      ТСЛП

   ИЛ-9     ИЛ-15    ИЛ-21
	Стимуляция дифференцировки, пролиферации и функциональных свойств различных типов лимфоцитов, ДК, НК клеток, макрофагов и др.

	10
	Семейство интерлейкина 17
	ИЛ-17A, B, C, D, E, F
	Активация синтеза провоспалительных цитокинов

	11
	Суперсемейство фактора роста нервов, тромбоцитарного ростового фактора  и  трансформирующих ростовых факторов
           
	Семейство фактора роста нервов: ФРН, мозговой нейротрофический фактор
	Регуляция воспаления, ангиогенеза, функционирования нейронов, эмбрионального развития и регенерации тканей

	
	
	Факторы роста из тромбоцитов (PDGF), ангиогенные ростовые факторы (VEGF)
	

	
	
	Семейство ТРФ: ТРФ-бета, активины, ингибины, Nodal, Bone morphogenic proteins, Mullerian inhibitory substance
	

	12
	Семейство эпидермального ростового фактора
	ЭРФ, ТРФα и др.
	Стимуляция пролиферации различных типов клеток

	13
	Семейство инсулиноподобных ростовых факторов
	ИРФ-I, ИРФ-II
	Стимуляция пролиферации различных типов клеток


Действие цитокинов тесно связано с физиологическими и патофизиологическими реакциями организма. Цитокины обеспечивают согласованное действие иммунной, эндокринной и нервной системы в ответ на стресс. В основе некоторых заболеваний может лежать усиление продукции определённых цитокинов воспаления или факторов, стимулирующих рост лимфоцитов. Снижение уровня ряда цитокинов также способно провоцировать заболевание. Например, колонийстимулирующие факторы (CSF) играют важную роль в нормальном гемопоэзе и уменьшение его продукции нарушает механизмы защиты против инфекций. Особенно большую роль цитокины играют в формировании патогенеза опухолевых заболеваний иммунной системы.
Эти заболевания развиваются из клеток основных продуцентов и/или потребителей цитокинов. Гены цитокинов сопряженно активируются с онкогенами при хромосомных аберрациях и при ретровирусных инфекциях. Вследствие этого опухолевые клетки продуцируют цитокины, стимулирующие пролиферацию неопластических иммунокомпетентных клеток.
При попадании в организм вирусов, бактерий повышается синтез интерферонов. Известно, что под влиянием интерферонов усиливается иммунитет организма,. Интерфероны участвуют в  формировании противирусных реакций организма, проявляют иммуномодулирующее действие. Схема антивирусного действия интерферона   показана на рисунке 14. 
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Рисунок 14. Схема антивирусных эффектов интерферона (заимствовано из http://www.hcv.ru/information/inform/immunitet.html).
Интерферон индуцирует синтез 2',5'-олигоаденилатсинтазы, протеинкиназы и Мх белков. 2', 5' олигоаденилатсинтетаза катализирует образование коротких олигоаденилатов, устойчивых к гидролизу обычными нуклеазами. Олигоаденилаты активируют находящуюся в латентной форме 2' ,5' -олиго(А)-зависимую РНК-азу L, которая расщепляет одноцепочечные РНК на мелкие фрагменты. Протеинкиназа фосфорилирует aльфа - субъединицу эукариотического фактора инициации eIF-2a, в результате чего прекращается синтез белков в инфицированной клетке. Мх белки обеспечивают устойчивость к некоторым РНК-овым вирусам. Предполагается, что этот белок нарушает транспорт вирусного генома в нужный компартмент клетки. 
Функции регуляторов и медиаторов иммунной системы выполняют интерлейкины (ИЛ), ответственные за межклеточные взаимодействия между иммунокомпетентными клетками. В настоящее время известно более 30 интерлейкинов, они обозначаются буквосочетанием ИЛ и порядковым номером.  С участием интерлейкинов протекает пролиферация В-лимфоцитов, активируется деление В-лимфоцитов, пролиферация и дифференциация цитотоксических лифоцитов. Например, ИЛ-4 ингибирует большинство функций макрофагов, активированных гамма-интерфероном, ИЛ-10 ингибирует представление антигена, продукцию провоспалительных цитокинов, является синергистом ИЛ-4.
1.5 Белки сыворотки крови, участвующие в защитных реакциях
1.5.1 Белки системы комплемента

Система комплемента – это система врожденного иммунитета, участвует и в реакциях приобретенного иммунитета, играет важную роль в защите организма от патогенов. Она относится к важным элементам системы резистентности, а также эффективного звена гуморального иммунитета. Кроме того, система комплемента включает важные факторы регуляции иммунного ответа.
Комплемент – ферментная система, которая состоит из функционально взаимосвязанных белков сыворотки крови. В настоящее время известно, что систему комплемента составляют 9 основных белков и 3 ингибитора. Компоненты комплемента циркулируют в крови в неактивном состоянии. Система комплемента активируется по типу ферментативно-каскадной реакции, т.е. продукт предыдущей реакции играет роль катализатора следующей. При активации компонента комплемента происходит его расщепление. При этом образуются растворимые и нерастворимые фрагменты фермента, а также комплексы, способные вызывать различные биологические феномены. Один из фрагментов остается на поверхности клетки, которая участвует в образовании иммунного комплекса. Он приобретает при этом свойство фермента и способность воздействовать на последующие компоненты комплемента, активируя их.  Второй фрагмент, растворимый, «уходит» в жидкую фазу, в сыворотку крови. 

Компоненты, входящие в состав системы комплемента, обозначаются прописной (большой) буквой «С» с порядковыми номерами от 1 до 9 (С1, С2 и т.д.). Субъединицы и фрагменты, образующиеся при расщеплении компонентов комплемента, – порядковыми номерами с малыми буквами (С2а, С3b и т. д.). Если активированный фрагмент дезактивируется к обозначению добавляется буква i (С3bi). 

Каждый из компонентов комплемента играет свою роль в иммунном ответе. Врожденная или приобретенная недостаточность компонентов комплемента способствует развитию различных заболеваний как в результате снижения бактерицидных свойств крови, так и вследствие накопления в крови антигенов. Например, при наследственной недостаточности компонента С5 встречаются нарушения развития ребенка, дерматиты и диарея, дефицит С6 приводит к развитию артрита и нарушению свертываемости крови.

Активация системы комплемента   осуществляется по классическому, альтернативному и лектиновому пути (рисунок 15). 
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Рисунок 15. Активация системы комплемента и образование мембраноатакующего комплекса. Активированные компоненты, согласно международному соглашению, надчёркнуты (рисунок заимствован из http://vmede.org/sait/ page=8&id=Immynologiya_posobie_i_xaitov_2013)
Активация системы комплемента по классическому пути антигензависима, ее запускает комплекс антиген-иммуноглобулин (IgG первых трех подклассов или IgМ) либо комплекс С-реактивный белок-IgG. Этот путь активации связан с реакциями приобретенного иммунитета. По альтернативному пути система комплемента активируется сразу же после внедрения антигенов, это специфический механизм защиты организма от вирусов и бактерий, не связанный с иммунными реакциями. Активаторами альтернативного пути могут выступать: бактериальные полисахариды, липополисахариды, вирусы, вирусные частицы на поверхности клеточных мембран, опухолевые клетки, паразиты. Этот путь активации связан с реакциями врожденного иммунитета. Активация системы комплемента по лектинового пути опосредствована белком лектином, связывающим маннозу и другие сахара на мембране, что позволяет распознавать разнообразные болезнетворные микроорганизмы. Лектин ассоциирован с сериновыми протеазами. Взаимодействие лектина, связывающего маннозу, с микробным лигандом приводит к активации этих протеаз, которые расщепляют С2 и С4 компоненты системы комплемента. 
Компоненты комплемента активируются последовательно вплоть до образования мембраноатакующего комплекса (МАК). В таблице 5 приведены вещества, участвующие в активации системы комплемента по трем путям.  
Таблица 5. Вещества, активирующие систему комплемента (заимствовано из  (Ройт А., Бростофф Дж., Мейл Д. Иммунология, 2000, ( с.73)

	Механизм активации
	Иммуноглобулины
	Микроорганизмы
	Прочие

	
	
	Вирусы
	Бактерии
	Другие
	

	Класси-ческий путь
	Комплексы 
IgM, IgG1, IgG2  или IgG3 с антигеном
	Ретровирусы мыши, вирус везикулярного стоматита 
	
	Мико-плазмы
	Полианионы,  связанные с катионами, РО43- (ДНҚ, липид А, кардиолипин), SO42-  (гепарин, декстран-сульфат, хондрои-тинсульфат)

	Лектиновый путь
	
	
	Многие грам-положительные и грам-отрицательные бактерии
	
	Биополимеры с многочисленными концевыми остаткми  маннозы

	Альтерна-тивный путь
	Комплексы IgG, IgА,   IgЕ   с антигеном (менее эффек-тивны, чем при активации по классическому пути)
	Клетки, инфицированные некоторыми вирусами  (например вирусом  Эпштейн-Барр)
	Многие грам-положительные и грам-отрицательные бактерии
	Трипасомы, 

лейшмании,

многие грибы
	Декстрансульфат, гетерологичные эритроциты, полисахариды (например, агароза)


Активация системы комплемента приводит к образованию большого количества биологически активных компонентов. Так, при расщеплении С3 и С5 образуются анафилотоксиы, которые приводят к высвобождению вазоактивных аминов, гистамина, из тканевых базофилов (тучных клеток) и базофильных гранулоцитов крови. Это сопровождается сокращением гладкой мускулатуры и усилением проницаемости сосудов. В связи с этим в организме имеются специфические регуляторные механизмы, контролирующие механизмы активации системы комплемента. Биологически активная система комплемента оказывает на организм защитное действие, а также может проявлять вредное влияние. Основное защитное действие системы комплемента связано с тем, что она помогает уничтожению чужеродных микроорганизмов, участвует в разрушении иммунных комплексов (комплексов антиген-антитело), инициирует и усиливает гуморальный иммунитет. Вредное влияние системы комплемента обусловлено тем, что ее активные компоненты могут повреждать клетки и ткани самого организма. Например, в результате аутоиммунных реакций активная система комплемента повреждает ткани.

Патогенные микроорганизмы противодействуют влиянию системы комплемента.  Одной из причин такого действия может быть то, что микроорганизмы синтезируют и выделяют вещества, которые ингибируют активность системы комплемента. Например, А белок, связанный с внешней мембраной стафилококков, Fс-рецептор вируса герпеса защищает микроорганизмы от влияния иммунной системы человека. Важная стадия вирусной патогенной инфекции – внедрение вируса в клетку организма хозяина. Некоторые вирусы используют  компоненты системы комплемента, связанные  с мембраной клеток, как свои рецепторы, например, СR2 белок вируса Эпштейн-Барра. Система комплемента может способствовать развитию некоторых вирусов. Активация системы комплемента  может инициировать каталитические реакции в организме. Например, эндотоксин грамотрицательных бактерий  активирует систему комплемента, активные С3а и С5а  компоненты образуются в больших количествах и могут способствовать развитию шока организма.
1.5.2 Белки острой фазы воспаления
Белки острой фазы воспаления  - это компоненты крови, которые имеют важное значение для способности организма быстро реагировать  на инфекции и травмы. Концентрация этих белков в сыворотке крови  в норме очень низкая, при развитии инфекции она быстро повышается. Синтез белков острой фазы регулируется воспалительными цитокинами, такими как интерлейкин-6, интерлейкин-1, фактор некроза опухоли. В группу  белков острой фазы воспаления входят около 40 белков сыворотки крови: С-реактивный белок, лизоцим, интерферон, фибронектин, α2-макроглобулин, гаптоглобин, церулоплазмин, белки системы свертывания крови, белки системы комплемента, ферритин и другие. При развитии воспаления содержание этих белков в плазме крови увеличивается не менее  чем на 25%, например, концентрация церулоплазмина может увеличиться на 50%.  Белки острой фазы принимают непосредственное участие во врожденном иммунитете против патогенов. Повышение концентрации в плазме крови белков острой фазы способствует распознаванию вторгшихся микробов, мобилизации лейкоцитов из циркуляции и повышению скорости артериального кровотока в месте поражения ткани или инфицирования ее. Таким образом, они помогают иммунной защите организма. Белки острой фазы  воспаления разрушают чужеродные клетки, механизм их действия различный. 
Одним из основных  белков острой фазы воспаления является С-реактивный белок, концентрация которого в плазме крови при воспалении увеличивается в 10–100 раз. Он  синтезируется в печени под влиянием цитокинов в ответ на тканевое повреждение и появляется в сыворотке крови после начала воспаления.  Этот белок сыворотки крови способен связываться  с С-белком пневмококков, поэтому называется С-реактивным белком. Он относится к β-глобулинам, образуется в гепатоцитах, связывается с мембраной бактерий, активирует систему комплемента, стимулирует иммунные реакции и фагоцитоз. 
Гаптоглобин - гликопротеин плазмы крови, специфически связывающий гемоглобин.  Повышение концентрации гаптоглобина в крови происходит вследствие стимуляции интерлейкином клеток печени.  Однако изменения его концентрации в крови не столь закономерны, как других белков острой фазы.
Это связано с тем, что   острофазовые процессы часто сопровождаются гемолизом in vivo. Гаптоглобин селективно связывается со свободным гемоглобином плазмы, что приводит к снижению его содержания в крови. Гаптоглобин стимулирует синтез антител, действие которых направлено против некоторых вирусов и бактерий, участвует в разрушении патогенных  бактерий. Он считается природным бактериостатическим агентом при инфекциях железозависимыми бактериями (например, Escherichia coli). 
Церулоплазмин –  это медьсодержащая феррооксидаза, в состав которой входит до 95% меди сыворотки крови здорового человека. Концентрация церуплазмина в крови повышается во-время воспаления, инфекции и при травмах в результате активации транскрипции его гена  гамма-интерфероном и цитокинами. Церулоплазмин является поливалентным антиоксидантом, ингибирует размножение вирусов, усиливает образование антител и макрофагов, ингибирует продукты, образованные в результате перекисного окисления  липидов в процессе воспаления, таким образом предохраняя биологические мембраны клеток от разрушения.  
Лизоцим – фермент, содержащийся в лейкоцитах, коже, слизистых оболочках, слюне, слезной жидкости. Лизоцим расщепляет мукополисахариды, которые  составляют структурную основу клеточной стенки бактерий, вызывая тем самым лизис бактерий.  Под действием лизоцима разрушается гликозидная связь между N-ацетилглюкозамином и N-ацетилмуреином пептидогликана оболочки клетки бактерий (рисунок 16). 
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Рисунок 16.   Гидролиз под действием лизоцима полисахаридного остова клеточной стенки бактерий (рисунок заимствован из http://kak.znate.ru/docs/index-45343.html )
Таким образом лизоцим обладает специфической способностью вызывать растворение некоторых микроорганизмов.

Ферритин является основным белком хранения железа в организме. Он поглощает Fe2+-ионы и превращает их в связанные, нерастворимые Fe3+– ионы. Одна молекула ферритина может связывать до 4500 атомов железа в виде комплексов гидроксидов и фосфатов.  Он защищает организм от токсического действия железа, сохраняя его в окисленном трехвалентном состоянии, неспособном катализировать продукцию свободных радикалов. Молекула ферритина   состоит из внешней трехмерной белковой оболочки, образованой из 24 белковых субъединиц двух типов: H-субъединицы и L-субъединицы, и внутренней полости, где накапливаются различные количества Fe3+-атомов в виде минерала ферригидрита (рис.17).




Рисунок 17.  Ферритин: 1 – окисление Fe2+ феррооксидазного центра H- субъединицы; 2 – образование ферригидратного ядра в центре полости молекулы ферритина; 3 – окисление Fe2+ на поверхности ферригидратного ядра ферритина; 4 – рост железного ядра ферритина (заимствовано из http://biohimik.net/belki-ostroj-fazy-rol-v-vospalenii/molekula-ferritina).
1.6 Функции и свойства иммунной системы
Основные функции иммунной системы следующие: 

- надзор за макромолекулярным и клеточным постоянством организма, 

- защита организма от всего чужеродного, 

- контроль и поддержание общего гомеостаза организма, 

- сохранение уникальности и индивидуальности организма. 

Основными свойствами иммунной системы являются:
1. высокая специфичность – иммунная система отвечает за распознавание чужеродных макромолекул и частиц и формирование специфических реакций, направленных против них;

2. высокая степень чувствительности — иммунокомпетентные клетки осуществляют распознавание антигена на уровне отдельных молекул;

3. иммунологическая индивидуальность — для каждого организма характерен свой, контролируемый генетически тип иммунного ответа;

4. иммунологическая память – ответ иммунной системы сохраняется в памяти, при повторной встрече с антигеном скорость формирования и эффективность реакций иммунной системы высокая; 

5. иммунологическая толерантность – иммунная система узнает собственные соединения организма и не формирует против них иммунных реакций; при нарушении свойства толерантности иммунная система направляет свое воздействие против клеток тканей организма, в результате у человека развивается аутоиммунное заболевание;

6. в иммунной системе формируются клоны лимфоцитов, способные распознать огромное количество вариантов антигенных молекул.

Известны два основных типа иммунного ответа организма на антиген — гуморальный и клеточный. Тип формируемого иммунного ответа  зависит от типа и  действия чужеродного вещества, типа возбудителя  болезни и места развития инфекции. Вирусы, некоторые бактерии и простейшие паразиты внедряются внутрь клетки, большинство бактерий  и возбудителей болезней размножаются снаружи клетки, в тканях, жидкой среде организма. Два основных типа иммунного ответа опосредуются разными классами лимфоцитов: за гуморальный иммунитет ответственны В-лимфоциты, за клеточный — Т-лимфоциты.

Ответ гуморального типа состоит в выработке антител, которые циркулируют в крови, специфически связываются с чужеродными организму молекулами и нейтрализуют их. Иммунный ответ клеточного типа включает образование специализированных клеток, реагирующих с антигеном посредством его связывания и последующего разрушения. Клеточный иммунитет обращен в основном против клеточных антигенов — бактерий, патогенных грибов, чужеродных клеток и тканей (пересаженных или опухолевых). 

Клеточный иммунитет включает: мононуклеарные фагоциты, моноциты, тканевые макрофаги, гранулоциты-нейтрофилы, эозинофилы, базофилы периферической крови, киллерные клетки. Большое значение в механизме естественного иммунитета имеют киллерные клетки. К ним относятся: естественные киллерные (NК-клетки), просто киллерные (К-клетки), лимфокин-активированные киллерные клетки (ЛАК-клетки). 
NК- и К-клетки способны лизировать клетки-мишени без предварительной сенсибилизации, их относят к большим гранулярным лимфоцитам. Функция естественных киллерных клеток – защита организма от развития опухолей, инфекционных заболеваний, иммунный надзор, регуляторная. Для разрушения клеток-мишеней NК-клеткам не требуется участия антител и присутствия комплемента. NК-клетки экспрессируют на своей поверхности рецепторы к интерферону и интерлейкину-2 (ИЛ-2). NК-клетки выделяют альфа- и гамма-интерфероны, интерлейкины (ИЛ-1, ИЛ-2), лимфотоксин.  Позитивная регуляция NК-клеточной активности осуществляется интерфероном и ИЛ-2, негативная – простагландином Е2, сывороточными ингибиторами протеиназ.

Нарушение функционирования какого-либо компонента иммунной системы приводит к ее дисфункции, в результате она не может выполнять свою защитную функцию. По выраженности иммуной реакции и характеру иммунного ответа нарушения функционирования иммунной системы можно разделить на 3 основные группы:

- Реакции гиперчувствительности (аллергические реакции) – реакции повышенной чувствительности и реактивности иммунной системы в ответ на антигенную стимуляцию. При внедрении в организм чужеродного агента, они бывают настолько интенсивными, что приводят к повреждению тканей и сопровождаются феноменом воспаления и развитием аллергии.
- Нарушение иммунологической толерантности по отношению к молекулам и клеткам организма, в результате чего включаются механизмы уничтожения собственных структур. Клетки организма приобретают антигенные свойства или в организме вырабатываются антитела, способные реагировать с нормальными антигенами клеток, при этом развиваются аутоиммунные болезни.
- Иммунодефицитное состояние – это понижение количества и функциональной активности основных компонентов иммунной системы, что приводит к   нарушению   защиты организма от бактерий, вирусов, простейших, при поступление антигенного материала иммунные реакции не развертываются.
1.7 Иммунитет и иммунный ответ
Реакция иммунной системы на внедрение в организм микроорганизмов, чужеродных макромолекул либо клеток, их обезвреживание и таким образом его защита от различных паталогий  называется иммунитетом. У человека существует две системы иммунитета: неспецифический (врожденный, естественный) и специфический  (приобретенный) иммунитет. Виды иммунитета показаны на рисунке 18.
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Рисунок 18. Виды иммунитета (заимствовано из http://www.transferfaktory.ru/ immunitet-cheloveka)

Врожденный неспецифический иммунитет выступает как первая линия защиты и как заключительная ее стадия, существует в организме до первого попадания опасного биоматериала в организм. Этот вид иммунитета не проявляет специфичности в отношении вида чужеродного вещества или патогенной частицы. Система врожденного иммунитета обезвреживает попавший в организм чужеродный и потенциально опасный биоматериал (микроорганизмы, токсины, опухолевые клетки, клетки, инфицированные вирусом), действуя на основе воспаления и фагоцитоза. Реакции врожденного неспецифического иммунитета формируются с участием   факторов двух типов, во-первых - растворимых в водной среде медиаторов цитокинов (интерлейкины, интерфероны и другие соединения); во-вторых -  веществ, активирующих систему комплемента. 

Основные клетки врожденного иммунитета: макрофаги, моноциты и нейтрофилы. При попадании в организм чужеродных макромолекул и частиц эти клетки с помощью рецепторов, расположенных на внешней стороне клеточной мембраны, связывают, поглощают и разрушают их. 

Врожденный неспецифический иммунитет можно разделить на клеточный и гуморальный. В механизмах врождённой защиты организма важнейшую роль играют первичные рецепторы для патогенов, система комплемента, фагоцитоз, эндогенные пептиды-антибиотики и факторы защиты от вирусов – интерфероны. Функции врождённого иммунитета схематично представлены на рисунке 19.
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Рисунок 19 Функции врождённого иммунитета. Обозначения: PAMP (PathogenAssociated Molecular Patterns) - молекулярные структуры микроорганизмов, HSP (Heat Shock Proteins) - белки теплового шока, TLR (Toll-Like Receptors), NLR (NOD-Like Receptors), RLR (RIG-Like Receptors) - клеточные рецепторы (заимствовано из http://vmede.org/)
Приобретенный специфический иммунитет – это второй этап защитной реакции организма. Система приобретенного иммунитета специфически распознает и запоминает болезнетворные агенты или чужеродные вещества. Приобретенный специфический иммунитет развивается в организме под влиянием чужеродного антигена, высокоспецифичен в отношении антигена, имеет иммунологическую память. Его отличительной особенностью является распознавание чужеродного антигена и выработка факторов защиты, направленных специально против него. Основными клетками этого типа иммунитета являются лимфоциты - В-лимфоциты и  Т-лимфоциты.
Система приобретенного иммунитета - основана на специфических функциях лимфоцитов, клеток крови, распознающих чужеродные макромолекулы и реагирующих на них либо непосредственно, либо выработкой защитных белковых молекул. Свойствами приобретенного иммунитета являются: высокая специфичность к типу чужеродного агента и иммунологическая память.  
При попадании   чужеродного агента в организм второй раз иммунная система распознает его, в течение короткого времени, активируется и формируются два иммунных ответа: гуморальный и клеточный. В реализации специфического иммунного ответа можно выделить три этапа: распознавание антигена, активацию лимфоцитов и эффекторное действие.

Формирование иммунного ответа после попадания в организм чужеродного вещества   протекает с участием ряда клеток (макрофагов, моноцитов, нейтрофилов, лимфоцитов) и растворимых веществ, которые синтезируются в этих клетках и выделяются из клеток в среду. Растворимыми веществами иммунной системы являются: антитела и цитокины – компоненты приобретенного иммунитета; белки сыворотки крови: белки острой фазы и системы комплемента, которые участвуют в формировании врожденного иммунитета. Цитокины выделяются лейкоцитами и некоторыми другими клетками, являются медиаторами, участвующими в межклеточных взаимодействиях. Антитела синтезируются в В-лимфоцитах, выделяются в среду и связываются с чужеродными антигенами.
Гуморальными сывороточными факторами врожденного иммунитета являются: естественные антитела, трансферрин. Естественные антитела находятся в организме без предварительного введения антигена. Они, связываясь с микробами, способствуют активации комплемента и разрушению микробов. Трансферрин - связывает железо, необходимое для метаболизма бактериальной клетки.
При попадании в организм чужеродного соединения или частицы активируется иммунная система и формируется иммунный ответ. Ответ иммунной системы  протекает в две стадии. Вначале  иммунная система узнает чужеродное соединение или возбудителя инфекции, затем формируется последовательность многочисленных реакций, в результате которых уничтожаются попавшие в организм чужеродные соединения или частицы.

Иммунный ответ формируется несколькими путями: 

- в результате активации цитотоксических Т-клеток (популяции СD8);

- через активацию макрофагов; 

- инициацию синтеза антител.  

Все механизмы формирования иммунного ответа регулируются Т-хелпер клетками и белками МНС 1 и 2 класса.
Независимые от Т-лимфоцитов защитные механизмы.
При внедрении в организм инфекционных микробов активируется фагоцитоз. Под действием  компонентов клеток микробов стимулируется  хемотаксис фагоцитов к месту попадания инфекции. Некоторые вещества микробов, например бактериальные эндотоксины, активируют  систему комплемента по альтернативному пути и обеспечивают хемотаксис фагоцитов, другие  сами проявляют хемотаксическую активность. Фагоциты связывают микробы, поглощают и разрушают их.
Макрофаги под влиянием микробов синтезируют цитокины и хемокины и выделяют их в окружающую среду. Цитокины (медиаторы) выполняют следующие функции:
· доставляют эндотелиальным клеткам сигнал о направлении лейкоцитов из кровотока к месту инфекции;
· активируют в тканях фагоциты, в результате до формирования Т-клеточного  иммунного  ответа обеспечивают  врожденную устойчивость организма против инфекции;
· определяют тип Т-клеточного иммунного ответа, Тх1 или Тх2.

Т- клеточный  иммунный ответ
Основными клетками, ответственными за клеточный иммунный ответ, являются Т-лимфоциты. В процессе формирования клеточного иммуного ответа чужеродное вещество после внедрения в организм поглощается клетками, представляющими  антиген Т-лимфоцитам, например макрофагами, частично расщепляется, его антигенная детерминанта выносится на поверхность клетки в комплексе с белками МНС-I, распознаваемом Т-киллер-лимфоцитами. Процесс распознавания активируют антигенпредставляющие клетки, которые начинают секретировать ИЛ-1, который стимулирует пролиферацию   Тх-клеток. Активированные Тх-клетки продуцируют ИЛ-2, стимулирующий деление Т-клеток.

Основные этапы клеточного иммунного ответа следующие:

– взаимодействие с антигеном антигенпрезентирующей клетки, чаще – дендритной клетки или макрофага;
– процессинг антигена в антигенпрезентирующей клетке;
– презентация процессированного антигена антигенпрезентирующей клеткой CD4 Т-хелпер-клетке;
– активация Тh1 и синтез ими активационных цитокинов (ИЛ-2 и др.);
– действие активационных цитокинов: активация и пролиферация соответствующего клона Т-киллера, активация лейкоцитов воспалительной реакции;
– эффекторное звено клеточного иммунного ответа - уничтожение клеток, несущих комплекс [чужеродный пептид + МНС-I] Т-киллерами, развитие иммунного воспаления, осуществляемое лейкоцитами;
– завершающие процессы эффективного иммунного ответа - супрессия иммунного ответа вследствие гибели активированных клеток, ингибиции их активности, появление клеток иммунологической памяти (долгоживущих и не до конца дифференцированных Т-лимфоцитов).
Рассмотрим кратко этапы клеточного иммунного ответа. 
Процессинг начинается с поглощения антигена антигенпрезентирующей клеткой (АПК). Затем происходит частичная деградация антигена с вычленением эпитопов (рис. 20). 
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Рисунок 20. Процессинг и презентация антигена (заимствовано из http://neznaniya.net/medicina/medicinskaja-mikrobiologija)
После этого в цитоплазме АПК каждый вычлененный эпитоп соединяется с молекулой МНС и образуется «процессированный антиген» – комплекс (эпитоп + МНС). Комплекс [эпитоп + МНС-II] презентируется Т-хелперам (CD4-лимфоцитам), комплекс [эпитоп + МНС-I] презентируется Т-киллерам (CD8-лимфоцитам) (рис.21). 
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Рисунок 21. Взаимодействие рецепторных и корецепторных молекул при презентации АПК процессированного антигена а - Т-киллеру и б - Т-хелперу (заимствовано из http://neznaniya.net/medicina/medicinskaja-mikrobiologija).
Т-киллер вызвает цитолиз вирусинфицированных клеток с помощью: перфорина, гранзимов и FasL (цитокина, индуцирующего апоптоз). В Т-киллере в ответ на увеличение концентрации Са2+ гранулы с перфорином (рисунок 22 темные овалы) и гранзимами (рисунок 22 светлые кружочки) сливаются с клеточной мембраной (рис.22).
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Рисунок 22. Механизм воздействия цитотоксического T-лимфоцита на клетку мишень (заимствовано из Иммунология: структура и функции иммунной системы: учебное пособие / Р.М. Хаитов. - 2013. - 280 с.)
Освободившийся из гранул перфорин встраивается в мембрану клетки-мишени и формирует поры в мембране клетке, приводящие к ее лизису, а также делает возможным проникновение гранзимов внутрь клетки-мишени. 

Гранзимы запускают программу апоптоза, при этом в клетке-мишени появляются признаки фрагментации ДНК уже через 5 минут после контакта с Т-киллером. В результате клетка-мишень лизирует. При наличии вирусной ДНК в клетке, она также фрагментируется. Это предотвращает репликацию вируса в клетке еще до того, как она погибнет. 
Взаимодействие FasL со своим рецептором (молекулой Fas) на поверхости клетки-мишени также приводит к запуску программы апоптоза. 

Действие Т-киллер клеток направлено только на другие клетки. Это обусловлено тем, что Т-киллер клетки связываются с клеткой-мишенью и присоединяют к ее мембране специфический белок перфорин. С участием молекул перфорина  образуются поры в мембране инфицированной клетки, внутренее содержимое клетки вытекает и клетка умирает. Сами Т-киллер клетки не подвергаются  действию  белка  перфорина.  Предполагается,  что  в  структуре   мембраны  Т-лимфоцитов имеется белок протектин, который гомологичен   перфорину. Протектин связывается с мономерами перфорина и полимеризации перфорина не происходит, поэтому не образуются поры в мембране. Перфорин был выделен в гомогенном состоянии, обнаружили, что гомогенный перфорин не оказывает цитотоксического действия на Т-киллер лимфоциты и NК-клетки. 

Таким образом, после того как цитотоксические Т-лимфоциты встречаются с чужеродными или вирусинфицированными клетками  они активируются, делятся, дифференциируют и превращаются в эффекторные клетки. Эффекторные клетки связываются с клетками-мишенями, которые их активировали, и убивают их.
Гуморальный  иммунный ответ
Гуморальный иммунный ответ – это образование с участием В-лимфоцитов антител против внедрившихся в организм чужеродных веществ в результате взаимодействия ряда клеток и молекул различных соединений.
Для нейтрализации чужеродного для организма соединения В-лимфоциты должны образовать фонд антител. Внедрившаяся из окружающей среды в организм чужеродная частица, например, бактерия, имеет много различных антигенов. Против каждого антигена образуется специфическое антитело, следовательно, каждая бактерия может инициировать образование несколько тысяч типов (видов) антител. Каждый В-лимфоцит синтезирует только один тип антитела, действие которого направлено против одного определенного эпитопа антигена. После контакта с антигеном число клеток, синтезирующих антитела, экспоненциально увеличивается, соответственно экспоненциально растет количество молекул антител.
Функцию В-лимфоцитов можно понять с помощью теории клональной селекции. Термин «клональная селекция» предложил в конце 50-х годов ХХ века Фрэнк Макфарлейн Бернет (лауреат Нобелевской премии). Согласно теории клональной селекции функция В-лимфоцитов, созревших в костном мозге, состоит в синтезе антител. Каждый В-лимфоцит  и его клоны (потомки В-лимфоцита) синтезируют  антитела, которые узнают только один эпитоп антигена и связываются с ним. При поступлении антигенного стимула в организм он выбирает для стимуляции В-лимфоциты, которые синтезировали соответствующие антитела с низкой скоростью. Синтезированные антитела связаны с внешней поверхностью мембраны и функционируют как рецепторы для антигена. Связывание антигена с антителами-рецепторами служит стимулом для пролиферации В-лимфоцитов. Некоторые активные В-лимфоциты, способные синтезировать антитела к одному определенному антигену, остаются в организме и функционируют как клетки памяти. При повторном попадании антигена в организм клетки памяти в течение короткого времени обеспечивают формирование гуморального иммунного ответа. После вакцинации и многих инфекционных болезней эти клетки памяти участвуют в быстром развитии иммунитета организма (рис.23).
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Рисунок 23 Специфический иммунный ответ гуморальному типу (заимствовано из http://aptekins.ru/zdorovie/monoklonalnye-antitela).
Формирование гуморального иммунттета можно представитm в виде рисунка 24. Гуморальный иммунный ответ формируется в результате следующих процессов. На внешней поверхности мембраны В-лимфоцитов располагаются иммуноглобулины, которые функционируют как специфические рецепторы для определенного антигена. Антиген узнается рецептором и связывается с ним.  Для синтеза антител В-лимфоциты должны активироваться с участием активных Т-хелпер клеток.
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Рисунок 24. Формирование гуморального иммунитета (заимствовано из http://krasgmu.ru/sys/files/ebooks/el_child_stom/60.html

Антиген (чужеродное соединение, например белок, полисахарид) попавший в организм, поглощается специальными клетками (макрофагами), где подвергается процессингу и разрушается до небольших фрагментов, например, высокомолекулярный белок - до небольших пептидов. Процессированный антиген экспонируется на внешней поверхности макрофагов вместе с МНС белками 2 класса. Макрофаги, поглотившие антиген синтезируют интерферон и 1-интерлейкин и экскретируют их. Под влиянием этих цитокинов активируются Т-хелпер клетки. Активные Т-хелпер лимфоциты узнают расположенный на внешней стороне мембраны макрофагов антиген, связанный с МНС белками 2 класса, и связывается с ним. Затем Т-хелпер клетки синтезируют и выделяют в среду интерлейкин 2, который активирует В-лимфоциты. Активные В-лимфоциты дифференцируются в плазмоциты, часть активных В-лимфоцитов превращаются в клетки памяти. 
Основная функция плазмоцитов - синтез антител, они функционируют несколько дней. В течение этого времени синтезируется огромное колическтво 
молекул иммуноглобулина. Антитела, синтезированные активными плазмоцитами, связывают антигены, комплекс антиген-антитело узнается другими компонентами иммунной системы и разрушается.

После связывания антигена с антителом а) нейтрализуются токсины, например, выпадая в осадок или другим путем, б) если антиген располагается на внешней поверхности чужеродной клетки, тогда связывание антигена с антителом иницирует  специфические реакции, которые протекают с участием 
белков системы комплемента.  Антиген-антитело комплекс активирует систему комплемента по  класическому пути. Активация системы комплемента приводит к образованию мембраноатакующего комплекса, под действием которого в мембране образуются поры и клетка умирает в результате лизиса.
Формирование гуморального иммунитета состоит из 4 этапов. После  попадания антигена в организм на первом этапе  формирования иммунного ответа в сыворотке крови отсутствуют антитела. На втором этапе,   количество антител экспоненциально увеличивается. Первые две фазы называются лаг фазой. В следующей фазе иммунного ответа титр антител достигает и поддерживается на уровне максимального значения (фаза плато). На 

последней фазе  уровень антител уменьшается - это фаза погашения иммуного ответа.

При первом попадании чужеродного антигена в организм разывивается первичный иммунный ответ, при втором – вторичный  (рис. 25). 


Рисунок 25. Антителообразование при первичном и вторичном иммунном ответе (заимствовано из http://visualrheumatology.ru/mikrobiologiya-dlya-revmatologov)
Различия этих видов гуморального иммуннитета следующие: 

- лаг фаза вторичного иммунного ответа значительно короче, количество  антител стабильно и фаза погашения иммунного ответа увеличена во времени;

- во время  плато фазы титр антител при формировании вторичного иммунного ответа в 10 раз выше, чем при первичном иммунном ответе;
-  при первом попадании антигена в организм в кровь выбрасываются в основном антитела класса IgM; при повторном попадании — IgG.

- уровень аффинности антител, образованных при вторичном иммунном ответе, выше.

Способность организма к формированию гуморального вторичного иммунного ответа связана с иммунологической памятью его иммунной системы. На этом свойстве иммунной системы основывается профилактика инфекционных заболеваний, действие вакцин.
Вопросы, для самоконтроля знаний
1. Назовите клетки, которые функционируют в иммуной системе организма человека.

2. Какие клетки относятся к вспомогательным клеткам, опишите их функции при формировании иммунного ответа.
3. Охарактеризуйте функции иммунной системы.
4. Охарактеризуйте свойства иммунной системы и объясните их.
5.  Врожденный иммунитет, клетки и растворимые компоненты врожденного  иммунитета, их функции. 

6. Приобретенный иммунитет,  клетки и растворимые компоненты приобретенного  иммунитета, их функции. 

7. Система комплемента, структура и функция.

8. Опишите пути активации системы комплемента.
9. Перечислите соединения, входящие в группу цитокинов, дайте их общую характеристику.
10.  Опишите роль цитокинов  в активации  иммунной системы.
11.  Опишите  функции цитокинов в иммунной системе.

12.  Представьте в виде схемы процесс формирования гуморального иммуного ответа.

13.  Этапы формирование клеточного иммуного ответа.

14.  Что такое антитела  дайте   общую характеристику всех классов иммуноглобулинов.

15.   Охарактеризуйте все типы антигенов, приводите примеры.
16.  Что такое антигенные  детерминанты, охарактеризуйте линейные и конформационные детерминанты.

17.  Дайте характеристику белков острой фазы воспаления.

18.  В чем заключается  функция белков острой фазы воспаления в организме.

19.  Гуморальный иммунитет, механизм его формирования и уничтожения чужеродного антигена.

20.  Клеточный иммунитет, механизм его формирования и уничтожения чужеродного антигена.

Тесты для самоконтроля знаний
1. К растворимым факторам защитной  системы  организма относятся:
1. иммуноглобулины

2. химотрипсин

3. супероксиддисмутаза

4. церулоплазмин
5. белки системы комлемента
6. альбумин

7. каспазы

8. перфорин

2. Укажите соответствие:
Свойства иммунной системы
1. высокая специфичность 
2. высокая степень чувствительности
3. иммунологическая индивидуальность
4. иммунологическая память 
5. иммунологическая толерантность
а - иммунокомпетентные клетки осуществляют распознавание антигена на уровне отдельных молекул;
б -  ответ иммунной системы сохраняется в памяти, при повторной встрече с антигеном скорость формирования и эффективность реакций иммунной системы высокая; 

в - для каждого организма характерен свой, контролируемый генетически тип иммунного ответа;

г - иммунная система отвечает за распознавание чужеродных макромолекул и частиц и формирование специфических реакций, направленных против них;
д – иммунная система узнает собственные соединения организма  и не формирует против них иммунных реакций; 
3. При нарушении свойства толерантности иммунной системы у человека развивается:

1. аллергия

2. аутоиммунное заболевание

3. СПИД

4. диабет

5. инфаркт миокарда

4. Укажите соответствие:

Типы лимфоцитов
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Функция лимфоцитов:

а. участвует в превращении В-лимфоцитов в  плазматические  клетки;
б. обеспечивает смерть клеток, зараженных вирусами;  в.  инактивирует активность лимфоцитов; г. синтезирует антитела; д. формирует вторичный иммунный ответ.

5. Действие Т-киллер клеток направлено на: 

1. В-лимфоциты
2. клетки, зараженные вирусом
3. эритроциты
4. гранулоциты
5. моноциты
6. Укажите соответствие:

Механизм активации системы комплемента: 

1. классический
2. лектиновый
3. альтернативный
Активатор системы комплемента                      

а. полисахариды бактерий 

б. микоплазмы
в. вирустные частицы, расположенные на внешней поверхности мембраны клеток 

г. биополимеры, на конце которых расположено много остатков маннозы

д. комплекс  антиген- антитело                                                  

е. липополисахариды бактерий
ж. гепарин 

7. Белки острой фазы воспаления:

1. гаптоглобин

2. цитохром

3. трансферрин

4. С-реактивный белок

5. фибрин

6. тромбин

7. лизоцим

8.  Свойства иммуноглобулинов:

1. связывают антиген
2. стимулируют синтез белков острой фазы воспаления

3. связывают белок А Staphylococcus aureus 
4. стимулируют процесс воспаления 

5. связываются лизоцим сыворотки крови 

6.  активируют систему свертывания крови 

7. проходят через плаценту 
8. активируют протромбин 

9. Укажите соответствие:

Иммуноглобуллин                                     


 

Названия  участков молекулы

а. тяжелая цепь; б.  шарнирный участок; в. Fab-фрагмент; г. легкая цепь;

д. антиген-связывающий участок; е. Fc-фрагмент;

10.  С участием Fc-фрагмента  иммуноглобуллина G усиливается:

1. синтез РНҚ
2. антигензависимое поликлональное активирование В-лимфоцитов  

3. пострансляционная модификация протромбина

4. связывание  антигена

5. активация Т-лимфоцитов

6. бласттрансформация в культуре В-лимфоцитов мышей
7. синтез альфа-интерферона

8. синтез ДНК
11. К цитокинам относится:

1. интерлейкин 
2. альбумин

3. интерферон
4. гаптоглобин

5. фактор некроза опухоли
6. альфа-макроглобуллин

7. лизоцим

8. фибронектин

12. Интерферон:

1. ингибирует пролиферацию  внедренного в клетку вируса
2. активирует систему комплемента

3. активирует факторы свертывания крови

4. участвует во взаимодействии клеток иммунной системы

5. образуется в клетках под влиянием вируса

6. ингибирует образование тромба
7. стимулирует превращение плазминогена в   плазмин

8. образуется при развитии воспаления

13. Укажите соответствие:

Тип интерферона              Клетка, в которой синтезируется
1. (-интерферон                а.  в Т-лимфоцитах под действием митогенов,   

                                                бактерий и  вируса;

2. (-интерферон                б.  в  лейкоцитах  под действием вируса;

3. (-интерферон                  в. в фибробластах под действием вируса;

14. Вставьте пропущенное слово: 

Под действием интерферона  в вирус инфицированной клетке  образуются ......1.......   ,  в присутствии.........2......  ферменты активируются. С участием  этих ферментов .....3........  , в результате клетка умирает.

а - 2',5'-олигоаденилат синтаза и протеинкиназа,  б -  разрушается РНКаза 1 и фосфорилируется  eF2 фактор, в - вирусной РНК.
15. Вставьте пропущеные слова на схеме: 
После связывания интерферона с рецептором вирус инфицированной клетки, в клетке начинаются  процессы, в  результате которых клетка вируса не размножается и умирает. На схеме показаны 3 процесса, которые обеспечивают антивирусное действие интерферона. Заполните пустые клетки на схеме
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Под действием интерферона:
а. ингибируется синтез белков оболочки вируса;

б. активируется латентная эндорибонуклеаза и расщепляется РНК вируса;

в. ингибируется синтез РНК вируса.

16. Вставьте пропущеные слова: 

Перфорин синтезируется в....1.... , сохраняется в его ........2.....  . Связывается с  ......3......... инфицированной вирусом. В составе мембраны клетки  в присутствии ионов кальция....4.........и в мембране клетки  образуются ......5....., клетка  умирает.

а - Т-киллер клетки, б -  перфорин полимеризуется, в -  поры, г -  гранулы,  д - мембрана клетки.

17.  Вставьте пропущенное слово: 

Мембрана  Т-киллер клеток   не подвергается действию  ....1.......  ,  так как в состав входит белок ..........2....  . 

а - протектин, б - перфорин

18. Различия первичного и вторичного гуморального иммуннитета связаны с : 

1. продолжительностью лаг фазы 

2. свойствами синтезируемых антител
3. титром  антител  во время плато фазы 
4. классом антител, которые образуются первыми после попадания антигена

5. иммунологической памятью.
19. Активатор системы комплемента по классическому пути:
1. полисахариды бактерий 

2. биополимеры, на конце которых расположено много остатков маннозы

3. комплекс  антиген- антитело                                                  

4. липополисахариды бактерий

5. гепарин 

20. Центральным органом иммунной системы является:
1. красный костный мозг

2. миндалины
3. аппендикс
4. селезенка
5. лимфатический узел

21. Иммуноглобулины синтезируются:
1. базофилами
2. тучными клетками
3. активированными В-лимфоцитами

4. эозинофилами
5. нейтрофилами

22. Антигены - это:
1. генетически чужеродные макромолекулы, способные индуцировать
иммунный ответ
2. ионы водорода
3. ионы железа

4. молекулы соляной кислоты
5. витамины

 23.  Свойство антигена вызывать иммунный ответ называется:
1. вариабельностью
2. специфичностью
3. чужеродностью
4. иммуногенностью
5. цитотоксичностью
24.Способностью проходить плацентарный барьер обладает иммуноглобулин:

1. IgA
2. IgG
3. IgE
4. IgM
5.  IgD
2 ИНЖЕНЕРИЯ АНТИТЕЛ

"Инженерия антител"- это направление иммунобиотехнологии, задачей которой является получение на основе генов иммуноглобулинов несуществующих в природе конструкций с заданными свойствами, т.е. искусственных антител. Начало современной инженерии антител положила гибридомная технология, предложенная в 1975 году Кёлером и Мильштейном. Наряду с гибридомной технологией больший вклад в инженерию антител внесли генная инженерия и технология трансгенных животных. 
Развитие технологий получения рекомбинантной ДНК и создание комбинаторных библиотек генов, появление разнообразных биоинформационных ресурсов и методов компьютерного моделирования трехмерных структур белковых молекул сделало возможным получение рекомбинантных антител. Генно-инженерные технологии позволяют: 
- изменять биохимические и иммунохимические свойства антител путем искусственного внедрения разнообразных модификаций в последовательность иммуноглобулинов; 
- получать рекомбинантные аналоги уже существующих антител; 
- создавать de novo антитела, специфичные к различным антигенам.
Применяя методы генетической инженерии стало возможным получать искусственные антитела, а также эффективно изменять как макро- так и микроструктуру их молекул. Например, используя гены, кодирующие соответствующие Fс-области, можно изменять изотип антитела; производя точечные замены аминокислот в Fс-области методом направленного мутагенеза - изменять эффекторные функции антитела, изменяя остатки в CDR-участках вариабельных доменов - повышать или понижать сродства антитела к антигену.
Более 85% антител, разрешенных для клинического применения, являются продуктами инженерии антител. Это химерные, гуманизированные и полностью человеческие моноклональные антитела, полученные с помощью фагового дисплея, генно-инженерные конъюгаты антител с цитокинами и токсинами, производные антител. К производным антител относятся биспецифические антитела, одноцепочечные полноразмерные антитела, антитела неприродного формата. Это различные варианты укороченных антител, в т.ч. димеры и мономеры Fab-фрагментов, scFv-фрагменты (одноцепочечные мини-антитела), однодоменные антитела (наноантитела) и другие.    

2.1 Моноклональные антитела 
Моноклональные антитела (МАТ) - это продукт секреции одной антитело-продуцирующей клетки (В-лимфоцитов) либо ее потомков (клона), образовавшихся в процессе деления этой клетки.   Все молекулы мононоклональных антител:
* являются продуктами клона одной клетки, 
* имеют одинаковую специфичность, связываются с одной антигенной детерминантой на каком-либо конкретном антигене;

* имеют одинаковое сродство к связываемому антигену (аффинность), 
* представляют один изотип и субизотип иммуноглобулинов, 
* структуры всех молекул моноклональных антител, их вариабельные области, идиотипы, аффинность полностью идентичны.
Моноклональные антитела бывают высокоаффинные («прочно» связывающие антиген) и низкоаффинные (образующие легко диссоциирующий комплекс с антигеном). 
В основе метода получения моноклональных антител лежит принцип получения неограниченно долго живущего клона гибридной клетки (гибридомы), продуцирующей антитела узкой специфичности. Технология получения МАТ была разработана немецким иммунологом Г. Келером и англичанином Ц. Милыштейном. Вклад Г.Келлера и Ц.Милыптейна в разработку гибридомной технологии получения МАТ оценен присуждением им в 1984 г. Нобелевской премии по медицине.
Принципиальная схема получения моноклональных антител показана на рисунке 26.
Мышей иммунизировали определенным антигеном. Когда в их крови появлялись антитела, у них брали селезенку, и готовили взвесь клеток. В состав этой взвеси клеток селезенки входили В-лимфоциты. К суспензии клеток, содержащей В-лимфоциты и полиэтиленгликоль (индуктор слияния клеток) добавляли мутантные по гену гипоксантин-гуанин фосфорибозилтрансферазы (ГФРТ) клетки злокачественной опухоли В-клеточной плазмоцитомы, смесь инкубировали для слияния клеток. После инкубации мутантных плазмоцитом и В-лимфоцитов в системе находились следующие клетки: 

- гибридные клетки: 

*антителообразующие клетки х антителообразующие клетки (В-лимфоциты и В-лимфоциты), 

*антителообразующие клетки (В-лимфоциты) х плазмоцитомы, 
- оставшиеся свободными (не слившиеся) клетки:
*антителообразующие клетки, 
*клетки плазмоцитомы. 

Для отделения нужной гибридомы от присутствующих в системе отдельных не слившихся клеток и от гибридов иной специфичности используется метод метаболической селекции (отбор клеток в селективной питательной среде).

Метаболическая селекция гибридов основана на том,,что нормальные соматические клетки (В-лимфоциты) могут использовать два метаболических пути синтеза нуклеотидов (пуриновых и пиримидиновых): основной путь (синтез de novo) и резервный путь. В случае основного пути нуклеотиды образуются из аминокислот и углеводных предшественников. При резервном пути пуриновые нуклеотиды синтезируются из гипоксантина, пиримидиновые нуклеотиды – из дезокситимидина. 
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Рисунок 26. Основные этапы получения гибридом, синтезирующие моноклональные антитела (заимствовано из Ковальчук Л. В., Игнатьева Л. В. Ганковская Г. А Иммунология: практикум: учеб.пособие /- М.:ГЭОТАР-Медиа, 2010. - 176 с.)

В случае блокирования основного метаболического пути синтеза нуклеотидов (например, аминоптерином) в нормальных клетках нуклеотиды синтезируются по запасному пути. В этом случае в синтезе нуклеотидов участвуют ферменты гипоксантин-гуанидин-фосфорибозилтрансфераза (Г/ГФРТ) и тимидинкиназа.
В мутантных клетках миеломы, используемых для гибридизации с В-лимфоцитами, не синтезируется фермент гипоксантин-гуанидин-фосфорибозилтрансфераза. Такие клетки способны синтезировать нуклеотиды только по основному метаболическому пути. Мутантные клетки миеломы лишены резервного пути синтеза нуклеотидов и в среде с гипоксантином они погибают. При культивировании мутантных миеломных клеток в присутствии в среде аминоптеридина блокируется основной путь синтеза нуклеотидов и клетки погибают.
Для отделения гибридом от миеломных неслившихся клеток используют селективную среду ГАТ (культуральная среда, содержащая гипоксантин - аминоптерин - тимидин). В среде, содержащей аминоптерин, блокируется основной путь синтеза нуклеотидов, присутствие в среде гипоксантина и тимидина обеспечивает синтез нуклеотидов по запасному пути. В таких условиях миеломные клетки погибают и остаются функционально активными только их гибридомы. В-лимфоциты не адаптированы к росту in vitro, они достаточно быстро разрушаются. В результате при культивировании смеси клеток в среде ГАТ живыми остаются только гибридомы «В лимфоциты - мутантные миеломные клетки». Эти гибридные клетки способны непрерывно расти в культуре и продуцировать антитела. Полученные в результате гибридные клетки наследуют от лимфоцитов способность к секреции антител, от клеток миеломы способность к неограниченному росту in vitro. Гибридные клетки пролиферируют, образуя клон гибридом. Гибридомы проверяются на продукцию нужных антител. 

Идентификация, скрининг и клонирование гибридом, синтезирующих моноклональные антитела. 
Клетки, выжившие в ГАТ среде, рассевают в специальные пластиковые планшеты, содержащие обычно 96 лунок емкостью примерно по 0,2 см³. В каждую лунку помещают в среднем по 10 гибридомных клеток, культивированых в присутствии фидерных клеток, способствующих росту гибридом. Через несколько дней содержимое каждой лунки микрометодом проверяют на наличие антител к соответствующему антигену. Клетки из лунок, содержащих нужные антитела, повторно рассевают по таким же лункам, из расчета 1 клетка на лунку, вновь культивируют и проверяют на присутствие нужных антител. Процедуру повторяют 1–2 раза. В результате отбирают клоны, продуцирующие антитела только одной нужной специфичности, то есть моноклональные антитела. Стабильные линии клеток-продуцентов моноклональных антител получают клонированием.

Основными методами клонирования гибридных клеток являются клонирование в полужидком агаре, метод предельных разведений и клонирование с помощью прибора — проточ​ного цитофлуориметра.
Клонирование гибридных клеток в полужидком агар-агаре. В этом методе клонирования обычно используется система, состоящая из двух слоев. Нижний слой содержит 0,5% агар-агар в среде культивирования. После затвердения нижнего слоя агара добавляют второй слой, содержащий 0,3% агар-агар. В состав верхнего слоя включают клонируемые клетки. Через 7-14 суток образуются колонии каждой клетки. Образованные колонии можно увидеть с помощью микроскопа. Колонии с помощью пастеровской пипетки переносят в лунки с жидкой питательной средой и проводят микротитрование.
Клонирование гибридных клеток методом предельных разведений. Вначале определяют концентрацию гибридных клеток в лунках плашки. Затем разбавляют раствор в лунках до концентрации 3 клетки в 1 мл.  Разбавленную суспензию клеток переносят в лунки микроплашки (96 лунок), в каждую лунку вносят по 0,2 мл. Предварительно в лунки внесены фидерные клетки, которые синтезируют необходимые для роста гибридных клеток факторы роста, цитокины и отвечают за фагоцитоз мертвых клеток. Клон клеток каждой лунки исследуют через 10 дней иммуноферментным анализом.

Клонирование с помощью проточного цитофлуориметра.

Готовят флуоресцентные микрошарики из латекса и покрывают их антигеном. Такие шарики адсорбируются на антиген специфических гибридомных клетках, что позволяет выделять их на цитофлуориметре. После выделения положительных клонов, клетки этих клонов размножают в достаточном количестве и образцы их замораживают. 

Основной критерий гибридных клеток-продуцентов моноклональных антител: разные клоны гибридных клеток должны синтезировать антитела с идентичными физико-химическими свойствами. Для этого гибридные клетки клонируют несколько раз, затем методом изоэлектрофокусирования проводят сравнительное исследование антител, которые синтезируют клетки каждого клона. 
Сохранените гибридом. Гибридные клетки сохраняют в специальных  стерильных  ампулах  при -700С или в жидком азоте. Вначале ампулы охлаждают до 00С, затем в ампулы вносят суспензию клеток гибридом в сыворотке эмбриональной крови, к которой добавлен 5% диметилсульфоксид, затем охлаждают до – 700С. В этом процессе температуру ампулы понижают медленно, на 1оС в минуту. Охлажденные ампулы в течение ночи хранят при -70оС в холодильнике, затем помещают в жидкий азот. Клоны гибридом, синтезирующие моноклональные антитела, можно хранить  длительное время  при -700С или в жидком азоте, в течение года при 4оС  в  культуральной среде, к которой добавлен 0,1% азид натрия. Существуют банки гибридом.

Процесс получения гибридом очень сложный, длительный и дорогой, однако после получения гибридом промышленное производство моноклональных антител против одного определенного антигена экономически эффективный процесс. 

Получение моноклональных антител.  
Большие количества моноклональных антител можно наработать двумя методами. Первый заключается в массовом культивировании гибридом in vitro. Для этого применяют ферментеры. Моноклональные антитела, которые синтезируются гибридомными клетками, выделяются в культуральную среду. Выход моноклональных антител при культировании гибридом in vitro составляет 1-25 мг/мл. В случае применения специфических носителей, например, носителя Биосилон фирмы Нунк, концентрация антител может достичь 100 мкг/мл.
Второй метод основывается на опухолевой природе гибридом и их способности после прививки расти в организме сингенных животных. Мышам  (Balb/c линия,  возраст 2-3 месяца) внутрибрюшинно вводят 0,5 мл раствора пристана  (1,6,10,14-тетраметилпентадекана). Через 7 дней животным вводят 0,5 мл суспензии гибридомных клеток, клонированных в  ДМЕМ-среде (ДМЕМ-среда – среда Игла, модифицированная Дульбеком). Клетки находятся в фазе роста и образуют опухолевые асциты, синтезирующие моноклональные антитела которые накапливаются в асцитной жидкости. Через 15-21 день получают 4-5 мл асцитной жидкости, концентрация моноклональных антител в которой достигает 20-100 мкг/мл. От одной мыши можно получить не меньше антител, чем от кролика. Эти антитела не содержат посторонних антител и настолько однородны по своим физико-химическим свойствам, что могут рассматриваться как чистые химические реактивы.
Антитела выделяют из раствора методом высаливания или осаждением с помощью полиэтиленгликоля. Затем очищают от примесных белков методами хроматографии (аффинной, ионообменной).
Культивирование гибридом в культуре in vitro или выращивание их в виде асцита у мышей позволяет иметь постоянный источник антител определенной специфичности.

2.2 Применение моноклональных антител 
Моноклональные антитела являются наиболее четким инструментом поиска самых различных молекулярных структур клеток и тканей. Например, используя   моноклональные антитела выявили CD-антигены клеток иммунной системы и изучили их молекулярные характеристики. С помощью меченых моноклональных антител уточняются процессы дифференцировки иммунологически значимых клеток, их относительного участия в различных функциональных проявлениях, выясняется связь клеток иммунитета с клетками иных систем организма. 

Моноклональные антитела  широко применяют в практической медицине: для диагностики различных болезней, при лечении инфекционных заболеваний, для идентификации токсических веществ. В медицинской практике наибольшее применение моноклональные антитела нашли в онкологии. С помощью меченых антител определяются метастазы различных форм опухолевого поражения для выработки наиболее адекватной терапии. В настоящее время на основе моноклональных антител создано более сотни диагностикумов. Во всем мире ведутся обширные исследования в области использования моноклональных антител в качестве вектора, доставляющего фармакологические, токсические препараты в раковые и другие патологически измененные клетки. На сегодняшний день, антитела составляют приблизительно одну треть от общего количества белков, используемых в терапии различных заболеваний в развитых странах.

В настоящее время моноклональные антитела применяют:

1. Для диагностики инфекционных болезней, в том числе гепатита В, герпеса, краснухи, хламидиоза, СПИДа, легионеллеза. 
2. Для идентификации в составе жидкости: 

- полипептидных гормонов (соматотропина,  пролактина, тиреотропного и фолликулостимулирующего гормонов);

- маркеров опухолевых клеток (антигена интерлейкина 2, рецептора эпидермального фактора роста, специфического антигена предстательной железы;

- цитокинов (интерлейкинов 1-8, фактора, стимулирующего рост колоний);

- лекарственных препаратов (теофиллин, гентамицин, циклоспорин);

- других веществ (тироксин, витамин В12, ферритин, продукты распада фибрина).

3. Для определения состояния иммунного статуса человека, степени нарушения иммунного статуса и его патогенеза.

4. Для определения соотношения Т-хелпер и Т-цитотоксических (киллер) клеток (понижение значения Т-хел/Т-цит может быть одним из симптомов СПИДа).

5. Для целевой доставки лекарственного препарата к клетке-мишени (рис.27).  
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Рисунок 27. Целевая доставка  лекарственного препарата с помошью моноклонального антитела   к клетке-мишени (Пастернак, Глик. Молекулярная биотехнология с. 213)
Активный лекарственный препарат связывают с моноклональным антителом, полученным к специфическому антигену клетки-мишени, например белку опухолевой клетки, в результате с помощью моноклонального антитела действие лекарственненного  препарата  будет направлено в основном на клетку-мишень.

4. Для активации неактивного лекарственного препарата после его целевой доставки. Моноклональное антитело, полученное против антигена клетки-мишени, связывают с ферментом, катализирующим превращение неактивного лекарственного препарата в биологически активное соединение. Неактивный лекарственный препарат превращается в активное вещество только около клетки-мишени (рис. 28).
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Рисунок 28. Активация лекарственного препарата с помошью моноклонального антитела,  связанного с белком-антигеном, расаположенным на внешней мембране клетки-мишени (Пастернак, Глик. Молекулярная биотехнология с. 213)
Терапевтическое применение полноразмерных антител, получаемых из сыворотки иммунизированных животных или с использованием гибридомных технологий, существенно осложняется тем, что константные домены антител животных являются сильно иммунногеными для человека, что приводит к образованию собственных антител, специфичных к антителам позвоночных. Поэтому для  терапевтических целей, как правило, используют рекомбинантные антитела или их фрагменты, полученные из моноклональных антител, с существенно сниженной за счет генно-инженерных манипуляций  иммуногенностью,  либо полученные de novo  с использованием различных дисплейных методов.
Благодаря использованию генно-инженерных подходов, позволяющих изменять аминокислотную последовательность антител, можно улучшать такие характеристики антител, как специфичность, аффинность, стабильность, фармакокинетические параметры, эффекторные функции, способность антител проникать в различные ткани, иммуногенность. Модифицируя перечисенные свойства антител можно создавать новые поколения перспективных антител с улучшенными свойствами для решения научно-исследовательских задач и практической медицины.
Первые полученные моноклональные антитела были мышиные. Полноразмерные мышинные моноклональные антитела при их использовании в терапии обладают неоптимальными фармакокинетическими свойствами. Введение человеку мышиных моноклональных антител сопровождалось иммунным ответом на чужой гетерогенный белок, так как мышиные белки являются иммуногенными для организма человека (воспринимаются как чужеродные агенты). Это приводило к быстрому устранению желаемого терапевтического эффекта, к поражению почек и гиперчувствительности к чужеродному мышиному белку. У пациентов, которым вводят мышиные антитела, быстро образуются человеческие антимышиные антитела (human antimurine antibody – HAMA). Образующиеся HAMA-антитела нейтрализуют эффект мышиных антител. Анализ результатов применения мышиных моноклональных антител в терапии выявил следующие недостатки: 
*в ряде случаев их низкую аффинность по сравнению с поликлональной антисывороткой; 

*высокую иммуногенность по отношению к человеку и, как следствие, быстрое выведение из организма; 

*неспособность задействовать систему комплемента и клеточные механизмы иммунного ответа в чужеродной системе. 
В настоящее время полностью мышиные антитела применяются в небольших дозах только для радиоиммунотерапии в связи с необходимостью быстрого вывода их из кровотока. Для конкретных случаев клинического применения моноклональных антител необходимы были их видоизменения, часто взаимно противоположные. 
Терапевтические возможности антител значительно увеличились после разработки генно-инженерных технологий модификации их молекул. Методы генной инженерии позволили преодолеть свойства моноклональных антител, которые затрудняют их применение в клинической практике, например, повышенную иммуногенность.  

2.3 Уменьшение иммуногенности моноклональных антител 
Одной из проблем, возникших при клиническом применении мышиных моноклональных антител, являлась их сильная иммуногенность. Иммунный ответ на введение мышиных МАТ в организм человека связан с серьезными системными реакциями, которые могут вызвать даже анафилактический шок. Используя методы получения рекомбинантных ДНК, ученые заставили клетки грызунов вырабатывать антитела с пониженной иммуногенностью. К ним относятся химерные, гуманизированные и полностью человеческие антитела, полученные генноинженерными методами (рис. 29). 
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Рисунок 29. Варианты антител, полученные методом генной инженерии (рисунок заимствован из http://www.slideshare.net/pasteurorg/ss-16799213).

 Химерные, гуманизированные и одноцепочечные антитела были разработаны путем сочетания использования гибридомной технологии и технологии рекомбинантной ДНК.

Химерные моноклональные антитела – рекомбинантные антитела, содержащие элементы иммуноглобулина разных видов организмов. В химерных антителах константная часть мышиных антител замещена соответствующей константной областью иммуноглобулина человека. При помощи рекомбинантной технологии соединяются разнородные молекулы ДНК, кодирующие человеческий Fc-фрагмент и мышиные Fab-фрагменты антитела. В молекуле химерных антител белковая последовательность на 60-70% состоит из «человеческих» последовательностей аминокислот. Такие антитела, в отличие от более распространенных животных антител, практически не вызывают в организме человека специфического иммунного ответа.
Большая часть антигенных детерминант молекулы иммуноглобулина, которые провоцируют процессы отторжения чужеродных антител, находится в константных доменах и с ними же связаны основные эффекторные функции (взаимодействие с Fc-рецепторами, системой комплемента и др.). Замена в мышиных иммуноглобулинах константных доменов на человеческие приводила к существенному снижению иммуногенности ее молекулы в организме человека и усилению ее эффекторного действия. Поэтому использование химерных иммуноглобулинов мышь/человек должно обусловить практически нормальное их взаимодействие с иммунной системой человека при сохранении специфичности, аффинности, авидности и сродства к антигену, свойственных мышиным моноклональным антителам.

Для экспрессии «химерных» антител приходится использовать системы, основанные на эукариотических клетках, поскольку только в них возможна правильная сборка молекулы и корректное гликозилирование, необходимое для выполнения антителами эффекторых функций.
Лекарственные препараты, созданные на основе химерных антител, стали значительно более эффективными, чем на основе мышиных, так как у пациентов, получавших химерные антитела, HAMA-антитела образовывались в значительно меньшем количестве. В настоящее время выпущен целый ряд лекарственных средств на основе химерных антител: ритуксимаб (выпускаемый под брендами «Мабтера» и «Ритуксан») для лечения раковых опухолей, «Ремикейд» (инфликсимаб) для лечения болезни Крона, «Симулект» (базиликсимаб) для профилактики острого отторжения трансплантата почки, «Реопро» (абциксимаб) для профилактики стенокардии и острого инфаркта миокарда, а также другие препараты.

Гуманизированные моноклональные антитела являются второеым поколением гибридных антител. Их молекулы на 90-95% состоят из «человеческих» последовательностей аминокислот. Мышиное происхождение имеют только гипервариабельные участки, отвечающие за комплементарное взаимодействие с антигеном. Гуманизированные антитела обладают слабой иммуногенностью. 
Полностью человеческие моноклональные антитела. В последнее десятилетие разработаны способы конструкции полностью человеческих антител с помощью генно-инженерных методов, минуя этап иммунизации человека.

В настоящее время человеческие МАТ чаще всего получают с помощью технологии трансгенных мышей, выведенных с использованием фрагментов чужеродной ДНК (рис. 30). Технология заключается в замене локусов генов IgG мыши на соответствующие участки генома человека, в результате чего трансгенные мыши имеют экспрессирующиеся гены иммуноглобулинов человека. 
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Рисунок 30. Создание полностью человеческих МАТ с использованием трансгенных мышей (заимствовано из http://www.slideshare.net/pasteurorg/)

Для создания линий трансгенных мышей необходимо вначале инактивировать собственные мышиные Ig гены, затем вставить в мышиный геном клонированные гены человеческих иммуноглобулинов.

Клонирование больших фрагментов иммуноглобулиновых генов (выше 1,5 миллиона пар оснований), которые предполагается вставить, осуществляется технологией искусственной дрожжевой хромосомы, представляющей собой дрожжевую библиотеку человеческих иммуноглобулиновых генов размером в миллионы нуклеотидных пар. Такая дрожжевая хромосома вводится в эмбриональную стволовую клетку (ЭСК) мыши путем слияния сферопласта дрожжевой клетки и ЭСК. Таким методом в состав дрожжевой хромосомы вводятся иммуноглобулиновые гены, соответствующие интактной зародышевой клетке человека. В результате получают мышей, имеющих в своем геноме все человеческие иммуноглобулиновые гены. Затем проводят скрещивание этих мышей с линией мышей, дефицитных по продукции мышиных иммуноглобулинов.

Прекращение продукции мышиных иммуноглобулинов достигают следующим путем: в ЭСК мыши направленно разрушают либо JH-регион тяжелой цепи Ig, необходимый для первого этапа генной перестройки, либо константный регион легкой цепи. Мыши с нарушениями в генах тяжелых цепей скрещивают с мышами с нарушенными генами легких цепей до появления особей, гомозиготных по обеим мутациям. Такие мыши не продуцируют иммуноглобулины, но способны к генным перестройкам и к экспрессии человеческих иммуноглобулиновых генов.

Специалистами Cell Genesys Inc. И Abgenix Inc. Получены трансгенные мыши (Xenomouse II), способные продуцировать разнообразные антитела человека. Для получения таких мышей, была сконструирована искусственная дрожжевая хромосома. Мыши продуцировали антитела против интерлейкина-8 человека, рецептора фактора роста эпидермиса и фактора некроза опухолей альфа. Каждый из антигенов, представленный в растворе или на поверхности клетки, стимулировал выработку 10-25 различных моноклональных антител. 
Другим методом для получения полностью человеческих антител является метод фагового дисплея, метод представления на поверхности фаговых частиц нитевидных колифагов (М13, f1, fd продуктов экзогенных генов, которые вводят   с помощью генной инженерии внутрь их собственных генов. Это гены, которые   кодируют белки оболочки бактериофага. В результате экспрессии таких рекомбинантных генов образуются гибридные белки, на N- или С-концах которых присутствуют дополнительные (экзогенные) последовательности аминокислот.
 Таким образом создают популяции бактериофагов различной представительности (106 – 1011 вариантов), при этом каждый отдельный фаг экспонирует на своей поверхности случайный пептид. Такие популяции назвали «комбинаторные фаговые библиотеки». На основе фагового дисплея создаются пептидные фаговые библиотеки. Использование фагового дисплея позволяет получать пептиды, имитирующие эпитопы белковых молекул, идентифицировать пептидные лиганды и др. 

Сцепленность анализируемого полипептида и кодирующего его генетического материала в составе одной фаговой частицы обеспечивает возможность простого отбора требуемых вариантов и их анализа. Методикой «биопэннинга» (biopanning), т.е.  афинного обогащения, отбирают из фаговой библиотеки бактериофаги, несущие встроенные последовательности, имеющие сродство к определенным лигандам. 

Для обеспечения успешного отбора целевых антител, обладающих нужными свойствами, необходимо, во-первых, использовать адекватную библиотеку фаговых антител и, во-вторых, выбрать правильную стратегию биопэннинга.

Комбинаторная фаговая библиотека антител представляет собой популяцию бактериофагов, каждый из которых экспонирует на своей поверхности в составе химерного белка рIII уникальный антиген-связывающий домен антитела, чаще всего одноцепочечное антитело (single chain variable fragment – scFv) или Fab-фрагмент (рис. 31).
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Рисунок 31. Схема строения нитчатого бактериофага. а) бактериофаг дикого типа, б) фаговое антитело на основе нитчатого бактериофага. pIII, VI,VIII, VII, IX – белки оболочки бактериофага, scFv – одноцепочечное антитело (заимствовано из статьи Тикунова Н.В., Морозова В.В. Acta Nature, №3, 2009).
Для отбора из комбинаторных библиотек scFv (single chain variable fragment – scFv) или Fab-фрагментов антител нужной специфичности пропускают всю библиотеку через микротрубочки с сорбированным антигеном. В итоге внутри таких трубочек остаются в основном клетки, на поверхности которых имеются фрагменты антител против этого антигена. Затем эти клетки клонируют, отбирают среди них продуценты с наилучшими характеристиками аффинности, уровня антителопродукции, стабильности и пр., затем из них осуществляют реконструкцию полноразмерных иммуноглобулинов человека.
Примером подобного способа создания полноразмерных иммуноглобулинов человека являются МАТ препарата Adalimumab (Humira©), применяемого для терапии аутоиммунных заболеваний. Для клинического применения одобрены также такие препараты на основе человеческих МАТ как «Бенлиста» (белимумаб), применяемый для лечения красной волчанки, «Ервой» (ипилимумаб), применяемый для лечения меланомы, «Симпони» (голимумаб) для лечения ревматоидного и псориатического артрита, болезни Бехтерева и т.д. 
2.4 Оптимизация эффекторных функций антител
Эффекторные (вторичные) функции иммуноглобулинов связаны с их константными доменами. Константная часть IgG содержит участки связывания с C1q белком системы комплемента и клеточными рецепторами Fc-фрагментов антител (FcγR), опосредующими их способность убивать клетки-мишени, запуская механизмы комплементзависимой цитотоксичности и антителозависимой клеточной цитотоксичности. Способность константной части иммуноглобулинов G и М связываться с неонатальным Fc-рецептором играет важную роль в контроле уровня антител в сыворотке крови и защите их от катаболизма в лизосомах эндотелия сосудов. Fc-рецептор отвечает за перенос IgG через эпителиальный и эндотелиальный барьеры, в частности, за передачу иммуноглобулинов от матери ребенку.

Антитела, вырабатываемые в организме при иммунном ответе, могут включать сразу несколько клеточных механизмов удаления чужеродного антигена и целый каскад биохимических реакций, предназначенных для этой цели. Основные функции антитела могут быть пространственно разграничены и отнесены к отдельным доменам его молекулы. Поэтому каждый домен может быть объектом для биоинженерии с целью использования (усиления/ослабления) определенной функции иммуноглобулина. 
Для увеличения эффективности терапевтических антител необходимо проводить оптимизацию их эффекторных функций в зависимости от особенностей применения. В настоящее время разработано несколько путей оптимизации эффекторных функций антител (рис. 32). 

4. Полное отключение эффекторных функций антител.

 Для этого получают различные варианты укороченных антител, которые лишены константных доменов, отвечающих за связывание с компонентом системы комплемента С1q и клетками-киллерами. Примерами укороченных антител являются антиагреганты ReoPro© (Abciximab), Монафрам®, а также блокатор ангиогенеза Lucentis©(Ranibizumab). 
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Рисунок 32. Направления модификации мышиных моноклональных антител (МАТ) для клинического применения. (1) – одноцепочечные антитела (scFv или мини-антитела) разной специфичности, состоящие из VL- и VH-доменов, связанных пептидным линкером; (2) – биспецифическое мини-антитело; (3) – димерное мини-антитело; (4) и (5) – димер и тример мини-антитела, связанные с помощью модуля барназа:барстар; (6) – конъюгат мини-антитела с биоактивным агентом, полученный генно-инженерным способом; (13) – МАТ человека с видоизмененными константными доменами;  (14) – МАТ человека с видоизмененным углеводным компонентом;  (15) – углеводный компонент  иммуноглобулина. Черным цветом обозначены гипервариабельные районы вариабельных доменов (CDR), темно-серым – мышиные антитела и фрагменты, светло-серым – человеческие, штриховкой – вариабельные домены разной специфичности (1-5) и модифицированные константные домены (13). Белый полукруг и черный треугольник – барназа и барстар соответственно. А – биоактивный агент (радиоактивный изотоп, токсин, фермент, флуоресцентный белок и т.д.) (рисунок заимствован из С. М. Деев, Е. Н. Лебеденко Современные технологии создания неприродных антител для клинического применения. Acta naturae | № 1 2009. С.33-50)

2. Переключение субкласса антител с IgG1 на IgG2. 
Константный домен IgG2 практически не связывается с клеточными рецепторами Fc-фрагментов (FcγR) клеток-киллеров, поэтому антитела этого субкласса не способны вызывать антителозависимую клеточную цитотоксичность (АЗКЦ). Примером является противораковый препарат Vectibix©(Panitumumab), специфичный к маркеру EGFR (HER 1).

5. Направленный мутагенез участков связывания константных доменов с C1q и клеточными рецепторами FcγR. 

Этот путь оптимизации эффекторных функций антител стал возможен благодаря точному картированию участков связывания FcγR на константных доменах IgG1. В настоящее время получен весь спектр мутантных МАТ от практически несвязывающихся с FcγR и C1q и потому неспособных вызвать антителозависимую клеточную цитотосичность (АЗКЦ) и комплементзависимую цитотоксичность (КЗЦ) до высокоаффинных МАТ, вызывающих весь набор реакций по этим двум механизмам. Также получен вариант МАТ, не способный связываться с C1q и потому не вызывающий каскад реакций комплемента, но сохранивший высокую аффинность связывания с рецепторами FcγR и способность вызывать АЗКЦ. 
Константные домены тяжелых цепей, как правило, гликозилированы. Углеводный компонент, который составляет всего 3 % от общей массы IgG, играет важную роль в осуществлении эффекторных функций антитела. От остова углеводного компонента зависит эффективность взаимодействия константной части IgG с рецепторами, которые опосредуют эффекторные функции. Молекула IgG содержит две разветвленные олигосахаридные цепи, каждая из которых через атом азота присоединена к остатку Asn297 в СН2-домене константной части. Гликозилирование сконструированных антител зависит от системы, в которой они получены, выбранного клона, системы выделения. «Неправильное» гликозилирование терапевтических антител, полученных в ксеногенных системах, может вызывать у человека иммунный ответ, аллергические реакции и способствовать быстрому выведению этих антител из кровотока. Известно также, что олигосахариды в составе IgG являются ключевыми компонентами для оптимального связывания константной части IgG с рецепторами FcγR, опосредствующими эффекторные функции. Недавно было показано, что удаление фукозы из углеводного компонента антитела более чем в 50 раз усиливает АКЗЦ. Снижение эффективности антител в организме по сравнению с опытами in vitro связано с ингибирующим эффектом фукозилированных иммуноглобулинов плазмы крови.

Все терапевтические антитела, допущенные к применению в клинике, производятся в настоящее время в клетках яичников китайских хомячков (линия CHO), миеломных клетках мыши NS0 и SP2/0 и мышиных гибридомах. Почти все из них имеют фукозилированный углеводный компонент и, как следствие, АКЗЦ, далекую от оптимальной. Фукозилирование углеводного компонента IgG осуществляется в клетках млекопитающих ферментом α-1,6-фукозилтрансферазой (FUT 8). Некоторые мышиные клеточные линии имеют сниженный по сравнению с клетками СНО уровень этого фермента. Однако наиболее эффективным способом удаления фукозы является необратимая инактивация гена FUT 8. Так были сконструированы клеточные линии СНО с нокаутированным геном FUT 8, позволяющие получать нефукозилированные терапевтические антитела с АКЗЦ, увеличенной в 50-100 раз. Наряду с этим, разрабатываются новые технологии, позволяющие получать МАТ с человеческим профилем гликозилирования в дрожжах, насекомых и трансгенных растениях.

Выяснение роли углеводного компонента IgG дало мощный импульс новому направлению в инженерии антител, и в настоящее время технологии конструирования антител, затрагивающие углеводный компонент, интенсивно развиваются. Это направление представляется одним из самых обещающих для конструирования следующего поколения терапевтических антител с улучшенными свойствами.
2.5 Биспецифические антитела
Природные антитела моноспецифичны, т.е. каждое антитело связываюется c антигеном только одного вида. При этом в каждой молекуле имеются две детерминанты, относящиеся к гипервариабельным участкам Н- и L-цепей, т. Е. каждая молекула может связать две молекулы антигена. Поэтому антитела являются двухвалентными. Эта способность определяется их сложной пространственной структурой, которая стабилизирована дисульфидными связями, наличием шарниров, облегчающих точную «подгонку» при одновременном связывании двух молекул антигена. Бивалентность природных иммуноглобулинов значительно увеличивает их функциональную аффинность и время удерживания на поверхностных клеточных рецепторах и других поливалентных антигенах.
Технологии инженерии антител позволяют создавать биспецифические антитела, объединяя в одной молекуле специфичность к двум разным антигенам.   Fab-фрагменты биспецифического антитела распознают разные антигены.  Такие антитела могут одновременно атаковать два разных антигена на двух разных клетках, например, один антиген на опухолевой клетке, а другой – на Т-лимфоците (рис. 33). 

Биспецифические антитела дают возможность:

1. перенацеливать клетки-киллеры на нужные мишени, в том числе  привлекать одни из самых мощных киллерных клеток – Т-лимфоциты, которые  не участвуют в процессах АЗКЦ  так как лишены FcγR;

2. усиливать специфичность нацеливания на раковую клетку и время удерживания антител на мишени за счет взаимодействия с двумя разными маркерами;

3. осуществлять двухстадийную доставку токсических агентов к мишени.
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Рисунок 33. Схема взаимодействия биспецифического антитела с двумя антигенами (рисунок заимствован из http://slipups.ru/).

Первые биспецифичные антитела были получены путем слияния двух гибридомных клеточных линий. Продуктом слияния клеток двух клеточных линий гибридом является  квадрома (рис.34). 
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Рисунок 34 Схема получения квадромы, секретирующей биспецифические антитела (рисунок заимствован  из http://slipups.ru/).
Квадрома секретирует в виде единого гибридного белка антитела с двумя специфичностями. (рис. 35).  
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Рисунок 35.  Схема молекул моноклональных антител антител, синтезируемых гибридомами А и В и квадромой (рисунок заимствован из http://slipups.ru/).

В молекуле гибридного антитела тяжелые и легкие цепи, различающиеся антиген-связывающими участками, объединяются случайным образом. В результате селекции отбирается квадрома, продуцирующая биспецифические антитела. Выбранную клетку-квадрому клонируют. Таким способом получают квадрому, которая секретирует бифункциональные иммуноглобулины, имеющие в одной молекуле два разных по специфичности центра связывания антигена и обладающие таким образом сродством к двум различным антигенам. Квадромы секретируют биспецифические антитела с хорошей стабильностью после второго реклонирования. Метод не требует использования селективных сред и пригоден для получения гибридом человека с небольшим числом В-клеток, выделенных из периферической крови. Следует отметить, что при этом продуцируется случайная смесь целевого биспецифического антитела и исходных антител, это требует последующего сложного выделения нужного варианта. Методы генной инженерии позволяют получать биспецифические моноклональные антитела и их фрагменты, обходя проблему разделения сложной смеси продуктов. Для этого традиционно используют стрептавидин-биотиновую систему. 

Для увеличения выхода биспецифических молекул были предложены следующие подходы:

*получение межвидовой квадромы мышь-крыса;

*технология «застежки-кнопки» (англ. «knob-and-holes»). В СН3-домены МАТ были введены два вида мутаций: «кнопка» – с заменой небольшого аминокислотного остатка (треонин) на объемный (тирозин) и «гнездо для кнопки» – с противоположной заменой. В результате слияния гибридов, производящих два вида антител, преимущественно образовывались биспецифические молекулы, которые могли защелкнуться с помощью «застежки-кнопки»; 

*метод химической коньюгации. К недостаткам метода относится то, что химические модификации не всегда безвредны для соединяемых антител, а также необходимость разделения получившихся вариантов.

Метод получения квадромы имеет много технологических ограничений, поэтому на сегодняшний день зарегистрировано только два биспецифических антитела – один препарат в Евросоюзе и один в США. Оба используются для иммунотерапии онкологических заболеваний.

Преимущества биспецифических антител по сравнению с обычными МАТ:

*получение антител двух специфичностей;

*повышение их аффинности и специфичности;

*сохранение антигенсвязывающих характеристик исходных родительских молекул, скомбинированных из двух половинок различных антител.

2.6 Антитела минимальные

Перспективным подходом для решения проблем, обусловленных применением мышиных антител в организме человека, может стать использование не целой молекулы антитела, а лишь ее части, отвечающей за связывание чужеродного антигена, мини-антител, которые представляют собой только вариабельные домены антител, соединенные пептидным мостиком. Мини-антитела из-за малого размера легче проникают в опухолевую ткань и в то же время обладают пониженной иммуногенностью. В отличие от «химерных», для наработки «минимальных» антител используются дешевые и биотехнологичные бактериальные продуценты. Среди мини-антител выделяют: 

*одноцепочечные антитела (single chain antibody scFv-fragments), которые получают в результате экспрессии V(H) и V(L)-участков, соединенных олигонуклеотидом, кодирующим гибкий гидрофильный пептид (наиболее часто (Gly4Ser)3-4); 

*Fv-фрагменты – нековалентно ассоциированные гетеродимеры V(H) и V(L) –доменов. Они менее стабильны, чем scFv-фрагменты. Промежуточное положение между первыми и вторыми занимают конструкции, имеющие дисульфидные связи, специально введенные в область контакта доменов; 

*V-домены (domain antibody) – вариабельные домены тяжелых цепей. Применение основано на часто встречающемся свойстве отдельного вариабельного домена тяжелой цепи сохранять специфичность и высокое сродство (10% и выше от сродства исходного полноразмерного антитела) к антигену. 

*минимальные узнающие пептиды (minimal recognition units) – наименьшие молекулы, сохраняющие способность связывать антиген, а именно аналоги CDR-участков вариабельных доменов. 
Мини-антитела обладают следующими преимуществами:

*низкой иммуногенностью;
*большей эффективностью проникновения к опухолям, чем у полноразмерных антител;
*быстрым выведением из организма (clearance);
*возможностью соединения с терапевтическими и диагностическими агентами;
*возможностью биотехнологической наработки;
*стандартностью препаратов.

К основному недостатку мини-антител относится их моновалентность. Сродство моновалентных мини-антител к мультивалентному антигену, такому как вирион, часто снижено на несколько порядков по сравнению с бивалентными полноразмерными антителам. 
Мини антитела можно получать методами фагового, дрожжевого и рибосомного дисплея. На рисунке 36 показаны типы мини-антител, полученные в настоящее время генно-инженерным методами.
При объединении вариабельных доменов нескольких различных антител образуются полиспецифичные антитела. Распространённым типом мини-антител являются Fab-фрагменты, а также их димеры F(ab’)2. Такие фрагменты можно получить ферментативным гидролизом моноклональных антител, а также методами генетической и белковой инженерии. На основе мини-антител и Fab-фрагментов создают флуоресцентные зонды для цитофлуориметрических и иммуногистохимических исследований, а также разрабатывают биосенсоры, используемые при мониторинге исследуемых молекул в реальном времени. 
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Римунок 36. Типы рекомбинантных антител и их комплексирование: а. «Минимальные» одноцепочечные антитела (scFv), состоящие из VH и VL-доменов, связанных пептидным линкером. Б. Моноспецифический димер scFv (диантитело). В. Биспецифический димер scFv (диантитело). Г. Димер биспецифических мини-антител, связанный с помощью модуля барназа-барстар. Д. Тример мини-антител, связнный с помощью модуля барназа-барстар.

(рисунок заимствован из http://worldgonesour.ru/veterinarnaya-immunologiya/ 2480-poluchenie-monoklonalnyh-bispecificheskih-i-himernyh-antitel-metodami-immunobiotehnologii.html)
Названия всех моноклональных антител оканчиваются на «–mab» (от monoclonal antibody). Если антитело получено от мыши, добавляется буква «о», и окончание у таких антител «-omab». Химерные антитела получили окончание «-ximab». Гуманизированные антитела имеют окончание «-zumab», полностью человеческие – «-umab». Например, Herceptin (моноклональное антитело применяемое при раке молочной железы) имеет название «trastuzumab». То есть это полностью человеческое моноклональное антитело. Rituxan, используемый для лечения В-клеточных лимфом, называется «ritux» так как является химерным моноклональным антителом.
2.7 Каталитические антитела
Каталитические антитела (абзимы) - это моноклональные антитела, обладающие каталитической активностью.  В настоящее время созданы искусственные абзимы, катализирующие различные химические реакции, различающиеся своими механизмами (например абзимы, гидролизующие сложноэфирные связи, ускоряющие реакции трансацилирования, образования амидных и углерод-углеродных связей, окислительно-восстановительные реакции и т.д.). В результате исследования различных биологических жидкостей установлены природные абзимы в молоке, в сыворотке крови больных аутоиммунными заболеваниями, гепатитом, СПИДом.
Принцип действия каталитических антител, как и обычных ферментов, состоит во-первых, в облегчении формирования переходного состояния молекулы субстрата, во-вторых, в создании благоприятных условий для его превращения в конечные продукты реакции. 
Для получения каталитического антитела необходимо наделить активный центр антител свойствами, характерными для активного центра фермента, и тем самым сделать возможным проявление каталитического действия. Этой цели служит антиген, в результате введения которого в процессе биосинтеза белковой молекулы в иммунном аппарате происходит формирование активного центра нужной структуры. Антиген, используемый для получения каталитических антител, состоит из двух основных частей: низкомолекулярного гаптена и высокомолекулярного носителя (доступного природного белка), например, гемоцианина моллюска Megathura crenulata (Keyhole Limpet Hemocyanin), бычьего сывороточного альбумина. 

Гаптен является фрагментом молекулы антигена, который непосредственно формирует активный центр каталитических антител. По пространственному и электронному строению гаптен должен соответствовать переходному состоянию, возникающему в процессе реакции, и обеспечивать появление у активного центра активных групп, гидрофобных зон и т.п., то есть быть аналогом переходного состояния субстрата. Для правильного дизайна гаптена следует знать: 

*структуру переходного состояния, 

*пути его возникновения и последующего распада,
*механизм реакции превращения субстрата в конечный продукт. 

Общих рекомендаций по дизайну гаптена пока нет. Например для получения абзима, катализирующего гидролиз сложных эфиров карбоновых кислот, в качестве гаптена использовали стабильный аналог переходного состояния субстрата - эфир фосфоната, имеющий сходную геометрическую и электронную конфигурацию  (рис.37). Использование эфиров фосфоната в качестве гаптенов позволило получить абзимы, обладающие каталитической активностью, сопоставимой с активностью ферментов, катализирующих гидролиз сложных эфиров.
[image: image45.jpg]T'uaponus craoHOTo 3¢hHupa KapboHOBOI
KUCJIOTHI U CTPYKTYpa 3¢upa ¢ochoHara —
aHajiora repexo/JHOTr0 COCTOSIHUS

H\O/H “'O L
= o/ ‘R

0€ COCTORAH
TeTpasgpuyeckue
CTPYKTYpbI, Sp?
O-R

MnaHapHble - p
CTPYKTYPBI, Sp? 0/7 \R

CrabuneHblid aHanor

HO-R

e OH
0=C,
—> \Rl





Рисунок 37. Гидролиз сложного эфира карбоновой кислоты и структура эфира фосфоната - аналога переходного состояния (заимствовано из http://studopedia.info/1-33526.html).

Для получения абзима, подобного по активности ферменту феррохелатазе, катализирующей заключительную стадию биосинтеза гема из протопорфирина IX, в качестве гаптена был использован N-метилпротопорфирин IX. Выбор этого соединения был основан на том, что в переходном состоянии этой реакции связывание иона Fe2+ сопровождается некоторым структурным искажением молекулы протопорфирина IX, а N-метилпротопорфирин IX (конкурентный ингибитор данной реакции) за счет метилирования одного из пиррольных колец исходно имеет искажение структуры, характерное для переходного состояния реакции. Каталитические антитела, выработанные на этот гаптен, по своей эффективности всего лишь в десять раз уступали природному ферменту феррохелатазе. Это пример абзима, каталитическое действие которого основано на стабилизации переходного состояния реакции.
Абзимы могут увеличивать скорость химической реакции не только за счет стабилизации переходного состояния, но и по механизму кислотно-основного катализа. Примером могут служить антитела, катализирующие гидролиз сложных эфиров карбоновых кислот. Механизм разрыва сложноэфирной связи включает образование переходного состояния тетраэдрической структуры с отрицательным зарядом на карбонильном атоме кислорода. 
 Основные методы генерации абзимов были предложе​ны с помощью моноклональных антител.
В настоящее время для получения абзимов применяют несколько разных подходов.

Первый подход к дизайну каталитических антител основан на использовании «химических матриц», аналогов переходных состояний реакций (transition state analogs, TSA): моноклональные антитела вырабатываются не к суб​страту непосредственно, а к стабильному аналогу его переходного состояния. В результате иммунизации животных (мышей) аналогом переходного состояния субстрата, который образуется в процесе реакции, в составе антисыворотки в смеси антител были обнаружены и каталитические антитела, абзимы (рис. 38)
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Рисунок 38. Получение абзимов иммунизацией мышей аналогом переходного состояния субстрата (заимствовано из http://edu.znate.ru/docs/913/index-13693)

Основная идея подобного механизма принадлежала еще Л. Полингу. Так были получены, например, моноклональные антитела катализарующие гидролиз карбоксильных эфиров.
Второй заключается в получении антиидиотипических антител к активным центрам ферментов. Этот подход базируется на концепции иммунологических сетей Нильса Ерни и предполагает передачу функциональной информации от белка к белку через иммунологические каскады. Подо​бный способ хорошо объясняет появление АТ-ферментов в ответ на факторы агрессии и инвазии микробов. В частности, опи​саны антитела, полученные на основе антиидиотипических антител, способные ускорять гидролиз гиалуроновой кислоты.
Третий из имеющихся способов - это введение в активные цен​тры иммуноглобулинов новых аминокислот с каталитически активными группами (серин, гистидин, триптофан, тирозин и т.д.). Он может быть осу​ществлен при помощи сайт-специфического мутагенеза в активных центрах антител. Так, в частности, Hilyard K.L. с соавторами проанализиро​вали структуру природных аспартат-протеаз и, следуя этому, замес​тили Тир32 в легкой цепи моноклонального IgG последовательно на фенилаланин, серин и аспарагин, получив эффективное катали​тическое антитело. 
Одним из наиболее естественных спо​собов получения абзимов   является прямое введение в активный центр антитела катионов металлов, нуклеофильных и электрофильных групп, кофакторов ферментов. Вводя различные металлы в молекулу моноклонального антитела получены абзимы, спообные катлизировать окислительно-востановительные и гидролитические реакции.
Абзимы рассматривают как «новый молекулярный инструмент» для изучения ревматологических и кардиологических заболеваний, болезней эндокринной системы, аутоиммунных заболеваний ЦНС, сепсиса, ВИЧ-инфекции, другой инфекционной патологии.
Абзимы можно рассматривать как эффективные иммунотерапевтические средства. Например, с помощью абзимов удалось усовершенствовать новую методику активации предшественников цитостатических препаратов непосредственно в ткани опухоли (метод лечения злокачественных опухолей, основанный на антитело-опосредованной терапии с использованием ферментов и пролекарств ADEPT- antibody-directed enzyme prodrug therapy). Сущность метода заключается в улучшенной системе направленной терапии опухолей с использованием специфического фермента и пролекарства. В этом случае химиотерапия проводится в 2 этапа. На первом этапе в опухоль вводится комплекс антитело — фермент, который направленно локализуется в опухолевых клетках за счет образования комплекса антиген-антитело. На втором этапе вводится пролекарство (prodrug), являющееся пассивным до тех пор, пока не вступит во взаимодействие с комплексом антител-ферментов. С их помощью данное пролекарство превращается в цитотоксическую форму, которая разрушает опухолевые клетки, не повреждая нормальную ткань. Входящий в комплекс фермент (обычно бактериального происхождения) может вызывать иммунный ответ в организме больного, что значительно ограничивает применимость метода. В новом способе заменили фермент на абзим (ADAPT-метод), что привело в эксперименте к гибели клеток карциномы толстого кишечника человека вследствие гидролиза предшественника цитостатического препарата с высвобождением его активной формы - азотистого иприта, обладающего выраженной цитототоксичностью.

Еще одним важным направлением в практическом использовании абзимов является разрушение ими токсических и наркотических субстанций. В связи с этим с помощью каталитических антител возможна нейтрализация различных ядов, терапия наркотической зависимости.
Для проведения терапии с помощью абзимов в организм вводят сами каталитические антитела либо вводят гаптен, который инициирует образование каталитически активных антител. На рисунке 39 приведена схема получения абзима для лечения вирусной инфекции.  В качестве антигена, против которого образуются антитела, применяется аналог переходного состояния субстрата. На мембране клетки вируса имеется белок, который с помощью фрагмента Вал-Асп-Арг полипептидной цепи, связывается с клетками человека. Если пептидную связь между Асп и Арг в этом фрагменте подвергнуть гидролитическому расщеплению, вирус теряет способность связываться с клетками человека. В процессе реакции гидролиза этой пептидной связи образуется переходное состояние субстрата, поэтому был  синтезирован аналог такого переходного состояния, который связали с белком-носителем и этим  коньюгатом провели иммунизацию человека. Антитела, образуемые к гаптену, обладали каталитической активностью и катализировали расщепление  связи Асп-Арг фрагмента Вал-Асп-Арг полипептидной цепи вирусного белка. В результате вирус потерял способность связываться с  клетками в организме человека.
Таким образом, абзимы являются  перспективными препаратами  для применения в медицине в качестве диагностических и лечебных средств.
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Рисунок 39. Получение абзимов для лечения вирусных инфекций (заимствовано из http://edu.znate.ru/docs/913/index-13693.html)

Вопросы для самопроверки знаний

1. Что такое моноклональные антитела?

2. Свойства моноклональных антител.

3. Метод получения моноклональных  антител.  

4. Что такое метаболическая селекция? Как ее применяют для получения гибридных клеток при получении моноклональных антител?

5.  Какие клетки применяют для получения гибридных клеток, синтезирующих моноклональные антитела?
6. Отличия химерных и гуманизированных  антител от обычных мышиных МАТ.

7. Биспецифические антитела, их особенности и технология получения.

8. Что такое квадрома?

9. Рекомбинантные моноклональные антитела.

10.  Области применения моноклональных антител в медицине. 

Тесты для самоконтроля

1. Моноклональные  антитела  – это: 

1. антитела, образованные против полисахаридов;

2. антитела, образованные одним клоном В-лимфоцитов против одного определенного антигена; 

3. антитела, образованные против токсина;

4. антитела, образованные клонами трех В- лимфоцитов;

5. белок, ингибирующий функцию  иммунной системы.

2. Найдите соответствие:

Компоненты среды ГАТ                             Функция

1. гипоксантин                                  а. ингибирует дегидрофолатредуктазу 

2. аминоптерин                                 б. предшественник для синтеза ДНК по  

3. тимидин                                               запасному пути

                                                            в. предшественник для синтеза пуриновых         

                                                                нуклеотидов
3. Клетки-партнеры для получения гибридных клеток, синтезирующие моноклональные антитела:

1. Т-киллер –  инактивированная В-клетка;

2. синтезрующая антитела В- клетка – мутантная миеломная клетка;

3. В-лимфоцит – Т-хелпер;

4. опухолевая клетка – Т-клетка;

5. мутантная миеломная клетка – природная миеломная клетка.
4. Гибридома –это:

1. клетка, образованная в результате пролиферации стволовой клетки; 

2. клетка иммунной системы, активирующаяся при введении антигена;

3. клетка, инфицированная вирусов;

4. клетка, образованная в результате слияния двух клеток, генетические свойства которых подобны;

5. клетка, функционирующая в нервной системе.
5. Метод получения гибридом разработан:

1. Луи Пастером

2. И.И.Мечниковым

3. Г.Келлер и Ц.Мильштейном

4. Медаваром

5. Н.Ерне и Ф.М.Бернетом.
6. Свойства моноклональных антител:

1. относятся к одному классу иммуноглобулинов;

2. относятся к разным классам иммуноглобулинов;

3. одинаковые структуры вариабельных областей;

4. синтезируются клонами разных  В-лимфоцитов;

5. узнают и связываются с несколькими эпитотами антигена;

6. имеют одинаковые аффиные свойства; 

7. связываются только с одним антигеном; 

8. гипервариабельная область   Fab-фрагмента различна.
7. Вставьте пропущенное слово: 

Для получения гибридомы, синтезирующей моноклональные антитела,  получают   .......1........., которые не синтезируют   ...2........ . Для этого в среду культивирования плазмоцитомы добавляют  токсические аналоги ....3.......  . 

а - нуклеотиды по запасному пути, б - мутантные плазмоцистомы, в - гипоксантина и  тимидина.

8. Состав среды, в которой жизнеспособны гибридные клетки, синтезирующие  моноклональные антитела: 

1. среда ГТ, гипоксантин, тимидин;

2. среда Дюлбека;

3. среда ГАТ; 

4. среда, в состав которой  входят незаменимые аминокислоты;

5. среда, в состав  которой входят  цитозин, тимидин, аденин, гуанин.
9.  Мутантная клетка, применяемая для получения гибридомы, синтезируюшей моноклональные антитела:

1. миеломная клетка с инактивированной  дегидрофолатредуктазой;

2. миеломная клетка с инактивированной  гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансферазой;

3. В-лимфоцит  с ингибированной дегидрофолатредуктазой ;

4. миеломная клетка с инактивированной  фосфорибозилдифосфатазой;

5. миеломная клетка с инактивированной  аденилаткиназой.
10. Гибридомы, синтезирующие моноклональные антитела, выделяют из смеси клеток методом:

1. метаболической селекции; 

2. микробиологической трансформации;

3. химической модификации;

4. генной инженерии;

5. хроматографии.
11. Вставьте пропущенные слова: 

Моноклональные антитела –  это антитела, образованные клоном одного ......1......, против одного  ...2........, относятся к одному классу ....3...., структура, аффинность .......4........ одинакова, узнают .......5..... .

а - антигенного детерминта, б - В-лимфоцита, в - иммуноглобулинов, г - один эпитоп, д - вариабельных участков.
12. Квадрома - это: 
1. гибридная клетка, образованная слиянием В-лимфоцитов с миеломной клеткой;

2. клетка, образованная в результате слияния двух гидридом;

3. клетка, образованная в результате слияния В- и Т-лимфоцитов;

4. клетка, образованная в результате слияния двух В-лимфоцитов;

5. клетка, образованная в результате слияния двух миелом;

13. В молекуле химерных антител:

1. белковая последовательность на 60-70% состояла из «человеческих» последовательностей аминокислот;
2. белковая последовательность на 90-95% состояла из «человеческих» последовательностей аминокислот;

3 белковая последовательность на 50% состояла из «человеческих» последовательностей аминокислот;

4. отсутствует углеводная последовательность;

5. белковая последовательность на 30-40% состояла из «человеческих» последовательностей аминокислот.
14. Моноклональные антитела используют в медицине для:

1. диагностики инфекционных болезней;

2. выделения мРНК;

3. ДНК-диагностики;

4. определения соотношения Т-хелпер и Т-киллер клеток; 

5. энзимотерапии;

6. антисенс-терапии;

7. определения иммуного статуса человека;

8. идентификации в составе жидкостей различных соединений.

15. Схема целевой доставки с помощью моноклональных антител лекарственного препарата к клетке-мишени

Найдите соотвествие:
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а- белок, расположенный на внешней стороне мембраны клетки-мишени; 

б - клетка-мишень;  в- моноклональное антитело; г- лекарственный препарат.
16. Свойства гибридом:

1. синтез ДНК осуществляется только по основному пути

2. жизнеспособны
3. ограничено время жизнеспособности
4. синтезируют антитела
5. не делятся
6. делятся неограниченно
7. осуществляют синтез пуриновых нуклеотидов по запасному пути
8. нежизнеспособны в среде ГАТ 

17. Вставьте пропущенное слово: 

В составе гуманизированных  моноклональных антител    80-95% .....1......,  5-10% - ....2..... ,  фрагмент, связывающий антиген   ......3.................. .

а - гипервариабельный  фрагмент антител  мыши; б -фрагменты иммуноглобулина человека;  в - фрагменты иммуноглобулина  мыши.
18. Вставьте пропущенные слова в схему получения моноклональных антител:

[image: image48]
А-  Мутантная миеломная клетка; б- остаются только  гибридомы;  в - ПЭГ .
19. Для выделения из смеси клеток методом метаболической селекции гибридом, синтезирующих моноклональные антитела, применяют:

1. опухолевые клетки, выращенные в среде, содержащей 8-азагуанин, токсический аналог гипоксантина; 

2. нативные опухолевые клетки;

3. опухолевые клетки человека;

4. опухолевые клетки, выращенные в среде ГАТ;

5. опухолевые клетки, выращенные в среде ГТ.  
20. Монокльные антитела используют:

1. для определения вида болезни; 

2. для ингибирования воспалительного процесса;

3. в методе определения концентрации белка в сыворотке крови; 

4. для получения гомогенных препаратов антигена;

5. в методе получения вакцин на основе антиидиотипов;

6. для лечения аллергии;

7. для определения питательных свойств пищи;

8. в иммуноферментном анализе.

21. Биспецифические антитела получают применяя:

1. гибридомы, полученные слияние  Т-лимфоцитов с миеломной клеткой;

2. гибридомы, полученные слияние  В-лимфоцитов с миеломной клеткой;

3. квадромы, полученные слияние  двух гибридом;

4. квадромы, полученные слиянием В-лимфоцитов, Т-лимфоцитов, миеломной клетки и фагоцитов;

5. квадромы, полученные слиянием двух В-лимфоцитов,  Т-лимфоцитов и миеломной клетки.

3 БИОТЕХНОЛОГИЯ  ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКИХ  ПРЕПАРАТОВ

Иммунобиологические препараты (ИБП) - это препараты, биологическое действие которых направлено на различные звенья иммунной системы и, вследствие, этого они способны изменять силу, характер и направленность иммунных реакций. К иммунобиологическим препаратам относятся: 
· иммуноцитокины

· вакцины 
· анатоксины 
· иммуноглобулины 
· сыворотки
· бактериальные препараты 
· аллергены
· бактериофаги и другие.

Иммунобиологические препараты можно получать следующими способами:
· культивированием штаммов микроорганизмов и клеток эукариот 
· экстракцией веществ из биологических тканей (включая ткани человека, животных и растений) 
· технологией рекомбинантной ДНК
· гибридомной технологией
· репродукцией живых агентов в эмбрионах или организме животных.

3.1 Иммуноцитокины
Взаимодействие клеток иммунной системы между собой осуществляется   как за счет непосредственных межклеточных контактов, так и путем секреции множества растворимых белковых факторов, называемых лимфокинами. Лимфокины представляют собой цитокины, которые координируют и регулируют функции клеток, обеспечивающих иммунный ответ. Члены цитокинового семейства молекул образуют сигнальную систему клеток.
Цитокины представляют собой физиологически активные молекулы, участвующие главным образом в формировании и регуляции защитных реакций организма при внедрении патогенов и нарушении целостности тканей, а также в регуляции ряда нормальных физиологических функций.  К цитокинам относятся интерфероны, интерлейкины, лимфотоксины, факторы некроза опухолей, факторы, модулирующие активность макрофагов и др. 
Вскоре после открытия цитокины стали исследоваться в качестве лекарственных средств. Из цитокинов первыми в медицине применение получили интерфероны, что было связано с их антивирусной активностью. Систематические испытания различных цитокинов в качестве противоопухолевых средств, стимуляторов кроветворения начали проводить с начала 80-х годов ХХ века. Определение концентрации цитокинов в крови даёт информацию о функциональной активности различных типов иммунокомпетентных клеток, о тяжести воспалительного процесса, его переходе на системный уровень и о прогнозе заболевания. 

Однако применение цитокинов в качестве лекарственных средств осложняется особенностями их физиологического действия. Цитокины являются полифункциональными соединениями, в связи с этим добиться целенаправленного эффекта от их применения без сопутствующего побочного действия бывает трудно. Цитокины представляют собой функционально взаимосвязанные соединения и образуют в организме единую систему взаимодействующих элементов - цитокиновую сеть. Поэтому введение цитокинов извне влияет на функционирование всей сети, усиливая или ослабляя выработку всех ее компонентов. Например, при введении интерлейкина-2 (ИЛ-2) наблюдается гиперпродукция фактора некроза опухоли α (ФНО-α), что может привести к развитию шока.

В настоящее время препараты цитокинов используются в нескольких областях медицины. Например, как антивирусные препараты для лечения гепатитов В и С применяются интерфероны α и β; для лечения рассеянного склероза - интерфероны β. 

Рассмотрим структуру, свойства, механизм действия и биотехнологию получения некоторых цитокинов, регулирующих реакции иммунной системы.
3.1.1 Интерферон

В 30-тых годах ХХ века стало известно, что инфицирование животных  одним вирусом обеспечивает их защиту от влияния других патогенных вирусов. Такое  явление получило название – вирусная интерференция. Айзекс и Линдеман (Национальный институт медицинских исследований в Лондоне, Англия) в 1957г. Установили, что клетки животных, подвергшиеся воздействию вируса, выделяют в среду фактор, который назвали интерфероном. В настоящее время считается, что интерферон является первым веществом защитной системы организма, направленной против влияния вирусов, бактерий, продуктов их метаболизма. Синтез интерферона может осуществляться любыми клетками человека, однако 99% интерферона синтезируется клетками крови и костного мозга. 
Для антивирусного действия интерферона характерна видовая специфичность, которая  обусловлена тем, что его синтез кодируется клеточным, а не вирусным геномом интерферона. Интерфероны, индуцированные в клетках разных видов одним и тем же вирусом, отличаются по своей антигенной структуре. Видовая специфичность интерферона не является абсолютной, он может проявлять свою активность и в клетках близкородственных видов, например, интерферон, полученный от обезьян, оказывал ингибирующее действие на репродукцию вируса в клетках человека.
Синтез интерферона в культуре клеток и клетках организма стимулируют бактерии, рикетсии, микоплазмы, полисахариды и липополисахариды бактериального происхождения, двухспиральная РНК реовирусов, репликативные формы РНК-содержащих вирусов и некоторые протеолитические ферменты.
У человека обнаружены три основных вида интерферонов  α-, β- и  γ-интерфероны (рис.40). В основу классификации интерферонов положены типы клеток, которые их выделяют. Помимо трех указанных ранее , выявлены еще два вида интерферона – ω (омега) и τ (тау), родственные α-интерферону, тау-интерферон найден только у птиц, у человека не обнаружен.  
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Рисунок 40. Строение интерферона человека: (а) – α-интерферон, (б) -  β-интерферон, (в) – γ-интерферон. (заимствовано из https://ru.wikipedia.org/wiki)
α – Интерферон синтезируется белыми кровяными клетками (лейкоцитами Т и В) под действием вирусов; β-интерферон  - под действием вирусов фибробластами; γ-интерферон синтезируется в Т-лимфоцитах под влиянием митогенов, антигенов бактерий и вирусов, А белка стафилококков,   фитогемагглютинина  и  конканавалина А;  ω-интерферон   выделяется лейкоцитами в месте вирусных инфекций и опухолей. Соответственно, α-интерферон называется лейкоцитарным интерфероном, β-интерферон – фибробластным интерфероном, γ-интерферон – иммунным интерфероном.  Все виды интерферона не только обладают антивирусным и противоопухолевым действием, но также способны активировать клетки иммунной системы, например, макрофаги.
При индукции интерферонов синтезируется два и более его видов. Так, при индукции интерферона в лимфобластах образуется 87% лейкоцитарного и 13% фибробластного интерферона, при индукции интерферона в фибробластах имеют место обратные соотношения этих вариантов интерферона. Между тремя видами интерферонов могут существовать синергические взаимодействия. Характеристика трех видов интерферона человека приведена в таблице 6.

У человека  найдено 20 генов, кодирующих α-интерферон и пока только один ген, кодирующий β –интерферон.  Установлено, что противовирусная 
активность после индукции фибробластов связана с β1–интерфероном. Что касается γ-интерферона, то встречается только один подтип этого интерферона и найден один ген, кодирующий его. Гены лейкоцитарного (ИНФ-()  и фибробластного (ИНФ-() интерферонов были выделены  (1980 г.) и установлена последовательность нуклеотидов в их полинуклеотидной цепи. Полинуклеотидная цепь гена ИНФ-( построена из 836 нуклеотидов, гена ИНФ-( - 865 нуклеотидов. 
Таблица 6.  Сравнительная характеристика интерферонов человека (заимствована из  http://www.rae.ru/monographs/137-4502)
	Свойства
	Типы интерферона

	
	α
	Β
	Γ

	Количество подтипов
	> 14
	≥ 5
	1

	Клетки-продуценты
	Лейкоциты
	Фибробласты
	Т-лимфоциты

	Индукторы
	Вирусы, бактери-альные продукты, полимеры
	Синтетические митогены
	Т-митогены, лектины, антигены

	Локализация в хромосоме
	9-я
	2-я, 5-я, 9-я
	11-я

	Длина РНК в  килобазах
	0,7-0,8
	0,7-0,8
	-

	Наличие интронов
	Нет
	1
	3

	Количество аминокислот
	166
	166
	-

	Молекулярная масса
	17500-22000
	20000
	38000-68000

	Активность (МЕ/мг белка)
	2,4·108
	2,4·108
	≥ 5·107

	Отношение к рН2,0
	Устойчив
	Устойчив
	Чувствителен

	Отношение к темпера-туре 560С в течение 1 ч
	Устойчив
	Устойчив
	Чувствителен

	Гликозилирование
	-
	+
	+

	Антигенная специфичность
	+
	+
	+

	Наиболее выраженная биологическая активность
	Противовирусная
	Иммуномодулирующая


Молекулы интерферонов являются глобулярными белками, построенными из одной полипептидной цепи, α-интерфероны – простые белки, β- и γ-интерфероны – гликопротеиды.  65% молекулы лейкоцитарного интерферона  (α-интерферона) представляют αβα-структуры, α-спирали, разделенные β-структурами.

Каждый тип интерферона характеризуется специфическими физико-химическими и серологическими свойствами. Интерфероны обладают  антивирусным, противоопухолевым, иммуномодулирующим и другими эффектами. Наиболее изучено их антивирусное действие. Показано, что для α- и β-интерферонов в основном характерен противовирусный эффект, а γ-интерферон участвует в стимуляции активности иммунной системы. Противовирусная активность α- и  β-интерферонов в 10-100 раз выше, чем у γ-интерферона, а способность γ-интерферона стимулировать активность иммунной системы в 100-100000 раз выше по сравнению с α- и β-интерферонами. ИФНγ — ключевой медиатор активации системы естественной цитотоксичности, регулирует процесс дифференцировки естественных киллерных клеток и их цитотоксическое взаимодействие с клетками-мишенями, стимулирует цитотоксические и регуляторные функции макрофагов, активирует цитотоксические лимфоциты. Под действием ИФНγ повышается продукция цитокинов, таких, как интерлейкин-1, интерлейкин-2, интерлейкин-12, ИФНβ и фактора некроза опухолей-α.
Активность интерферонов в основном направлена против вирусов и опухолевых клеток. Противовирусное действие интерферонов опосредовано индукцией: 
*олигоаденилатсинтетазы, активирующей РНК-азу L, которая разрушает вирусную РНК;  

*протеинкиназы, нарушающей начальный этап построения пептидной цепи;

*фосфодиэстеразы, разрушающей конечные нуклеотиды тРНК, что приводит к нарушению элонгации пептида.
Противовирусное действие интерферонов представлено на схеме (рис.41).
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Рисунок 41.  Механизм антивирусного действия интерферона (рисунок заимствован из  http://www.pharmagen.su/development/).
Под влянием интерферона в результате сложной цепи реакций активируется латентная РНК-аза L  вирус-инфицированной клетки.   Активная РНК-аза обеспечивает разрушение матричной и рибосомальной РНК. Последовательность действия интерферона может быть следующей. Интерферон связывается с клеточным рецептором и в клетке инициируется синтез 2',5'-олигоаденилатсинтетазы. Предполагается, что под влиянием интерферона начинается транскрипция гена, кодирующего этот фермент. Только при наличии в клетке двуспиральной РНК фермент активируется. Двуспиральная РНК  является либо продуктом процесса репликации вирусов, либо входит в состав вирусов. С участием 2',5'–олигоаденилатсинтетазы осуществляется синтез 2',5'-олигоаденилата, а в качестве субстрата – предшественника служит АТФ. Под дейсвием 2',5'-олигоаденилата активируется латентная рибонуклеаза L (РНК-аза L). Активная РНК-аза L катализирует гидролиз вирусной РНК, в результате ингибируется размножение вируса (рис.40). 
Индукция синтеза протеинкиназы приводит к ингибированию в клетке процесса трансляции. После взаимодействия интерферона со специфическим рецептором начинается экспрессия гена, кодирующего  протеинкиназу. При наличии в клетке вирусной РНК протеинкиназа активируется. Протеинкиназа  катализирует реакцию фосфорилирования фактора инициации процесса трансляции eJF-2. В клетке фактор eJF-2 существует в виде фосфорилированной неактивной молекулы и дефосфорилированной активной молекулы. Фосфорилированный eJF-2 фактор не стимулирует синтез белка в клетке. Таким образом, в вирусинфицированной клетке с участием интерферона ингибируется процесс трансляции. Это приводит к  разрушению клетки, вместе с клеткой разрушается и вирион.
Противовирусная активность интерферона может осуществляться и по другим механизмам, например, при участии в реакциях активации тРНК, метилирования ДНК,  лимитируя распространение вирусных частиц путём активации белка p53, что ведёт к апоптотической смерти инфицированной клетки и других реакциях. Установлено, что интерфероны индуцируют синтез Мх белков, которые обеспечивают устойчивость организма  к некоторым РНК-овым вирусам. Предполагается, что под действуием Мх белка нарушается транспорт вирусного генома в нужный компартмент клетки. 

Противоопухолевый эффект интерферонов связан с их способностью замедлять или подавлять рост культуры клеток и активировать противоопухолевые механизмы иммунной системы. Это свойство интерферонов было обнаружено давно и широко используется в терапевтических целях. Все противоопухолевые эффекты интерферонов делятся на прямые и непрямые. Прямые эффекты связаны с их способностью оказывать непосредственное действие на опухолевый клетки, их рост и дифференцировку, непрямые – с усилением способности иммунокомпетентных клеток обнаруживать и уничтожать атипичных клетки организма.

К прямым противоопухолевым эффектам интерферона относят: подавление синтеза РНК и белков, действия опухолевых ростовых факторов, к стимуляции созревания недифференцированных клеток и нейтрализации онковирусов, увеличению экспрессии мембранных антигенов опухолевых клеток и рецепторов к гормонам, нарушают процессы сосудообразования. В результате непрямых противоопухолевых эффектов интерферона стимулируется активность клеток иммунной системы (макрофагов, NK-клеток, Т-цитотоксических лимфоцитов), усиливается экспрессия на клетках молекул антигенов гистосовместимости I класса.

 Иммуномодулирующий эффект интерферонов проявляется в их способности регулировать взаимодействие клеток, участвующих в иммунном ответе. С участием интерферона регулируются чувствительность клеток к цитокинам, синтез иммуноглобулинов, синтез цитокинов, экспрессия антигенов HLA, экспрессия на мембранах клеток молекул главного комплекса  гистосовместимости I типа (ГКГ1), стимуляция макрофагов. 

Производство интерферона
Интерферон  является эффективным лекарственным препаратом  при различных вирусных заболеваниях и злокачественных новообразованиях. Этот белок синтезируется у различных позвоночных. Установлено что, в качестве лекарственных препаратов можно использовать только интерфероны человека, так как молекулы интерферона, выделенные от других позвоночных, характеризуются видовой специфичностью и в организме человека к ним образуются антитела. Впервые интерферон был получен из крови в Национальном медицинском институте (Лондон) в 1957 г. Айзекс и Линденманом.
Интерферон получают двумя способами:

· из прирдных источников, путем инфицирования лейкоцитов или лимфоцитов кро​ви человека безопасным вирусом, в результате чего инфицированные клетки синтезируют интерферон, который затем выделяют и создают из него препараты интерферона; 

· генно-инженерным способом — путем выращивания в производственных условиях рекомбинантных штаммов бактерий, способных продуцировать интерферон. Для этого обычно используют рекомбинантные штаммы псевдомонад, кишечной палочки со встроенными в их ДНК генами интерферона. Интерферон, полученный генно-инженерным способом, носит название рекомбинантного. 

Получение интерферона из природных источников

Альфа-интерферон. Получение α-интерферона основано на способности лейкоцитов образовывать интерферон под действием вируса. Лейкоциты не размножаются в условиях культуры, однако если их трансформировать в лимфобластоидные клетки, они приобретают способность расти и размножаться in vitro. Известны способы получения лейкоцитарного интерферона человека из лейкоцитов донорской крови человека, индуцированных вирусами и другими индукторами.

В Японии начиная с 1980 года осуществляется промышленное производство альфа-интерферона с применением культуры лимфобластоидных клеток. Лейкоциты периферической крови человека культивируют на специальной питательной среде, содержащей сыворотку крови человека и вирус Сендай, при 37 ˚C в течение 16–20 ч.  Присутствие вируса Сендай в культуре стимулирует синтез интерферона. После окончания культивирования снижают рН среды до 2,5 для инактивации вируса. Затем  отделяют лейкоциты центрифугированием. Интерферон, находящийся в надосадочной жидкости, осаждают сульфатом аммония,  очищают и концентрируют хроматографией на сефадексах либо аффинной хроматографией, с использованием моноклональных антител.
Основным недостатком этих способов получения интерферонов являются вероятность контаминации конечного продукта вирусами человека, такими как вирус гепатитов В и С, вируса иммунодефицита и др.

Бета-интерферон. Для промышленного производства β-интерферона пригодны фибробласты, так как они растут в условиях культивирования. Метод промышленного получения β-интерферона был разработан в Англии. Фибробласты, выделенные из ткани плода человека, выращивали в условиях культуры. Трудность культивирования фибробластов состоит в том, что они растут в виде монослоя, что значительно понижает выход интерферона. Для решения данной проблемы в среду культивирования вносят микроскопические частицы. Клетки фибробластов связываются с ними и монослой клеток не образуется. В результате выход β-интерферона повышается. В качестве стимулятора синтеза интерферона используют двухцепочечную РНК. Клетки-продуценты культивируют 2–3 суток, β-интерферон накапливается в культуральной жидкости (1 мг/10 л), его выделяют и очищают методами хроматографии. 
Ограничения этой технологии связаны с тем, что из 1 л крови человека  выделяют 1 мкг интерферона, только 1 дозу для инъекции больным. Это связано с низкой концентрацией  интерферона в составе крови человека (в пределах 10-9 – 10-12 г). Таким образом, при использовании крови в качестве источника выход интерферона очень низкий, стоимость препарата очень высокая, кроме того чистота препарата недостаточная. Конечный препарат  интерферона может быть загрязнен вирусами человека, такими как вирус иммунодефицита, вирус гепатита В и С и другими.

Генно-инженерные методы получения интерферона

Для промышленного производства интерферона  перспективным является генно-инженерный метод. Для этого конструируют штаммы-продуценты микроорганизмов, способные синтезировать интерферон человека (рис.42). Эти штаммы-продуценты используют в производстве интерферона. 
Оcновная трудность генно-инженерного метода получения интерферона обусловлена тем, что в смеси клеточной  мРНК, содержание мРНК, кодирующей интерферон около 0,1 %. В связи с этим выделить мРНК интерферона очень сложная задача. Эту проблему удалось решить используя метод обратной транскрипции.  
Рассмотрим схему метода получения рекомбинантного интерферона человека.

- Индуцируют синтез интерферона в клетках, например лейкоцитах, и выделяют препарат суммарной мРНК клетки, в состав которой входит и мРНК интерферона. На основе суммарной мРНК осуществляют обратную 
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Рисунок 42.  Схема встраивания в ДНК бактерии гена человека, определяю-щего синтез интерферона (заимствовано из http:// blgy.ru/biology10/ biotechnology)
транскрипцию и получают суммарную кДНК. В составе суммарной кДНК уровень кДНК интерферона составляет около 0,1%.
· Методом  гибридизации проводят селекцию библиотеки генов человека и из препарата суммарной кДНК удаляют более 90% ненужных генов. 
· Препарат, обогащенный кДНК интерферона, клонируют, методом гибридизации находят кДНК интерферона и выделяют его. 
· кДНК интерферона вводят в  векторную плазмиду с участием ферментов рестриктаз и лигаз и получают рекомбинантную ДНК, содержащую ДНК вектора с генетическими маркерами и кДНК, кодирующей синтез интерферона.  Затем добавляют регуляторные элементы бактерий, которые контролируют процессы транскрипции и трансляции в клетках бактерий. 

· Полученная кДНК содержит полную информацию о структуре молекулы предшественника интерферона, на N-конце которого располагается сигнальный пептид.

Интерфероны синтезируются в клетке организма в виде предшественников, содержащих на N-конце полипептидной цепи сигнальный пептид, который затем отщепляется и, в результате, образуется зрелый интерферон, обладающий полной биологической активностью. 
В клетках бактерий отсутствует фермент, с помощью которого предшественник превращается в зрелый (активный) интерферон. Поэтому, в плазмиду бактерий надо вводить только участок гена, кодирующий активный интерферон, молекулу интерферона без сигнального пептида на N-конце. Эта проблема была решена следующим образом. В молекуле гена, кодирующего интерферон, имеются три участка, гидролиз которых катализируется Sau 3А1 рестриктазой. Один из этих участков располагается рядом с участком, кодирующим сигнальный пептид. С помощью Sau 3А1 рестриктазы в результате ограниченного гидролиза был получен участок гена, кодирующий активный интерферон, без сигнального пептида. Однако, в результате действия Sau 3А1 рестриктазы вместе с участком, кодирующим сигнальный пептид, отщепляется  триплет АТG, кодирующий цистеин. Поэтому в результате экспрессии была получена молекула интерферона без цистеина на N-конце. Для получения полной нуклеотидной последовательности гена интерферона химическим синтезом получили олигонуклеотид, который состоял из АТG триплета, кодирующего цистеин, и триплета АТG, определяющего точку инициации синтеза белка. Синтезированный олигонуклеотид  присоединили к участку зрелого гена интерферона и получили полный ген, кодируюший активный интерферон. Реконструированный ген, кодирующий активный интерферон, ввели в плазмиду рядом с участком ДНК-промотора, обеспечивающим начало синтеза мРНК, плазмиду трансформировали в клетки E.colі (рис.43). 
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Рисунок 43. Схема рекомбинантной плазмиды, обусловливающей синтез интерферона человека в Е. coli (заимствовано из http:// poznayka.org/s69335t1. Html)
Трансформированные клетки E.colі способны синтезировать активный интерферон. Экстракты клеток E.colі проявляли антивирусную активность, следовательно в составе экстрактов клеток было вещество, которое проявляло вирусинактивирующее влияние. Это вещество было выделено, исследованы его свойства, которые сравнили со свойствами интерферона, выделенного из крови человека. Результаты проведенных исследований показали, что физико-химические свойства препарата, полученного генно-инженерным методом подобны по физико-химическим свойствам природному интерферону. Таким образом, генно-инженерным методом сконструированы бактерии, способные синтезировать интерферон. Способность сконструированных бактерий синтезировать интерферон высокая.  При наличии в 1 л  суспензии 1011  клеток бактерий  возможен синтез 5 мг интерферона. В то же время из 1 л крови выделяется только 1 мкг интерферона, т.е. выход продукта в случае генно-инженерного метода  в 5000 раз выше. 
Для очистки препарата интерферона применяют хроматографические методы, в том числе аффинную хроматграфию с использованием моноклональных антител. Для создания сорбента, моноклональные антитела  связывают  с полисахаридными шариками, которыми заполняют колонки. Аффинная хроматография с применением этих колонок позволяет очищать препарат интерферона в 5000 раз.
В настоящее время в различных лабораториях генно-инженерным методом  сконструированы бактериальные штаммы, синтезирующие α, β, γ-интерфероны. 
Для конструирования штаммов-продуцентов интерферона используют различные конструкции штаммов Pichia pastoris, Pseudomonas putida  и  Escherichia coli. Наиболее продуктивным продуцентом для получения интерферона являются штаммы Escherichia coli. Применение в качестве продуцента интерферона штаммов P.pastoris и Ps.putida сталкивается с рядом недостатков. Так, в случае P.pastoris это крайне сложные условия ферментации этого типа дрожжей, необходимость строго поддерживать концентрацию индуктора, в частности метанола, в процессе биосинтеза, в случае Ps.putida таким препятствием является сложность процесса ферментации при низком уровне экспрессии (10 мг интерферона на 1 л культуральной среды). 

На основе большого количества плазмид созданы  штаммы E. Coli, экспрессирующие интерферон, например штамм  E. Coli  pINF- AP2 (SU 1312961), штамм Е. Coli pINF- F-Pa (AU 1312962), штамм E.сoli SG 20050 с плазмидой p280/21FN, штамм E.сoli SG 20050 с плазмидой pINF14 (SU 1703691), штамм E.coli SG 20050 с плазмидой pINF16 (RU 2054041. Недостатком технологий, основанных на использовании этих штаммов, является их нестабильность и недостаточный уровень экспрессии интерферона.
Первым недостатком рекомбинантных продуцентов на основе  Е.coli было то, что в клетках Е. coli отсутствует аппарат гликозилирования эукариотических белков. Это приводит к синтезу негликозилированных молекул, роль гликозилирования для функции β- и γ-интерферонов пока не выяснена. Хотя негликозилированные β- и γ-интерфероны сохраняют противовирусную активность, применение их в медицинской практике требует осторожного подхода. В связи с этим, гены интерферонов клонированы в клетки дрожжей и высших эукариот, способных осуществлять гликозилирование.

Вторым недостатком рекомбинантных продуцентов на основе  Е.coli является то, что продукт накапливается внутриклеточно, это осложняет его выделение и очистку.  Перспективными продуцентами рекомбинантных белков оказались бактерии Bacillus subtilis и Pseudomonas aeruginasa, способные секретировать белки в окружающую среду. Хорошим продуцентом генно-инженерного интерферона являются дрожжи Saccharomyces cerevisiae. Клетки Saccharomyces cervisiae растут на дешевых средах, легче отделяются от культуральной жидкости и не подвергаются действию бактериофагов. Присоединение углеводных групп (гликозилирование) в них осуществляется по тому же механизму, что и в клетках животных.

Синтез лейкоцитарного интерферона человека с помощью генетически сконструированных клеток дрожжей Saccharoтyces cerevisiae впервые был осуществлен в 1981 г. В США. Полученная эффективная экспрессия гена LeIF и замена бактерий клетками дрожжей позволили увеличить производство интерферона в 10 раз.
Специалисты корпорации «Генетек» в 1981 г. Выяснили последовательность нуклеотидов молекулы гена, кодирующего (-интерферон. В результате было установлено, что ген, кодидующий (-интерферон, отличается от генов, кодирующих (- и (-интерфероны. В состав гена (-интерферона входит 3 интрона и 4 экзона, в составе генов (- и (-интерферонов интроны не найдены. В связи с этим в клетках бактерий экспрессия генов (- и (-интерферона осуществляется, а экспрессия гена (-интерферона не происходит.

Ген (-интерферона был выделен и клонирован специалистами Института Кюри (Париж, 1982 г.) и фармацевтических компаний «Трансжен» (Страсбург) и «Руссель-Юклаф». Ген проявлял способность кодировать синтез (-интерферона при введении в ооциты. Специалисты компании «Santory» (Япония 1982 г)  осуществили химический синтез гена (-интерферона, содержащего интроны, затем клонировали ген вместе с интронами в клетках E.colі.  Фармацевтическая компания «Imperial Chemical Industries» (Англия) совместно с исследователями школы биологических наук университета Лестер синтезировали в 1982 г ген, кодирующий лейкоцитарный интерферон, молекула которого состояла из 514 н.п. Затем синтезированный ген ввели в плазмиду, которую трансформировали в клетки E.colі и M.hrylophіlus. В результате  экспрессии этого гена получили (1-интерферон, который, не отличался по своим свойствам от природного (1-интерферона.
Ген лейкоцитарного (2-интерферона  человека был получен химико-ферментативным синтезом (Колосов,Сандахчев и др., 1982 г). К гену присоединили участки, контролирующие генную экспрессию, среднестатистический промотор, lac-оперон E.сolі, операторы, участок связывания рибосомы. Ген, полученный химическим синтезом, кодировал полипептидную цепь (-интерферона, состоящую из 165 аминокислотных остатка.

В настоящее время гены интерферона высших эукариот клонированы в клетках дрожжей и высших эукариот.  Эти клетки стали основой для метода промышленного производства (- и (-интерферона. При использовании полученных генно-инженерным методом микроорганизмов затраты для производства интерферона по сравнению с методом,  основанным на  культуре клеток, в 100 раз ниже. 

Рекомбинантный интерферон нашел широкое применение в медицине как профилактическое и лечебное средство при вирусных инфекциях, новообразованиях и при иммунодефицитах.

С помощью генно-инженерных методов можно вводить изменения в любой участок гена интерферона или синтезировать новый ген. Это дает возможность глубже понять механизм действия интерферона, выяснить многие явления, связанные с интерферонами, позволит создавать новые лекарственные средства для лечения пока неизлечимых тяжелых заболеваний.

         Получение гибридных интерферонов. 
Члены семейства ИНФα различаются по степени и специфичности своей противовирусной активности. Были проведены исследования с целью получения гибридного интерферона α со свойствами, отличными от свойств каждого из исходных белков. Вначале получили гибридные гены. Для этого гены, кодирующие два типа (-интерферона, разрезали эндонуклеазой рестрикции в определенных участках и выделяли N- и С-концевые части молекулы. Затем соединили N-концевой участок первого гена и С-концевой участок второго гена, N-концевой участок второго гена и С-концевой участок первого гена. Полученные гибридные гены вводили в клетки бактерий или дрожжей. Клетки, трансформированные гибридными генами, синтезировали и экспрессировали гибридные интерфероны. Свойства полученных гибридных интерферонов отличались от свойств нативных (-интерферонов. Таким образом была показана  возможность получения новых  медицинских препаратов. 
Применение интерферона в медицине 
Интерфероны представляя собой биологически активные вещества, обладающие высокой антивирусной активностью находят широкое применение в медицинской практике. Так, интерферон проявляет  активность против опухолей, в том числе остеосарком (злокачественная опухоль  ткани кости), меланомы, некоторых типов лимфомы, опухолей мозга и легких.
Препараты интерферона применяют при лечении и профилактики всех респираторных заболеваний, большинства онкозаболеваний, для лечения многих вирусных заболеваний и гриппа. Применение интерферона в лечении гепатита В и С связано с тем, что интерферон ограничивает развитие вируса, препятствует возникновению цирроза и исключает смертельный исход. Длительный прием интерферона может приводить к тому, что в организме начинают вырабатываться антитела к интерферону, это делает его неспособным к борьбе с вирусами. Причиной такого побочного действия является наличие альбумина в препаратах на основе интерферона.

α-Интерферон – первый цитокин, который поступил на рынок, он является эффективным лекарственным средством для лечения многих опухолей и вирусных инфекций (табл.6)
Таблица 6.  Препараты интерферона, применяемые в медицине (заимствовано из http://bibliofond.ru/view.aspx?id=458557#1)

	Название препарата
	Подтип ИНФ
	Способ получения
	Фармакологическое действие
	Показания к применению

	Интерферон
	α
	Биосинтез в культуре лейкоцитов донорской крови под воздействием вирусов
	Антивирусное, иммуномодулирующее, антипролиферативное
	Вирусные заболева-ния, лейкоз, злокачест-венная меланома, рак почек, карциноидный синдром

	Интерлок
	α
	Биосинтез в культуре лейкоцитов донор-ской крови под воздействием парамиковирусов
	Подавляет жизнедеятельность ряда вирусов
	Вирусные заболевания глаз, гепатиты

	Интерферон альфа-2
	α2
	Рекомбинантный
	Антивирусное, иммуномодулирующее, ингибирует пролиферацию большого спектра опухолевых клеток
	Эпителиальная форма острой и рецидивиру-ющей вирусной инфе-кции глаз; онкологи-ческие заболевания

	Интерферон альфа-2а
	α2а
	Рекомбинантный. Белок, содержащий 165 аминокислот
	Противовирусная, противоопухолевая активность
	Лейкемический ретикулоэндотелиоз, саркома капоши, рак почки, мочевого пузыря, меланома, опоясывающий лишай

	Реаферон
	α2
	Рекомбинанатный ИНФ, продуцируемый бактериальным штаммом псевдо-монады, в генетичес-кий аппарат которой встроен ген человеческого лейкоцитарного ИНФ α2. Идентичен чело-веческому лейкоци-тарному ИНФ α2.
	Противовирусная, иммуномодулирующая, противоопухолевая активность
	Вирусные, опухолевые заболевания

	Интерферон альфа – n1
	αn1
	Высокоочищенный человеческий ИНФ
	Противовирусная
	Хронический активый инфекционный гепатит В

	Инреферон бета
	β
	Суперпродукция фибробластов человека стимулятором в присутствии ингибиторов обменных процессов
	Противовирусная, иммуномодулирующая, противоопухолевая активность
	Хронические вирусные инфекции в офтальмо-логии, гинекологии и урологии, дерматологии, гепатологии, онкологии

	Интерферон гамма
	γ
	Рекомбинантный
	Противовирусная, иммуномодулирующая, противоопухолевая активность
	Хронические гранулематозные заболевания


В настоящее время интерферон примененяют при лечении различных заболеваний, в том числе, простудных заболеваний, вирусного гепатита,

рассеянного склероза, злокачественной опухоли ткани кости, миеломы, некоторых других опухолей, энцефалита, бешенства, герпеса и др.

В США, Швейцарии, Германии, Японии, Англии на основе  штаммов E. colі осуществлено промышленное производство интерферонов. Так, в Японии применяя культуру фиблобластов человека, разработана технология промышленного получения  противоопухолевого препарата (-интерферона, на основе рекомбинантной ДНК внедрена технология получения (-интерферона. В США в 1986 году дано разрешение на продажу и клиническое использование рекомбинантного лейкоцитарного интерферона человека швейцарской фирме «Хофман-Ла Рош», американским  фирмам "Биоген", "Генетек", "Шери-Плау". Официальное название рекомбинантного интерферона, полученного в России «Реаферон». Производство этого препарата во многом эффективнее и дешевле, чем лейкоцитарного.
В настоящее время выпускаются коммерческие препараты: человеческий лейкоцитарный, лимфобластный «Велферон» (Wellferon), фибробластный (Ферон); интерферон и интерфероны, полученные генно-инженерными методами: рекомбинантные альфа- (Роферон, Реальдерон и другие), бета- и гамма-интерферон (Гаммаферон).

        3.1.2 Интерлейкины

Интерлейкины – это белки семейства цитокинов, синтезируемые лейкоцитами и осуществляющие контроль иммунных реакций. Они способны стимулировать рост клеток, их деление, а также дифференцировку. Эти белки не хранятся в клетках организма, а секретируются при возникновении стимулирующего фактора, например, инфекции. 
В настоящее время описано более 35 видов интерлейкинов, каждый из которых выполняет свою задачу. Они являются посредниками во взаимодействиях клеток, регулируют пролиферацию, дифференцировку, функциональную активность клеток иммунной системы и некоторых других клеточных линий, участвуют в формировании воспалительной реакции, развитии иммунного ответа при внедрении микроорганизма в организм, формировании противоопухолевого иммунитета.  Рассмотрим кратко характеристику некоторых интерлейкинов, функционирующих в иммунной системе. 

Интерлейкин-1 (ИЛ-1) - важный компонент цитокиновой регуляции всего процесса активации защитных реакций организма, один из его ключевых медиаторов (рис. 44). 
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Рисунок 44. Участие интерлейкина-1 в защитных реакциях организма: плейротропность эффектов (заимствовано из http://lib.znate.ru/docs/index-178916.html).
ИЛ-1 является универсальным регулятором различных физиологиче​ских и патологических процессов, регулирует про​цессы пролиферации, дифференцировки и функциональной ак​тивности клеток иммунной системы, считается центральным ранним «провоспалительным» цитокином, в компетенцию его входит регуляция кро​ветворения и иммуногенеза и реализация местной и системной воспалительной реакции организма. Он активирует практически все типы клеток, участвующие в формировании воспалительной реакции, включая фибробласты, эндотелиоциты, резидентные макрофаги и все типы лейкоцитов крови (рис.45).  
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Рисунок 45. Типы клеток, активируемые интерлейкином-1 (заимствовано из http://lib.znate.ru/docs/index-178916.html)

Интерлейкин-1 индуцирует продукцию ИЛ-6, ИЛ-8 и ИЛ-12, чем обеспечивается каскадный характер цитокинового контроля иммунной системы. Существуют две формы   молекул интерлейкина-1: ИЛ-1α (рис.46а), ИЛ-1β  (рис.46б). ИЛ-1α и ИЛ-1β кодируются разными, тесно сцепленными генами, гомология их белковой структуры 26%. ИЛ -1α и ИЛ -1 β конкурируют за один и тот же рецептор. Преобладающей формой интерлейкина-1 является ИЛ-1 β.
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Рисунок 46. Структура молекулы (а) - интерлейкина-1α , (б )- интерлейкина-1β (заимствовано из https://ru.wikipedia.org/wiki/) 

Продуцентами ИЛ-1 являются фагоцитирующие мононуклеары различной тканевой локализации: макрофаги и моноциты периферической крови, купферовские клетки печени, клетки микроглии нервной ткани, эндотелиальные и эпителиальные клетки, кератиноциты, фибробласты. Способностью синтезировать ИЛ-1 обладают также В-лимфоциты и Т-лимфоциты, НК-клетки нейтрофилы. В интактном состоянии эти клетки не продуцируют ИЛ-1 и не содержат его мРНК. Экспрессия гена ИЛ-1 с образованием активного белка начинается только после активации клеток. Стимуляторами синтеза ИЛ-1 являются эндотоксин грамотрицательных бактерий, грамположительные бактерии, стимуляторы фагоцитоза, вирусы, иммунные комплексы, УФ-облучение, и другие индукторы воспаления. Секреция ИЛ-1 этими клеткми подавляется глюкокортикоидами и некоторыми простагландинами.

Все представители семейства ИЛ-1 – это индуцибельные белки, синтез которых на​чинается в ответ на повреждение тканей и/или внедрение микроорганизмов. С участием интерлейкина-1 запускается комплекс защитных реакций, составляющих первую линию обороны организма. Одно из главных свойств ИЛ-1 заключается в его способности одновременно стимулировать функции и увеличивать число лейкоцитов. Это свойство ИЛ-1, связанное с необходимостью восполнения пула лейкоцитов для борьбы с внедрившимися возбудителями, послужило отправной точкой для обоснования использования ИЛ-1 как лекарственного средства. Англий​ская компания Celltech Ltd. и японская Sakyo Company предла​гают использовать синтезированный генно-инженерными бактериями интерлейкин-1, наряду с фактором нек​роза опухолей, для лечения ряда опухолевых заболеваний.

Интерлейкин-2 человека – впервые был обнаружен в 1976 году в культуральной жидкости лимфоцитов, стимулированных митогенами, по способности длительно поддерживать in vitro рост Т-клеток. ИЛ-2 -  гидрофобный гликопротеин, молекула которого, представляет собой одноцепочечный полипептид, состоящий из 133 аминокислотных остатков, молекулярной массой 15420 Да. В организме интерлейкин-2 синтезируется в виде предшественника, полипептида, содержащего 153 аминокислотных остатка, который после удаления сигнального пептида превращается в активную форму. По данным изоэлектрофокусирования данный белок представлен несколькими биологически активными формами, отличающимися друг от друга зарядом в связи с разной степенью гликозилирования молекул в посттрансляционный период. Углеводный компонент молекулы ИЛ-2 в условиях  in vitro не важен для его биологической активности. Однако, возможно, что гликозилирование имеет значение для функционирования ИЛ-2 in vivo. В молекуле ИЛ-2 нет потенциальных сайтов N-гликозилирования, но возможно гликозилирование через О-связь треонина в положении 3. Гликозилирование по этому положению подтверждено экспериментально. Присоединяемая углеводная цепь состоит, в основном, из N-ацетил-D-галактозамина, N-ацетил-нейраминовой кислоты и галактозы. Различия в структуре углеводной цепи определяют гетерогенность молекулы ИЛ-2 по размерам и заряду.
ИЛ-2 человека кодируется одним геном, расположенным в 4-й хромосоме, включающим 6684 пар нуклеотидов, и состоит из 4-х экзонов и 3-х интронов.

Методом рентгеноструктурного анализа определена пространственная структура интерлейкина-2, для этого получены кристаллы этого белка.  Молекула интерлейкина-2 является альфа-спиральным белком и построена из 5  (-спиральных участков (А, В, С, D, Е) (рис.47).  
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[image: image59]
В полипептидной цепи ИЛ-2 имеются три цистеиновых остатка в положениях 58, 105 и 125 (Cys58, Cys105 и Cys125 соответственно), Наибольшей биологической активностью обладает молекула ИЛ-2, имеющая дисульфидную связь Cys58/Cys105 и свободную сульфгидрильную группу в положении 125. 
Т-лимфоциты являются единственными клетками, которые способны экс-прессировать ген ИЛ-2. Этот процесс строго контролируется антиген-распо- знающим комплексом Т-лимфоцитов. ИЛ-2 секретируется, в основном, T(CD4+) -хелперами, стимулированными антигеном, лектинами, ИЛ1 или ИЛ6 (90% продукции эндогенного ИЛ-2) и цитотоксические СD8+ лимфоциты (10% продукции эндогенного ИЛ-2).
Интерлейкин 2 играет важную роль в реализации механизмов иммунного ответа. Он обладает способностью воздействовать на иммунокомпетентные клетки. В основном, это активированные Т- и В-лимфоциты и NK-клетки, для которых он является фактором роста и дифференцировки (рис. 48). ИЛ-2 воздействует также на моноциты, несущие рецептор для ИЛ-2 на своей поверхности, усиливая генерацию активных форм кислорода и перекисей.
В результате действия активированного интерлейкина-2:

- индуцируется пролифера​ция различных субпопуляций Т-лимфоцитов — Т-киллеров, Т-хелперов, Т-супрессоров, созревают цитотоксические Т-лимфоциты;

- индуцируется пролиферация и дифференцировка В-лимфоцитов, продуцентов антител, стимулируется их способность к секреции антител; 
- усиливается функция моноцитов и НК-клеток;  
- стимулируется выработка гамма-интерферона, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-8, фактора некроза опухолей;

- созревают антиген неспецифические лимфокин активированные киллеры.  
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Рисунок 48. Клетки-мишени иммунной системы для ИЛ-2 (заимствовано из http://vet.biotech.spb.ru/main.php?menu=place).

Под влиянием интерлейкина-2 из Т-лимфоцитов высво​бождаются регуляторные белки - лимфокины, активирующие звенья иммунной системы, синтезируются другие интерлейкины, активируются НК клетки и находятся постоянно в активном состоянии.
Рецепторы для ИЛ-2, расположенные на поверхности активных Т-лимфоцитов, найдены у активированных В-лимфоцитов и макрофагов. В состоянии покоя рецепторы, связывающие ИЛ-2, не найдены на поверхности Т-клеток. Выяснилось, что при постоянном присутствии ИЛ-2 в культуре Т-клетки деляться неограничено. Этим методом можно получить специфические для каждого антигена типы Т-клеток – Т-хелпер клетки, цитотоксические Т- лимфоциты или Т-супрессоры. Под влиянием антигена и ИЛ-2 на Т-клетках увеличивается число рецепторов ИЛ-2, при уменьшении концентрации  антигена - снижается. Вместе с этим понижается способность  клетки взаимодействовать с ИЛ-2. В НК клетках постоянно синтезируется полипептидная цепь (75 кДа) рецептора к ИЛ-2, тогда как, специфических рецепторов, связывающих антиген, на поверхности НК клеток нет. 

Интерлейкин-3 - колониестимулирующий фактор. Продуцентами ИЛ-3 являются активированные Т-хелперы, эпителиальные клетки тимуса, тканевые базофилы. Показано участие ИЛ-3 в гематопоэзе. ИЛ-3 - усиливая гранулоцитарный колониестимулирущий фактор, способствует продукции нейтрофилов и эритроцитов при содействии эритропоэтина. 
     Интерлейкин-4 (рис. 49 а) – фактор, способный усиливать синтез ДНК в покоящихся В-клетках. Это гликопротеид с молекулярной массой 20000 вызывающий широкий спектр биологических эффектов. С помощью клонирования ДНК было установлено его плейотропное действие, которое не ограничивается влиянием только на В-клетки. Основной клеткой-продуцентом ИЛ-4 является активированная хелперная Т- клетка (Th 2). ИЛ-4 переключает синтез IgGl на синтез IgE и IgG4, при поддержке других цитокинов активирует пролиферацию тканевых базофилов, усиливает пролиферацию В-клеток, повышает экспрессию рецепторов к Fc-фрагментам IgE на базофилах двух типов, усиливает экспрессия молекул ГКГ класса II на макрофагах и В-клетках. 

Интерлейкин-5 (рис.49 б) также называют эозинофильным колониестимулирующим фактором, который вырабатывают Т-хелперы (Th2). ИЛ-5 представляет собой гомодимер с молекулярным весом 45-50кДа. 115 аминокислотных остатка приходится на пептидную часть одной цепи. Вариабельность ИЛ-5 связана с разной степенью гликозилирования белка, синтезируемого в различных типах клеток. ИЛ-5 индуцирует хемотаксис, дифференцировку и активацию эозинофилов, способствует повышению жизнеспособности эозинофилов, усиливает пролиферацию и дифференцировку В-лимфоцитов, индуцированных ИЛ-5, повышает продукцию и экспрессию рецептора к указанному фактору на эозинофилах. 

Интерлейкин-6 (рис.49 в) представляет собой белок- регулятор иммунных и воспалительных реакций, один из важнейших медиаторов острой фазы воспаления. Его продуцируют: макрофаги, фибробласты, Т и В-лимфоциты, эндотелиальные клетки, эпидермальные клетки, хондроциты, микроглиальные клетки, остеоциты.  
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Рисунок 49. Структура а - интерлейкина-4 (заимствовано из http://ru.wikipe-dia.org/wiki/Интерлейкин_4), б – интерлейкина- 5 (заимствовано из http://im-muninfo.ru/immunologiya/citokiny), в - интерлейкина -6 (заимствовано из https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_6 )

Под воздействием ИЛ-6:

· усиливается продукция кортикотропина и белков острой фазы; 
· индуцируется лихорадка; 
· усиливается терминальная дифференцировка В-лимфоцитов и продукция антител. 
Интерлейкин-10 является супрессорным фактором и относится к антивоспалительным цитокинам. Вырабатывается, преимущественно, Т-хелперами 2-го типа. ИЛ-10 подавляет функцию моноцитов, Т-хелперов 1-го типа и натуральных киллеров, снижает продукцию гамма-интерферона, ИЛ-1, фактора некроза опухоли ИЛ-8, повышает пролиферацию тканевых базофилов, а также усиливает деление и рост В-лимфоцитов. 
Интерлейкин-12 - гетеродимерный протеин с молекулярной массой 75 кД (мономеры 35 и 40 кД), который продуцируется активированными макрофагами, дендритными клетками, В-клетками и нейтрофилами.  ИЛ-12 стимулирует пролиферацию и цитолитическую активность Т- и НК-клеток, продукцию гамма-интерферона, активирует Т-хелперы, тем самым генерируя клеточный иммунитет против патогенных микробов и опухолевых клеток. В синергизме с ИЛ-3 и фактором роста стволовых клеток ИЛ-12 стимулирует пролиферацию ранних предшественников гемопоэза, в комбинации с ИЛ-11 и фактором стволовых клеток ускоряет образование мультилинейных колоний клетками-предшественниками гемопоэза.  Под влиянием ИЛ-12 увеличивается цитолитическая активность лимфоцитов против опухолевых клеток, ингибируется ангиогенез.

        Биотехнологическое получение интерлейкинов
Природным источником интерлейкинов являются кровь, лимфа, лимфоузлы, молозиво. Процесс получения интерлейкинов из крови, лимфы, лимфоузлов трудоемкий и дорогостоящий, кроме того, применение полученного продукта довольно опасно, так как несет за собой массу побочных эффектов. Выделение интерлейкинов из молозива более продуктивно и получаемый продукт абсолютно безопасен.

В качестве продуцентов интерлейкинов используют:

· культуры нормальных лимфоцитов или макрофагов;
· клоны трансформированных (опухолевых)  клеток;
· Т-клеточные гибридомы (продукты гибридизации опухолевых лимфоцитов, способные к нормальному росту и Т-клетки, синтезирующие определенный интерлейкин);
· рекомбинантные микробные клетки, полученные методами генной инженерии.

Процесс получения интерлейкинов из природных источников осуществляется следующим образом:

- продуценты культивируют in vitro в сосудах определенного объема; 
- интерлейкин выделяют из культуральной среды, концентрируют и очищают биохимическими методами, например аффинной хроматографией, применяя моноклональные антитела.
Для увеличения выхода интерлейкинов, культуры клеток стимулируют митогенами, веществами, вызывающими митотическое деление клеток. В качестве митогенов обычно применяют глобулярные растительные белки, например фитогемагглютинин, или компонент клеточной стенки бактерий – мурамилдипептид.

Для создания рекомбинантных микроорганизмов – продуцентов интерлейкина, гены, контролирующие их синтез, вводят в составе вектора в микробную клетку. Рекомбинантные клетки выделяют и размножают клон рекомбинантов. Полученный рекомбинантный микроорганизм-продуцент культивируют с целью накопления интерлейкина.
В качестве рекомбинантных продуцентов интерлейкина используют: 
· клетки E.coli (ИЛ 1, ИЛ-2); 
· дрожжи-сахаромицеты (ИЛ-2).

Дрожжи являются более удобным продуцентом, т.к. клетки E.coli накапливают интерлейкин внутриклеточно, а дрожжи выделяют его в окружающую среду, поэтому полученный интерлейкин легче отделяется от клеток и очищается.
Получение интерлейкина 2 в промышленности. 
Первые препараты интерлейкина-2 были получены культивированием активированных лимфоцитов человека, с последующим его выделением и очисткой методами хроматографии. Эта технология позволила получить "лимфоцитарный" или "натуральный" ИЛ-2 для исследовательских и клинических целей. Ограниченные возможности масштабирования этой технологи для производства ИЛ2 не позволили его широко использовать.

В 1983 году Taniguchi с соаворами разработали технологию получения генно-инженерного ИЛ-2. Многочисленные фирмы (Cetus, Amgen. Hoffman La Roche) использовали эту технологию для получения ИЛ-2 в качестве лекарственного препарата с мощным иммуностимулирующим действием.

В настоящее время биотехнологические фирмы осуществляют производство рекомбинантного интерлейкина-2 человека. Для этого клонированы кДНК ИЛ-2 человека. Кроме того, были клонированы  кДНК ИЛ-2 других видов: гиббона, мыши, крысы, быка и овцы. Для нуклеотидных последовательностей кДНК ИЛ-2 этих видов характерна высокая степень гомологии (от 70% между последовательностями человека и мыши до 100% между последовательностями человека и гиббона). Степень гомологии между нуклеотидными последовательностями несколько выше, чем между соответствующими аминокислотными последовательностями молекулы интерлейкинов указанных видов. К консервативным элементам молекулы ИЛ-2 относятся размеры сигнального пептида, положение остатков цистеина и сайта гликозилирования.
В Японии разработан метод получения ИЛ-2 на основании трансфомации в клетки Е.соlі гена лимфоцитов человека. Генно-инженерным методом получен штамм дрожжей, синтезирующий интерлейкин-2 человека. При выращивании культуры штамма-продуцента  в течение 16 часов  выход ИЛ-2 достигал 0,2 мг/мл. Препарат рекомбинантного ИЛ-2 был очищен хроматографическим методом с применением моноклональных антител. Рекомбинантный ИЛ-2 по своей биологической активности подобен активности природного белка. 
Один из способов получения рекомбинантного интерлейкина-2 человека, секретируемого дрожжами Saccharomyces cerevisiae из культуральной среды штамма GRF 18-pJDB(ALPHOIL) (ВКПМ У -1038), состоит из следующих основных этапов: 

· выращивание клеток штамма GRF 18-pJOB(ALPHOIL) на минеральной среде с пониженным содержанием неорганического фосфата; 

· концентрирование интерлейкина-2 с помощью СМ-сефадекса или СМ-целлюлозы; 

· очистка интерлейкина-2 хроматографией на смоле с обращенной фазой; 

· лиофильное высушивание интерлейкина-2 в присутствии маннитола. 
Электрофоретическая чистота полученного таким способом рекомбинантного интерлейкина-2 человека составляет свыше 90%, а его удельная биологическая активность в тесте на индукцию пролиферации клеток линии CTLL-2 равна 10-30 млн. международных ед/мг белка.
Применение интерлейкина в медицине

Интерлейкины можно применять эффективно для диагностики и лечения болезней. У человека с возрастом  механизмы регуляции  развития инфекции и опухолей и других патологий с участием интерлейкинов нарушаются, в результате инактивируются защитные механизмы организма. Например, у больных СПИДом ИЛ-2 не обнаружен, в случае лейкопении и  анемии в организме снижается синтез некоторых интерлейкинов, у больных многими  аутоиммунными заболеваниями, при развитии аллергии наблюдается повышение синтеза интерлейкинов. Как показали результаты  клинических исследований, после введения интерлейкина в организме стимулируются защитные процессы против радиации, инфекции, септического шока и других патологий.

В настоящее время интерлейкин-2 (ИЛ-2) является одним из основных препаратов, включенных в современные схемы лечения иммуногенных опухолей, таких как меланома, почечноклеточный рак, рак мочевого пузыря, некоторых видов опухолей головного мозга.
В настоящее время различные биотехнологические фирмы осуществляют производство генно-инженерных препаратов  интерлейкинов.

ГНЦ "ГосНИИ особо чистых биопрепаратов" выпускает рекомбинантный интерлейкин-1-бета человека (препарат Беталейкин). ООО "Биотех", (г. Санкт-Петербург) выпускает рекомбинантый интерлейкин-2 человека (препарат Ронколейкин). Проводятся доклинические испытания рецепторного антагониста интерлейкина-1 ("Арил", ГНЦ "ГосНИИ особо чистых биопрепаратов") и рекомбинантного интерлейкина 8 (препарат "Окталейкин"). 

Генно-инженерный ИЛ-2 применяется для лечения вирусных заболеваний. Предполагается, что ИЛ-2 можно применять при иммунотерапии злокачественных опухолей, для которых обычные методы терапии были неэффективны. Так, при введении больным злокачественой меланомой, раком почек, раком прямой кишки ИЛ-2 вместе с НК-клетками, предварительно стимулированными нтерлейкином-2, у 20% больных наблюдалась  устойчивая ремиссия.  Интерлейкин- 2 может быть использован также как  иммуностимулятор, например для повышения  эффективности вакцинации.  Результаты исследования вакцины против гепатита, в состав которой был добавлен ИЛ-2,  показали ее безвредность и эффективность. Вероятно, после попадания антигена в организм, ИЛ-2 стимулирует клональную пролиферацию Т- и В-лимфоцитов.   

     3.1.3 Фактор некроза опухолей

Факторы некроза опухоли (семейство ФНО, англ. TNF family) — семейство цитокинов, вызывающее апоптоз клеток. Семейство факторов некроза опухоли включает 18 негликозилированных белков-цитокинов, представляющих собой в основном гомотримеры, реже гетеротримеры (в случае лимфотоксинов альфа и бета). Фактор некроза опухолей представлен следующими формами - ФНО-альфа и ФНО-бета, TRAIL, Fasl, CD40L, Fas (CD95) и другими. Название данных белков связано с их цитотоксическим эффектом по отношению к опухолевым клеткам в условиях in vivo. Они обладают противоопухолевой активностью, которая проявляется в геморрагическом некрозе клеток опухоли без повреждения здоровых клеток. Цитотоксическое действие ФНО на опухолевые клетки связывают с повреждением ДНК и нарушением работы митохондрий. Впервые открытыми представителями семейства были собственно фактор некроза опухоли, являющийся прототипом белков семейства, (ранее ФНО-α) и лимфотоксин-альфа (ранее ФНО-β). 
Биологические эффекты ФНО следующие:
· ФНО участвуют в противовирусном, противоопухолевом и трансплантационном иммунитете;
· В отношении некоторых опухолей ФНО обладает цитостатическим и цитолитическим эффектом;
· ФНО стимулирует макрофаги;
· В высокой концентрации ФНО способен повреждать клетки эндотелия и увеличивать микроваскулярную проницаемость, вызывает активирование системы гемостаза и комплемента, за которым следует аккумуляция нейтрофилов и внутрисосудистое микротромбообразование;
· Биологическое действие ФНО распространяется на обмен липидов, коагуляцию, чувствительность к инсулину и состояние эндотелия, а также ряд других функций;
· ФНО подавляет рост опухолевых клеток и регулирует ряд обменных процессов и активность иммунного ответа на инфекционные агенты.
Выделяют следующие механизмы влияния фактора некроза опухоли:

1. Оказывает цитотоксическое действие как на опухолевые клетки, так и клетки пораженные вирусами.

2. Стимулирует образование других активных веществ - лейкотриенов, простагландинов, тромбоксанов.

3. Оказывает иммуномодулирующее и противовоспалительное действие при активации макрофагов и нейтрофилов.

4. Увеличивает проницаемости мембран.

5. Усиливает инсулинорезистентность (эффект приводящий к развитию гипергликемии, возможно вследствие торможения активности тирозинкиназы рецептора инсулина, а также стимуляции липолиза и увеличения концентрации свободных жирных кислот).

6. Повреждает эндотелий сосудов и повышает проницаемость капилляров.

7. Активирует системы гемостаза.

        Данные о влиянии ФНО на метаболизм клетки и её состояние продолжают расширяться.
Фактор некроза опухоли-альфа известен как цитокин макрофагального происхождения.  Он опосредует ряд местных и системных эффектов, может рассматриваться в качестве противоракового терапевтического агента и в качестве маркера при диагностике инфекционных и аутоиммунных заболеваний. 

ФНО-альфа относится к противовоспалительным цитокинам, имеет также название - кахектин. Фактор некроза опухоли-альфа – гликопротеин с молекулярной массой 17,4 кДа.  Клетками-продуцентами ФНОα служат: лейкоциты, включая моноциты/макрофаги, базофилы, нейтрофилы, Т-лимфоциты, активированные СD4+ и СD8+, а также NK-клетки, LAK-клетки (активированные цитокинами NK-клетки), другие типы клеток – эндотелиальные, тучные, дендритные клетки, фибробласты, кардиомиоциты, стромальные клетки красного костного мозга, клетки нейроглии, клетки жировой ткани (адипоциты). Преимущественными продуцентами данного цитокина являются активированные макрофаги и Т-лимфоциты.

ФНОα участвует в развитии иммунного ответа, которое состоит в следующем:

· индуцирует миграцию дендритных клеток, захвативших антигенный материал, в лимфатические узлы и их дальнейшее созревание. В процессе созревания у этих клеток появляются специфические мембранные костимулирующие молекулы CD80/86, которые позволяют им выполнять основную функцию – представлять захваченные антигены в соединении с молекулами главного комплекса гистосовместимости (МНС – от англ Major Histocompatibility Complex) I и II класса лимфоцитам (Т и В) и инициировать развитие иммунного ответа. 

· способен активировать активацию и пролиферацию Т-лимфоцитов. 

· вызывает апоптоз клетки-мишени, связавшись со своими рецепторами на ее мембране; 

· вызывает гибель клеток по механизму некроза. 
В частности ФНОα индуцирует образование активных форм кислорода, которые вызывают деструкцию мембран и гибель клетки-мишени.

Биотехнологическое получение фактора некроза опухоли
В настоящее время созданы штаммы-продуценты ФНО-альфа на основе E.coli.с использованием плазмидных векторов с низким уровнем индуцируемой транскрипции, позволяющие получать продукт с невысоким выходом. 

Один из способов получения рекомбинантного фактора некроза опухолей альфа (ФНО-альфа) человека предусматривает культивирование штамма - продуцента E.coli SG20050/pTNF311Δ, разрушение клеток ультразвуком, извлечение целевого белка и 3-стадийную хроматографическую очистку продукта на DEAE-целлюлозе в линейном градиенте NaCl при рН 8,0, на гидроксилапатите в линейном градиенте К-фосфата при рН 8,0 и на гидроксилапатите в линейном градиенте К-фосфата при рН 6,7. Рекомбинантный ФНО-альфа полученный этим способом отличается пониженным содержанием примесных белков, нуклеиновых кислот и особенно липополисахаридов, что обеспечивает возможность его непосредственного медицинского использования. В настоящее время описаны способы получения ФНО-бета микробиологическим синтезом с использованием рекомбинантных ДНК. Полученный препарат рекомбинантного ФНО-бета очищают с использованием хроматографии на колонке с моноклональными антителами. Для получения рекомбинантного ФНО-бета использовали разные штаммы E.coli, например, штамм E.coli HB 101, трансформированный плазмидой pCG 402, содержащий ген ФНО-бета под контролем триптофанового промотора; штамм E.coli M154, трансформированный плазмидой pDS 78/RBS11, кодирующей ФНО-бета под контролем лактозного оперона. Для экспрессии гена ФНО-бета проводят индукцию лактозного оперона изопропил-1-тио- β -D-галактопиранозидом.

  3.2 Вакцины
Вакцины – это биопрепараты, используемые для создания активного искусственного иммунитета против возбудителей инфекционных болезней и их токсинов. После введения вакцины (вакцинации) в организме человека формируется стабильный приобретенный иммунитет против определенного возбудителя инфекционной болезни и иммунологическая память. Вакцинация - наиболее эффективный способ защиты организма от вирусных заболеваний. 
Впервые вакцинацию провел в 1796 году английский врач Э. Дженер, который экспериментально показал, что после введения содержимого пустулы коровьей оспы человек становится устойчивым к оспе натуральной.  Термин «вакцина» произошел от французского слова vacca – корова. Его ввел Л. Пастер в честь Э. Дженнера, применившего вирус коровьей оспы для иммунизации людей против натуральной оспы человека. Применяют вакцины главным образом для профилактики, но иногда используют и для лечения инфекционных заболеваний. 
Во второй половине ХIХ века была развита концепция о том, что влияние микроорганизмов является причиной инфекционных болезней. Л. Пастер в 1881 году сформулировал основной принцип  защиты организма  от возбудителей инфекционной болезни в результате вакцинации: «организм после введения ослабленных, неспособных вызвать тяжелую болезнь возбудителей, становиться устойчивым к инфекционным болезням». 
После введения вакцины в организме образуются антитела против возбудителя одной инфекционной болезни. Количество антител в крови зависит от уровня иммунного ответа. Антитела нейтрализуют патогенные микроорганизмы и таким образом защищают организм от инфекционной болезни. В результате вакцинации  в организме формируется  приобретенный иммунитет и при повторной встрече с возбудителем инфекционной болезни благодаря памяти иммунной системы он проявляет устойчивость  против нее. 

В настоящее время профилактика инфекционных заболеваний с помощью вакцин рассматривается международными экспертами и правительствами большинства стран как наиболее доступный экономически эффективный способ снижения смертности, увеличения ожидаемой продолжительности жизни и достижения активного долголетия во всех социальных группах. 
Вакцины позволили человечеству полностью ликвидировать одно из опаснейших инфекционных заболеваний на планете - натуральную оспу, которая ежегодно уносила жизни миллионов человек. С помощью вакцинации продолжается глобальная ликвидация кори, практически исчез полиомиелит, снижена заболеваемость дифтерией, краснухой, коклюшем, эпидемическим паротитом, вирусным гепатитом B и многими другими опасными инфекционными заболеваниями.
Развитие поствакцинального иммунитета зависит прежде всего от самой вакцины: чистоты препарата, времени жизни антигена, который является основой вакцины, дозы и кратности введения вакцины.  На уровень иммунитета влияет также состояние организма: индивидуальная иммунореактивность, генетическая предрасположенность, наличие иммунодефицита, возраст, такие факторы как условия жизни, питание, физико-химические факторы среды.

Вакцины должны отвечать следующим требованиям:
* вызывать образование прочного и по возможности длительного стабильного иммунитета после введения (не более трех раз);

* быть абсолютно безопасными для организма;

* обладать низкой реактогенностью;

* не вызывать нежелательных побочных реакций;

* вводится в организм способом, исключающим парентеральное, например, нанесением на слизистые оболочки; 

* не терять активности после длительного хранения и в процессе транспортировки;

* иметь низкую стоимость, возможность получения в достаточном количестве.

Эффективные вакцины характеризуются следующими свойствами:

*способностью защищать организм от инфекционных болезней, возбудителями которых являются дикие (природные) штаммы;

*обеспечивать формирование в организме  защитного иммунитета; 

*индуцировать синтез антител, нейтрализующих активность микроорганизмов-возбудителей инфекционных болезней;

*индуцировать защитные Т-клетки (организм контролирует размножение  патогенов внутри клетки в помощью Т-зависимого иммунитета); 

*методы применения вакцин должны быть простыми; 
*введение вакцин не должно приводить к развитию болезни или смерти  человека.

Защитное действие вакцины обусловлено тем, что основу каждой   вакцины составляют   специфические компоненты микроорганизма, ответственные за формирование приобретенного иммунитета. Эти иммуногены обеспечивают развитие специфической невосприимчивости после попадании возбудителя инфекционной болезни в организм. Иммуногены, которые представляют собой лишь небольшую часть клетки вируса, могут быть белками, связанными с микробными клетками (коклюшная палочка, стрептококки и др.), секретироваться ими (бактериальные токсины), в случае вирусов располагаться преимущественно в поверхностных слоях суперкапсида вириона. 
Кроме иммуногена в состав вакцины входят так называемые вспомогательные вещества – адсорбенты (адьюванты), консерванты, эмульгаторы, индикаторы рН, стабилизаторы. Адъюванты – это стимуляторы антелообразования, которые усиливают действие вакцины и значительно увеличивают силу иммунного ответа. В качестве адъювантов используют минеральные сорбенты (фосфат или гидроксид алюминия), полимерные вещества, бактерии и компоненты бактерий (инактивированные коклюшные бактерии, липополисахариды). Перспективными адъювантами при энтеральной иммунизации являются холерный токсин и лабильный токсин Е. сolli, стимулирующие образование секреторных иммуноглобулинов. В настоящее время проходят испытания и другие виды адъювантов. Их практическое использование позволяет снизить антигенную нагрузку препарата и тем самым уменьшить его реактогенность. Адъюванты, как правило, включают в состав субъединичных и молекулярных инактивированных вакцин. Механизм действия адъювантов следующий:

♦ в результате адсорбции антигена на адъюванте происходит укрупнение антигена, после чего он лучше захватывается и активнее представляется фагоцитирующими клетками;

♦ адъюванты вызывают на месте воспалительную реакцию с образованием фиброзной капсулы («депо» антигена), что приводит к медленному и длительному высвобождению антигена в организм, вызывая более сильный иммунный ответ;

♦ адъюванты активируют пролиферацию Т- и В-лимфоцитов.

Консерванты - химические вещества, оказывающие бактерицидное действие. Роль их состоит в сохранении стерильности инактивированных вакцин. Они нужны для подавления размножения «посторонних» микроорганизмов. В качестве консервантов применяются, например тиомерсал (мертиолат), формальдегид, феноксиэтанол, фенол и антибиотики (неомицин, гентамицин, полимиксин). Содержание консервантов в вакцинах очень низкое, поэтому они не представляют какой-либо опасности. В состав вакцин добавляют эмульгаторы для улучшения растворения сухих вакцин. Качество вакцины можно определить с помощью индикатора рН, который позволяет быстро определить сдвиг показателя кислотности по изменению цвета препарата. В качестве стабилизаторов используются: сахароза, лактоза, альбумин человека, натрия глутамат, наличие их в препарате не оказывает какого-либо влияния на реактогенность вакцины. 
В составе вакцины общая концентрация вирусной частицы должна быть достаточная для формирования иммунного ответа в организме, концентрация активных, вирулентных частиц очень низкой, а вредные, опасные для здоровья вещества полностью отсутствовать. Новые вакцины прежде всего    исследуются на содержание вредных и патогенных для организма  биологических веществ.
В качестве действующего начала вакцин используют:

* живые или инактивированные микроорганизмы (бактерии, вирусы);
* антигены, обладающие выраженными иммуногенными свойствами; 

* продукты жизнедеятельности микроорганизмов (токсины);
* антигены, полученные путем химического синтеза;

* антигены, полученные с помощью методов генной инженерии.

По составу входящих в вакцины антигенов различают:

* моновакцины – вакцины, содержащие антиген одного серотипа;

* поливакцины, содержащие антигены нескольких серотипов;

* комплексные, комбинированные или ассоциированные вакцины, которые содержат антигены нескольких видов микроорганизмов, или одного и того же вида, но в различных вариантах (например, корпускулярный и молекулярный антигены).
Моновакцины - вакцины, предназначенные для профилактики одного инфекционного заболевания (против кори, против гепатита В, против брюшного тифа и т.д.).
Поливакцины - вакцины, состоящие из нескольких компонентов, обеспечивающих формирование иммунитета против нескольких болезней. Например, вакцина АКДС (адсорбированная коклюшно-дифтерийно-столбнячная) обеспечивает профилактику трех болезней — коклюша, дифтерии, столбняка, тетравакцина Приорикс состоит из четырех компонентов и создает иммунитет против кори, эпидемического паротита, краснухи и ветряной оспы.
Комплексные, комбинированные или ассоциированные вакцины применяют для одновременной иммунизации против ряда инфекций.  Они включают как однородные антигены (например, анатоксины), так и антигены различной природы (корпускулярные и молекулярные, живые и убитые)

Ассоциированные вакцины могут быть: 

* поливакцины - содержат однородные антигены, например, живая ассоциированная полиомиелитная вакцина из штаммов вируса полиомиелита I, II, III типов; гриппозная вакцина из трех штаммов вируса гриппа.
* комбинированные - состоят из разнородных антигенов, например, АКДС-вакцина из столбнячного и дифтерийного анатоксина и коклюшной корпускулярной вакцины; живая комплексная вакцина против кори, паротита и краснухи.
Ассоциированные вакцины состоят из вакцин разного типа и вырабатывают иммунитет к нескольким заболеваниям. Антигены в вакцинах содержатся в дозировках, не создающих взаимной конкуренции, чтобы иммунитет вырабатывался ко всем антигенам. Примером ассоциированных вакцин первого типа может служить сексаанатоксин против столбняка, газовой гангрены и ботулизма, второго типа – АКДС-вакцина, в которую входят столбнячный, дифтерийный анатоксины и коклюшная корпускулярная вакцина.
По природе, физическому состоянию и способу получения антигена (основы вакцины) вакцины можно разделить на три основные группы:

* живые;

* инактивированные (неживые вакцины);
* рекомбинантные вакцины.
 Живые вакцины содержат ослабленный живой микроорганизм, например   вакцины против полиомиелита, кори, паротита, краснухи или туберкулеза. Они   способны размножаться в организме и вызывать   вакцинальный   процесс, формируя невосприимчивость к патогену.  Утрата вирулентности   у   таких   штаммов   закреплена генетически, однако у лиц с иммунодефицитами могут возникнуть серьезные проблемы.
Живые вакцины могут быть:
* аттенуированные - действующим началом   этих вакцин являются штаммы патогенных микроорганизмов, потерявшие свою вирулентность, но сохранившие специфическую антигенность и иммуногенность. Например, вакцина против возбудителя жёлтой лихорадки, противополиомиелитная вакцина Сэйбина, вакцины против гриппа, кори, краснухи, паротита и аденовирусных инфекций. 

* дивергентные -  эти вакцины получают на основе непатогенных штаммов микроорганизмов, которые имеют общие протективные антигены с патогенными для человека возбудителями инфекционных болезней. Например, в вакцине против натуральной оспы человека используется вирус оспы коровы, в вакцине БЦЖ используются микобактерии бычьего типа.

Главным преимуществом живых вакцин является то, что они активируют все компоненты иммунной системы, вызывая сбалансированный прочный иммунный ответ. 

Инактивированные   вакцины   содержат   либо   убитый   целый    микроорганизм (цельноклеточная вакцина против коклюша, инактивированная вакцина   против бешенства,  вакцина   против  вирусного  гепатита   А и т.д.),   либо   компоненты клеточной стенки или других частей возбудителя (ацеллюлярная вакцина  против  коклюша,  коньюгированная  вакцина   против   гемофилусной инфекции, вакцина  против  менингококковой  инфекции).   
Инактивированные вакцины могут быть:

- Корпускулярные:

* цельноклеточные - действующим началом являются убитые химическим или физическим методом культуры патогенных бактерий;
* цельновирионные - действующим началом являются убитые химическим или физическим методом культуры патогенных вирусов;
* субъединичные субклеточные - действующим началом являются извлеченные из патогенных бактерий комплексы, содержащие в своем составе протективные антигены; 
* субвирионные - действующим началом являются извлеченные из патогенных вирусов комплексы, содержащие в своем составе протективные антигены.

- Молекулярные (антиген находится в молекулярной форме или же ввиде

фрагментов его молекул, определяющих специфичность антигенности, т.е.

в виде эпитопов (детерминант).

* биосинтетически природные - синтезируемые бактериями (дифтерия, столбняк, ботулизм, газовая гангрена) токсины в молекулярной форме превращают в анатоксины, т.е. нетоксичные молекулы, сохраняющие специфическую антигенность и иммуногенность.

* генно-инженерные биосинтетические - синтезируются рекомбинантными штаммами, получившими способность синтезировать молекулы несвойственных им антигенов (например, можно получить антигены ВИЧ, вирусных гепатитов, туляремии, бруцеллеза, сифилиса и др.). Уже используется вакцина против гепатита В, полученная из антигена вируса, продуцируемого рекомбинантным штаммом дрожжей.

* химически синтезированные - антиген в молекулярной форме или его детерминанты получают химическим синтезом, после расшифровки его структуры.
Примером инактивированных вакцин являются брюшнотифозная спиртовая вакцина, вакцина против клещевого энцефатита, бруцеллезная химическая вакцина.

Рекомбинантные вакцины - вакцины, полученные с помощью генной инженерии. В генетический аппарат неболезнетворного вируса встраивают участок ДНК болезнетворного вируса и получают непатогенные для человека рекомбинантные штаммы, несущие гены протективных антигенов патогенных микробов. При введении в организм человека они способны размножаться, синтезировать специфический антиген и создавать иммунитет к патогенному возбудителю. Первой рекомбинантой вакциной является рекомбинантная дрожжевая вакцина против гепатита В.

Биотехнология производства вакцин
Биотехнологическое производство вакцин делится на несколько технологических этапов, включая накопление биомассы организмов или продуктов их жизнедеятельности, концентрацию и очистку антигенов, в отдельных случаях их инактивацию, добавление сорбирующих и адъювантных субстанций, лиофилизацию, расфасовку и т.д. Производство каждого типа вакцин имеет свои биотехнологические особенности.

Живые (аттенуированные) вакцины

Живые вакцины продуцируют эффективный клеточный и гуморальный иммунитет, Организм после введения такой вакцины длительно сохраняет устойчивость к инфекционной болезни. Например, вакцинация против кори в 12 месяцев и ревакцинация в 6 лет защищает человека от кори в течение всей его жизни. Как правило, живые вакцины, готовят из слабовирулентных (аттенуированных) штаммов патогенных микробов, не способных вызывать развитие инфекционной болезни, но сохранивших свойство размножаться в организме. Вакцинальная реакция   должна вызвать специфическую перестройку иммунореактивности организма и формирование иммунитета. Для приготовления вакцин применяют живые аттенуированные штаммы бактерий и вирусов, которые получают из природных авирулентных штаммов путем их селекции или пассажей через биологические системы (организм животных, эмбрионы кур, культуры клеток, питательные среды) или путем искусственного ослабления (аттенуирования) вирулентного штамма. Например, вакцина против туберкулёза (BCG -  bacilli Calmette-Guerin, БЦЖ), приготовлена из штамма ослабленной живой коровьей туберкулёзной палочки, специально выращенной в искусственной среде. Вакцинные штаммы вирусов должны иметь определенные титры активности (инфекционности) в конкретной биологической системе (макроорганизмах, эмбрионах птиц, культурах клеток и др.). 
Вакцинные штаммы, предлагаемые для производства живых вакцин, должны удовлетворять следующим требованиям: 

- относиться к авирулентным или слабовирулентным штаммам, независимо от способа их получения. Эти свойства должны быть достаточно прочными при производстве и использовании вакцины; 

- обладать высокой антигенностью и иммуногенностью. Критерием иммуногенности является способность вакцин вызывать образование напряженного иммунитета не менее чем у 70% однократно вакцинированных животных; 

- быть способными размножаться в определенных органах; 

- иметь генетическую стабильность фенотипических свойств, в особенности низкой вирулентности и высокой антигенности; 
- иметь генетические маркеры, позволяющие идентифицировать их от эпизоотических (полевых) штаммов возбудителей (более двух и независимых друг от друга). 
В одной дозе живой вакцины концентрация живого патогенного микроорганизма должна быть достаточна для развития у реципиента субклинической инфекции.

Вакцинные штаммы для создания аттенуированных вакцин получают разными способами:

* Отбором (селекцией) спонтанно возникших мутантов, выделенных из организма человека, животных или из внешней среды с последующим длительным культивированием на питательных средах, в организме экспериментальных животных, клеточных культурах и куриных эмбрионах.
* Отбором мутантов, полученных в лабораторных условиях путем воздействия на патогенные микроорганизмы мутагенными факторами: физическими (температура, радиация), химическими и биологическими (невосприимчивые животные).
* Гибридизацией «актуальных» эпидемических штаммов микроорганизмов с безвредными для человека штаммами (полученные гибриды характеризуются авирулентностью).

При создании живой вакцины вначале с помощью искусственного мутагенеза полностью инактивируют вирулентность штамма, затем проводят скрининг и находят клетки мутантного штамма, не потерявшие способность формировать иммунитет у реципиента. Аттенуированный штамм выращивают с соблюдением условий, обеспечивающих получение чистых культур штамма, исключая возможность загрязнения другими микроорганизмами (микоплазы, аденовирусы). Вакцинные штаммы бактерий выращивают на жидких питательных средах (гидролизаты казеина или другие белково-углеводные среды) в аппаратах - ферментёрах емкостью от 0,1 м3 до 1-2 м3. Полученная чистая культура вакцинного штамма подвергается лиофильному высушиванию с добавлением протекторов. 
Вирусные и риккетсиозные живые вакцины получают выращиванием вакцинного штамма в эмбрионах кур или перепелов, свободных от вирусов лейкоза, либо в культурах клеток, лишенных микоплазм. Биомассу вакцинного штамма подвергают центрифугированию, затем стандартизуют по числу микроорганизмов, вносят стабилизатор, фасуют в ампулы и высушивают. 

Первая аттенуированная вакцина - вакцина БЦЖ в течении длительного времени применяется для профилактики туберкулеза. С помощью атенуированных вакцин борются с гриппом, краснухой, паротитом, корью, полиомиелитом.
Живые вакцины считаются одними из наиболее эффективных прививочных препаратов, что обусловлено высокой приживаемостью вакцинных штаммов и более полным сохранением в них набора протективных антигенов. Иммунизация живыми вакцинами несложна и в большинстве случаев для вакцинации (обычно однократной) используются небольшие дозы.  

Важным недостатком аттенуированных вакцин является то, что инактивированный микроорганизм может реверсировать обратно в вирулентный штамм, что может стать причиной инфекционной болезни. К недостаткам живых вакцин относятся и то, что они содержат вирусы-загрязнители, трудно дозируются и подаются биоконтролю, требуют специальных условий при хранения, могут вызвать поствакцинальные осложнения, их трудно стандартизировать и сохранять.

В настоящее время живые вакцины возможно создавать методом генной инженерии. 
Инактивированные (неживые) вакцины

Инактивированные вакцины получают следующим путем: 

- Достаточно большую биомассу патогенного микроба накапливают выращиванием в жидких питательных средах (бактерии) или культивироваем в клеточных культурах, куриных эмбрионах и лабораторных животных (вирусы). 
- Биомассу патогенного микроба подвергают инактивации, путем химического (формалин, спирт, фенол, бета-пропиолактон), физического (тепло, ультрафиолетовое облучение) воздействия или комбинацией обоих факторов. При этом патогенность микроорганизма и его способность размножаться полностью теряются, повреждение структуры их антигенов должно быть минимальным, иммунизирующая активность сохраняется.  
- Клетки микробов, если необходимо, подвергают разрушению. Выделяют антигенные детерминанты и очисщают их. 
Вакцину дозируют, добавляют консервант (для поддержания стерильности), иногда – адъюванты.

При введении вакцин на основе некоторых убитых бактерий, вирусов или материалов, выделенных из них, иммунный ответ организма может быть недостаточным и в ответ на вакцинацию образуется мало антител. Иммунизирующую способность таких вакцин можно повысить путем добавления адъюванта,  вещества,  стимулирующего  иммунные реакции организма, а также включая иммуногены  в  мельчайшие  капсулы, которые медленно рассасываются, способствуют депонированию  вакцины  в  месте введения и пролонгированию действия иммуногенных стимулов. В состав вакцин, применяемых для вакцинации человека, в качестве адьюванта добавляют гели солей алюминия или кальция.

Преимуществом вакцин на основе убитых микроорганизмов является их безопасность, так как они не могут вызвать реверсию вирулентности, стабильность. Они не требуют хранения на холоде, их легче дозировать, лучше очищать. К недостаткам этих вакцин относится низкая иммуногенность, они стимулируют более слабый и кратковременный иммунный ответ.  Поэтому для поддержания умеренного уровня защиты от некоторых возбудителей необходимы реиммунизации (вакцинация проводится в 2 или 3 приема). Эти вакцины содержат 99% балласта и агент, применяемый для умерщвления микробных клеток (фенол).
Иммунизирующий эффект инактивированных вакцин зависит от количества иммуногена, вводимого в составе препарата, поэтому для создания полноценных иммуногенных стимулов повышают концентрацию микробных клеток (вирусных частиц) или проводят их очистку.

В настоящее время с помощью убитых вирусных вакцин проводят иммунопрофилактику полиомиелита, бешенства, гепатита А, ящура. Используя инактивированные бактериальные вакцины борются с холерой, коклюшем, брюшным тифом, чумой, лихорадкой. Инактивированные вакцины выпускают как в сухом (лиофилизированном), так и в жидком виде.     
Этапы создания живых и убитых вакцин следующие:

- проводят скрининг и находят природный (дикий) штамм микроорганизма - возбудителя инфекционной болезни; 

- штамм микроорганизма выращивают в условиях культуры и очищают;

- для создания живых вакцин штамм микроорганизма модифицируют и превращают в авирулентный, для убитых вакцин штамм полностью инактивируют (убивают); 

- на основе измененного штамма создают вакцину. 
Производство живых и инактивированных вакцин сталкивается со следующими ограничениями:

- патогенные микроорганизмы очень опасны, поэтому постоянно надо соблюдать меры предосторожности;

- при нарушении  производственного процесса в некоторые партии вакцины возможно попадание вирулентных микроорганизмов, это может привести к распространению инфекционной болезни;

- аттенуированные штаммы могут обратно реверсировать в исходные  активные вирулентные штаммы, поэтому постоянно необходимо контролировать вирулентность штамма;

- для культивирования вирусов человека и животных необходимы дорогостоящие культуры животных клеток;

- титр вирусов животных и человека в культуре и скорость их размножения часто бывает очень низкими, это удоражает производство вакцины;

- вакцины хранятся в специальных условия, например, при низкой температуре, срок годности вакцин ограничен;

- культуру многих патогенных микроорганизмов пока нет возможности получить, поэтому против большинства инфекционных болезней не созданы вакцины; 

- с помощью традиционных вакцин некоторые заболевания (например СПИД) нельзя предупреждать.

Субъединичные вакцины
После попадания в  организм патогенных микроорганизмов против них активируется иммунная система и развивается иммунный ответ, образуются антитела, которые связываются с поверхностными белками клетки микроорганизма и нейтрализуют его.  Выяснилось, что после  введения в организм белка, выделенного из  капсида вируса или белка внешней оболочки, вырабатываются антитела, нейтрализующие патогенный вирус. В связи с этим на основе отдельных компонентов патогенных бактерий были созданы активные вакцины, способные обеспечить адекватный иммунный ответ, так называемые субъединичные вакцины. В настоящее время субъединичные вакцины создают с применением технологии рекомбинантной ДНК. Примерами субъединичных вакцин являются вакцины против гриппа, пневмококковой, менингококковой, гемофильной инфекций, и др.
Субъединичные вакцины имеют ряд преимуществ:

 - в состав вакцины входит только один очищенный белок, обладающий иммуногенным свойством. Препарат, который состоит только из одного белка, стабильный, его химические свойства известны, он не оказывает на организм опасных побочных влияний, в том числе аллергенных;
- вакцина сконструрована на основе иммунногенного специфического белка, специфического антигена, поэтому эффективность его действия высокая;

- при использовании субъединичной вакцины снижается число и типы реакций, которые могут оказывать вредное влияние на организм, появляется возможность решения  проблемы инфицирования организма герпес-вирусом и другими патогенными вирусами;

- степень чистоты вакцины высокая, поэтому ее эффективность можно определить химическими (не биологическими) методами, например, стандартизацию субъединичной вакцины против гриппа можно проводить на основании массы белка, необходимой на 1 дозу. Стандартизация вакцины  повышает ее стабильность, дает возможность правильно прогнозировать результаты  профилактики, проводимой с применением вакцин.

К недостаткам субъединичных вакцин относятся:

- получение белка в чистом состоянии является досточно сложным и дорогостоящим процессом; 

- в процессе выделения и очистки белка может измениться пространственная структура его молекулы, т.е. выделеный белок будет иметь  пространственную структуру не  полностью соответствующую структуре белка, входящего в  состав капсида  или клеточной стенки вируса. Это может привести к изменению антигенных свойств ее молекулы.

Поэтому производство субъединичных вакцин осуществляют только  после рассмотрения биологических и экономических факторов.

Конструирование субъединичных вакцин.

Для создания субъединичной вакцины вначале определяют антиген, который стимулирует синтез антител, нейтрализующих патогенный микроорганизм. Затем выясняют место локализации, природу, структуру и свойства его молекулы. Например, у вируса простого герпеса типа I таким антигеном является гликопротеин D оболочки, у вируса гриппа – поверхностные белки гемагглютинин  и нейраминидаза. Так, после введения мышам гликопротеина D у них синтезируются антитела, которые нейтрализуют вирус герпеса типа I.
Антигены, ответственные за патогенные свойства микроорганизмов, могут быть различной природы. Это может быть продуцируемое микроорганизмами растворимое вещество, например, токсин или его нетоксическая форма - анатоксин, белок или полисахарид, находящееся на поверхности бактерий, вирусов или других клеток или локализующееся в клеточной стенке. Большинство антигенов являются протеинами, некоторые антигены полисахариды капсул бактерий или гликолипиды. 
Вирусный материал фракционируют и выделяют активную фракцию. Для этого применяют методы солюбилизации, сепарации, хроматографии, адсорбции и  центрифугирования.
Метод конструирования субъединичной вакцины состоит из следующих этапов:

- вирус разрушают (с помощью органических растворителей, детергентов, ферментов, других агентов);

- для создания вакцины выделяют активную субчастицу, антитела против которой нейтрализуют патогенный микроорганизм (например белок);

- очищают препарат антигена и на его основе конструируют вакцину.

Первая биохимически чистая субъединичная вакцина была создана против вируса гриппа. В настоящее время она широко применяется для вакцинации.

Рассмотрим в качестве примера получение субъединичной вакцины против вируса простого герпеса и вируса гриппа.

Субъединичная вакцина против вируса простого герпеса типа I. Вирус простого герпеса относится к семейству Herpesviridae, и является вирусом, содержащим две нити ДНК. Эта группа вирусов включает в себя два типа вируса герпеса (herpes simplex virus, НSV) HSV-1 и HSV-2, вирус ветряной оспы, цитомегаловирус и вирус Эпштейна-Барра. Вирусы герпеса типа 1 и 2 относятся к роду Simplexvirus, поэтому их и называют простыми вирусами.
Вирус простого герпеса является возбудителем широкого перечня заболеваний, от несущественного поражения глаз, кожи, слизистых оболочек репродуктивных органов до серьезных патологий нервной системы. Это онкогенный вирус, поэтому вакцинация инактивированными или аттенуированными вакцинами может привести к развитию онкогенных заболеваний. При использовании субъединичных вакцин риска развития герпетических инфекций после вакцинации  можно избежать.
Компонентом НSV-1 штамма вируса герпеса, активно стимулирующего синтез антител, является гликопротеин D (gD) оболочки вируса. Антитела, которые образовались после введения гликопротеин D мышам, нейтрализовали вирус герпеса. 
Для создания субъединичной вакцины против НSV-1 штамма вируса герпеса  вначале выделили ген gD, кодирующий гликопротеин D, белок оболочки вируса и подвергли его модификации. На рисунке 50 схематично показано расположение гликопротеина D, кодируемого геном gD. 

Полноразмерный ген gD кодирует гликопротеин D, в норме связывающийся с мембраной клетки вируса. На С-конце его полипептидной цепи располагается трансмембранный домен. Белок, связанный с мембраной клетки, трудно очистить, поэтому кодирующую трансмембранный домен часть гена удаляют. Модифицированный ген  трасформируют в яйцеклетки китайского хомяка. Белок,  продукт экспрессии этого гена, в яйцеклетках китайского хомяка гликозилируется. В молекуле белка отсутствовует трансмембранный домен, поэтому он секретируется во внешнюю среду. При введении секретированного модифицированного  гликопротеина D лабораторным животным вырабатываются антитела, которые  активны против штаммов НSV-1 и НSV-2 вируса герпеса. На основании  этого гликопротеина создана вакцина, нейтрализующая вирус герпеса (штаммы НSV-1 и НSV-2).  


[image: image64] 
Рисунок 50.  А - Гликопротеин D вируса герпеса, штамма НSV-1, Б -Б –глико-протеин D, кодируемый модифицированным геном gD (заимствовано из Пастернак и Глик Молекулярная биотехнология: Принципы и применение. М. Мир. 2002 г)
  Субъединичная вакцина против гриппа. Вирусы гриппа относятся к семейству Orthomyxoviridae и делятся на три рода: вирус гриппа А, вирус гриппа B и вирус гриппа C. Структура вируса гриппа схематично показана на рисунке 51. 
Восемь молекул РНК находятся внутри белковой оболочки. Над ней расположена липидная оболочка, в которую встроены поверхностные белки вируса - гемагглютинин, нейраминидаза и белок М2.

Для индукции в организме иммунного ответа против вируса гриппа наиболее важными являются два поверхностных вирусных белка - гемагглютинин и нейраминидаза. Гемагглютинин обеспечивает способность вируса гриппа присоединяться к клетке, нейраминидаза отвечает за способность вирусной частицы проникать в клетку хозяина и за способность вируса выходить из клетки после размножения. Основные иммуногенные детерминанты располагаются на поверхности вириона в структуре гемагглютинина, индуцируют в организме образование нейтрализующих антител и кодируются 4-м сегментом вирионной РНК вируса гриппа. Антитела к гемагглютинину обеспечивают основной иммунитет против вируса.

      [image: image65.jpg]



Рисунок 51. Схема строения вируса гриппа (заимствовано из http:// http://medpuls.net/guide/microbiology/virusy/)

Гемагглютинин вируса гриппа представляет собой тример, построенный из двух различных по структуре участков: трехнитчатой закрученной в спираль конструкции из aльфа-спиралей, отстоящей на 7,6 нм от мембраны, и глобулярного участка антипаралельной бета-поверхности, которая содержит сайт связывания рецептора (рис.52).

[image: image66.png]



Рисунок 52. Молекула гемагглютинина (рисунок заимствован из сайта https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=375800

По антигенным вариантам поверхностных гликопротеидов гемагглютинина (Н) и нейраминидазы (N) выделяют подтипы вируса гриппа A. Вирусы, вызывающие грипп у человека, имеют три основных антигенных подтипа гемагглютинина (Н1, Н2 и НЗ).

Для сохранения антигенности и получения эффективной вакцины важна способность этих белков образовывать агрегаты.  «Палочки» гемагглютинина в водных суспензиях прикрепляются друг к другу с помощью концов, которые первоначально были погружены в липидную мембрану вириона. Нейраминидазные субъединицы с лукообразными концевыми утолщениями агрегируют между собой. Эти белки выделили в интактном виде после обработки вируса гриппа детергентом тритон N-101. 

Выделенные вирусные белки очищали гель-фильтрацией или скоростным центрифугированием. Отделение белков от нежелательных остатков вируса можно проводить путем адсорбции на гидрате окиси алюминия при необходимом значении рН. Надосадочную жидкость после центрифугирования удаляют, а гидроокись алюминия с адсорбированными белками ресуспендируют в нужном разбавителе. Недостаток данного метода заключается в том, что белки находятся не в свободном виде и это затрудняет точный количественный анализ антигена, а также стандартизацию продукта. 
Результаты сравнительных испытаний субъединичной и аттенуированной вакцины против гриппа показало, что они по своей иммуногенности подобны, а реактогенность субъединичной вакцины ниже.
Новые подходы для создания  вакцин 

Начиная с 50-тых годов ХХ века для создания вакцин начали применять молекулярные методы. Вакцины создавались на основе: 

1. синтетических олигопептидов, полипептидов и коротких пептидов – пептидные вакцины;

2. антиидиотипических антител – антиидиотипические вакцины; 

3. молекул ДНК – генно-инженерные вакцины.

Пептидные вакцины
За   иммуногенные  свойства   патогенных микроорганизмов ответственны  определенные компоненты, например, белки капсида или оболочки вируса, которые способны вызывать в организме адекватный иммунный ответ. Специфичность белка-антигена  определяют антигенные детерминанты (эпитопы) - фрагменты его молекул, вызывающие иммунный ответ, т.е. обладающие иммуногенными свойствами. Детерминантная группа антигена, определяет антигенную специфичность всей макромолекулы. Антитела различают малейшие отличия детерминантных групп антигенов. Так, антитела, образованные против антигенной детерминанты нативного белка, не распознают антигенную детерминанту, конформация которой изменилась в результате денатурации белка. Значительная потеря специфических антигенных свойств вируса при денатурации свидетельствует о том, что антигенные детерминанты являются конформационными.
Антигенные детерминанты должны быть доступны для антител, следовательно, располагаться на поверхности молекулы белка. В случае белка-антигена антигенные детерминанты - это пептиды, состоящие из 6-8 аминокислот и проявляющие высокое сродство к антителу. На основе таких пептидов можно сконструировать вакцины. Эти пептиды получают в результате гидролитического расщепления белка-антигена, либо синтетическим путем.

Синтетические пептидные антигены индуцируют те же иммунологические реакции, что и природные антигены. Использование синтетических пептидных антигенов дает важные преимущества, заключающиеся в том, что они имеют ограниченный спектр детерминант с самостоятельной специфичностью. В 1974 г. М. Села впервые описал искусcтвенно полученный пептид, вызывающий образование антител к белку лизоциму. В 1976 году он впервые продемонстрировал возможность применения синтетического антигена для индукции иммунного ответа, приводящего к нейтрализации колифага MS-2. Этот фаг является РНК-содержащим вирусом, капсид которого состоит из 180 идентичных субъединиц, каждая из которых это полипептидная цепь из 129 аминокислотных остатков. При расщеплении белка оболочки бактериофага цианогенбромидом получены три фрагмента, соответствующие последовательности аминокислот с 1 по 88 (P1), с 89 по 108 (Р2) и со 109 по 129(P3) позиции. Синтезированные пептиды, соответствующие по аминокислотной последовательности фрагментам Р2 и Р3, ковалентно конъюгировали с многоцепочечным полиаланином. Иммунизация кроликов искусственным иммуногеном Р2-поли-аланин с полным адъювантом Фрейнда (представляет собой убитые туберкулезные микобактерии, суспендированные в масляной фазе водной эмульсии) обеспечила выработку антител, которые взаимодействовали с целым белком и нейтрализовали исходный бактериофаг. 
Идентификация основных антигенных детерминант протективных антигенов многих вирусов позволила синтезировать антигенноактивные пептиды, которые применяют для создания синтетических пептидных вакцин.
Синтетические пептидные вакцины - это препараты, содержащие искусственно синтезированные короткие пептиды, имитирующие небольшие участки протективных антигенов вируса, способные вызывать специфический иммунный ответ организма и защитить его от конкретного заболевания. 
Преимуществами пептидных вакцин по сравнению с традиционными на основе живых или убитых патогенов, субъединичных, а также рекомбинантных вакцин являются: 
• Относительно недорогие и безопасные технологии производства. 
• Способность вызывать формирование иммунного ответа на те элементы структуры белка-антигена, которые в составе целой молекулы антигена обладают слабой иммуногенностью.
• Высокая степень стандартизации. 
• Отсутствие компонентов, обладающих высокой реактогенностью (липополисахаридов, токсинов). 
• Возможность исключения фрагментов антигена, обладающих аллергенностью и перекрёстной иммунореактивностью с собственными молекулами вакцинируемого организма. 
• Возможность присоединения к носителю нескольких разных пептидов из различных антигенов.
Разработка кандидатной синтетической пептидной вакцины включает следующие этапы: 
1. Выбор иммуноактивных пептидных фрагментов белкового(ых) антигена(ов) возбудителя инфекции и конструирование пептидного антигена (или нескольких антигенов). 
2. Химический синтез пептидных антигенов, при необходимости – конъюгация их с носителем. 
3. Тестирование иммуногенности полученных пептидных конструкций на лабораторных животных, определение специфичности и протективных свойств антител, образующихся в ответ на их введение. 
4. Доклинические испытания выбранных антигенов. 
5. Разработка препарата кандидатной вакцины и лабораторной технологии его производства, получение опытных образцов. 
6. Доклинические и клинические испытания образцов кандидатной вакцины

Рассмотрим в качестве примера подходы для создания пептидной вакцины против вируса ящура.

Возбудитель ящура - РНК-содержащий вирус, относится к семейству Picornaviridae, роду Aphthovirus. По морфологии и химическому составу сходен с другими пикорнавирусами. Известно 7 серотипов вируса (А, О, С, CAT, САТ2, САТЗ, Азия), каждый из которых подразделяется на множество вариантов (подтипов). Получены аттенуированные штаммы вируса, которые используются в качестве живой вакцины.
Этот пикорнавирус содержит в своей оболочке 240 молекул четырех типов - VР1, VР2, VРЗ и VР4, по 60 молекул каждого типа. Основным протективным антигеном, индуцирующим образование вируснейтрализующих антител, является вирусный капсидный белок 1 (VP1, viral protein 1). 
Химическим синтезом получили пептидные фрагменты VР1, в том числе пептиды, повторяющие последовательность с 9 по 24, с 17 по 32 и с 25 по 41 аминокислотные остатки N-концевой части полипептида, со 141 по 160, со 151 по 160 и с 200 по 213 аминокислотные остатки С-концевой части   VР1, а также комбинированный пептид, состоящий из фрагментов со 141 по 158 и с 200 по 213 аминокислотные остатки, соединенных двумя остатками пролина. Пептиды - слабые иммуногены, поэтому их коньюгировали с белком носителем, чаще всего с гемоцианином фиссурелия. Синтетические пептиды, связанные с белком-носителем, использовали для иммунизации кроликов и морских свинок. После инъекции пептида, соответствующего фрагменту со 141 по 160 аминокислотные остатки, у животных синтезировались в достаточном количестве антитела, нейтрализующие вирус ящура. После инъекции длинного пептида, преставляющего связанные двумя остатками пролина  фрагменты со 141 по 158 и с 200 по 213 аминокислотные остатки полипептида, у морских свинок эффективно синтезировались  антитела против вируса ящура даже если пептид не был коньюгирован с белком-носителем.
Доза пептидной вакцины, стимулирующей иммунный ответ, по сравнению с инактивированной  вакциной в 1000 раз должна быть выше. Для решения  данной  проблемы был предложен следующий подход. Фрагмент ДНК вируса, соответствующий фрагменту  со 142 по 160 аминокислотные  остатки белка капсида VP1, связали с геном, кодирующим коровый белок (НВсАg) гепатита В. Гибридный ген ввели в клетки Е. соli и провели его экспрессию. Молекулы синтезированного белка образовали стабильные «частицы 27 нм», на поверхности которых был расположен пептид, являющийся фрагментом белка VP1 вируса ящура. Эти частицы показали высокую иммуногенную способность. Предположили, что при создании вакцин на основе синтетических пептидов в качестве носителя короткого пептида можно применять белок НВсАg вируса гепатита В.

В настоящее время получены экспериментальные пептидные вакцины против дифтерии, холеры, стрептококковой инфекции, гепатита В, гриппа, ящура, клещевого энцефалита, пневмококковой и сальмонеллезной инфекций. У этих вакцин отсутствуют недостатки, характерные для живых вакцин (возврат патогенности, остаточная вирулентность, неполная инактивация и т. п.). Кроме того, они обладают высокой степенью стандартности, слабой реактогенностью, полностью безопасны для организма. 

Создание вакцин на основе коротких пептидов встречается со следующими ограничениями:

-  для получения эффективной пептидной вакцины антигенная детерминанта должна быть представлена непрерывным участком полипептидной цепи белка;

- конформация пептида может не полностью соответствовать конформации пептидного фрагмента - антигенного детерминанта природного белка вируса;

- иммуногенность синтезированного пептидного антигенного детермининанта недостаточна.

Кроме того, согласно результатам исследований ученых из НИИ в Ла-Джолла (штат Калифорния), опубликованным в Journal of Clinical Investigation, пептидные вакцины могут давать серьезные осложнения. Ученые установили, что после введения мышам пептидной вакцины против вируса лимфоцитарного хориоменингита у них развивался иммунитет к этому заболеванию. При последующем инфицировании этих мышей вирусом лимфоцитарного хориоменингита в ответ на его введение клетки памяти мобилизовывали сильный иммунный ответ и синтез фактора некроза опухоли, вызывающий апоптоз различных клеток. Следовательно, пептидная вакцина оказалась опасной для мышей.
Антиидиотипические  вакцины

Идиотип (idious – уникальный) - это вариант уникального антигенсвязывающего участка молекулы иммуноглобулина, который является антигенной детерминантой. Антитела против таких антигенных детерминант называются антиидиотипическими. Антиидиотипические антитела являются "зеркальным отражением" антигенной детерминанты антитела и поэтому способны вызывать образование антител, реагирующих с первичным антигеном. Молекула антиидиотипа несет в себе внутренний образ антигена, поэтому она может выполнять функцию заменителя антигена в вакцинах против возбудителей инфекционных болезней. При введении антиидиотипа животным, антитела, образованные против него, защищают организм против инфекционной болезни, т.е. антиидиотипические антитела функционируют как вакцина.
Экспериментальные вакцины на основе антиидиотипов получены к многочисленным возбудителям вирусных, бактериальных и паразитарных заболеваний. Было показано, что их введение вызывает образование как антител, так и клеток иммунологической памяти. Вакцины безопасны, так как идиотипы являются естественными эндогенными регуляторами иммунного ответа. Производство таких вакцин удобно в тех случаях, когда трудно получить достаточное количество антигена и он слабо иммуногенен.

При всем этом, надежда, которую возлагали на антиидиотипические вакцины, пока не оправдалась - интерес к вакцинам данного типа падает, так как с помощью них не удается достичь необходимого уровня нейтрализующих антител и напряженного иммунитета.
Генно-инженерные вакцины

Генно-инженерные вакцины – это вакцины, сконструированные генно-инженерными методами. В зависимости от подхода для получения генно-инженерных вакцин их подразделяют на два типа: субъединичные вакцины и генетические вакцины. В отличие от большинства традиционных инактивированных вакцин, "генетические" вакцины способны индуцировать клеточный и гуморальный иммунный ответ, могут использоваться для профилактики инфекционных болезней и в терапевтических целях для лечения некоторых аутоиммунных заболеваний, аллергических состояний, злокачественных новообразований.

Генно-инженерные субъединичные вакцины конструируются на основании полученного методом генной инженерии антигена и включают только высокоиммуногенные компоненты, способствующие формированию защитного иммунитета. Антигеном служит молекула белка возбудителя инфекционной болезни. Антитела, образованные против антигенных детерминант вируса-возбудителя инфекционной болезни, нейтрализуют его. 

Для конструирования генно-инженерной субъединичной вакцины вначале определяют белок патогенного вируса, ответственный за его инфекционные свойства. Затем, из генома вируса вырезают ген, кодирующий этот белок, и встраивают его в ДНК вектора, например в плазмиду E.coli. Затем эту рекомбинантую ДНК вводят (трансформируют) в клетки бактерий (например E.coli) или одноклеточных эукариот, в которых она размножается. В результате экспрессии гена в составе рДНК в трансформированных клетках синтезируется белок вируса, который выделяют и очищают. На основе полученного генно-инженерным методом вирусного белка конструируют вакцину, вакцину-антиген.
При получении генно-инженерных вакцин в качестве векторов кроме плазмид используют фаги, дрожжи, вирусы животных (аденовирусы, бакуло- и герпес вирусы).

Следует отметить, что многие белки вирусов, синтезированные в микроорганизмах, имеют низкую иммуногенность. Это связано с особенностями формирования пространственной структуры вирусных белков. Как правило, они гликозилированы и имеют сложную третичную или четвертичную структуру. Например, иммуногенность гемагглютинина в вирионе вируса гриппа в несколько тысач раз выше, чем белка, синтезированного в бактерии. Вероятно, это обусловлено тем, что в вирионе вируса гриппа гемагглютинин находится в виде тримера, образованного из мономерных полипептидов. В условиях in vitro получить такую функционально активную структуру гемагглютинина не удается.
Рекомбинантная субъединичная вакцина против гепатита B. Вирус гепатита В (Hepatitis B virus, HBV) ДНК-содержащий вирус из семейства гепаднавирусов (Hepadnaviridae). В настоящее время выделяют 8 генотипов вируса (A, B, C, D, E, F, G, H), различия между ними составляет более 8 %. Вирион HBV состоит из внутреннего ядра, окруженного внешней белковой оболочкой (капсидом) и суперкапсида (рис.53). 
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Рисунок 53.   Вирус гепатита В и его антигенные детерминанты.

(заимствовано из  http://www.labmedics.ru/hepatit.shtml)

Вирусное ядро содержит вирусный геном ДНК. В состав капсида входит основной белок ядра (HBcAg — от «Hepatitis B core Antigen»). Суперкапсид представляет собой липидную мембрану, в которую встроены молекулы белка наружной оболочки — поверхностного антигена (HBsAg — от «Hepatitis B surface Antigen»). 'HBsAg', - полипептид, состоящий из 226 аминокислотных остатков с молекулярной массой ~24 кДа. Белковая молекула, ответственна за адсорбцию вируса на поверхности гепатоцитов. После встраивания вируса в геном печёночных клеток они начинают продуцировать вирусную ДНК и белки, новые молекулы HBsAg поступают в кровь. Белок HBsAg является компонентом вируса гепатита, стимулирующего активно синтез нейтрализующих его антител.

Субъединичные вакцины против гепатита В получают на основе антигена HBsAg, выделеного из плазмы крови носителя вируса гепатита. Рекомбинантные вакцины получают путем введения части генетического материала вируса гепатита B в клетки дрожжей (Saccharomyces cerevisiae, Нansenula polymorpha и Pichia pastoris). Получение рекомбинантной вакцины против гепатита В включает следующие этапы: из молекулы ДНК вируса гепатита В вырезают ген, кодирующий синтез поверхностного антигена HBsAg вируса гепатита В; этот ген встраивают в плазмиду и вводят ее в клетки дрожжей (Saccharomyces cerevisiae, Нansenula polymorpha и Pichia pastoris); в результате экспрессии вирусного гена дрожжи начинают синтезировать частицы HBsAg; после очистки от балластных белков антиген адсорбируют на гидроксиде алюминия и инактивируют. На основе рекомбинантного белка   HBsAg конструируют эффективную и безопасную вакцину. 

Генетические вакцины 

Генетические вакцины представляют собой рекомбинантные молекулы ДНК, сконструированные на основе бактериальных плазмид, в которые встроены гены протективных микробных белков и эукариотические промоторы транскрипции. Принцип применения ДНК-вакцин состоит в том, что в организм пациента вводят молекулу ДНК, содержащую гены, кодирующие иммуногенные белки патогенного микроорганизма. Введение ДНК-вакцины обеспечивает синтез чужеродного белка клетками вакцинируемого организма. Это приводит к последующей выработке иммунитета против соответствующего возбудителя.

Попадая в клетки такие ДНК начинают синтезировать антигены, индуцирующие гуморальный и клеточный иммунный ответ. 

Иммуногенность ДНК-вакцин доказана в опытах на животных с антигенами из различных микроорганизмов, прежде всего вирусов. Интенсивность иммунного ответа можно усилить, вводя в плазмиду гены иммунотропных цитокинов. Таким же путем удается манипулировать качеством иммунного ответа, сдвигая его в направлении цитотоксических Т-лимфоцитов, образования секреторных IgA. Оказалось, что и сама бактериальная (плазмидная) ДНК обладает иммунопотенцирующими свойствами, выступая в роли адъюванта. Это объясняется наличием в ней так называемых «иммуностимулирующих последовательностей» (CpG), которых почти нет в ДНК эукариот.

Генетические вакцины делятся на ДНК-вакцины и векторные вакцины.

ДНК-вакцины. Для получения ДНК-вакцин ген, кодирующий синтез иммуногенного белка патогенного вируса или микроорганизма, встраивают в бактериальную плазмиду. Плазмиды могут быть свободные или сорбированные на искусственных (не биологических) носителях (микроскопические частицы золота, катионные липиды и пр.).  Кроме гена, кодирующего вакцинный белок, в плазмиду встраивают генетические элементы, которые необходимы для экспрессии этого гена в клетках эукариот, в том числе человека, для обеспечения синтеза белка. Такую плазмиду вводят в культуру бактериальных клеток, чтобы получить большое количество копий. Затем плазмидную ДНК выделяют из бактерий, очищают от других молекул ДНК и примесей. Очищенная молекула ДНК служит вакциной. 
Вакцинация ДНК-вакцинами называется генной иммунизацией. В клетки организма вводят ген, кодирующий белок-антиген, который ответственен за инфекционные свойства вируса. В результате экспрессии гена в организме образуется чужеродный белок.  Против этого белка в организме формируется иммунный ответ.  
В настоящее время генную иммунизацию применяют для формирования иммунного ответа у животных против штамма А вируса гриппа, вируса иммунодефицита типа 1, герпес вируса вола, вируса бешенства, вируса гепатита В, паразита Plasmodium sp., стимулирующего малярию. Например для создания ДНК-вакцины против гриппа вначале конструируют кДНК нуклеопротеина вируса гриппа А, вводят ее в плазмиду Е. соli. Транскрипция кДНК находится под контролем промотора вируса саркомы Рауса или цитомегаловируса. Раствор, содержащий плазмиду Е. соli, несущую кДНК нуклеопротеина вируса гриппа А, вводят в квадрицепсы обеих задних конечностей мышей. В крови мышей через 2 недели определяют антитела к белку-антигену. Иммунизированные мыши были нечувствительны и к другому штамму вируса гриппа, их выживаемость была выше, чем животных контрольной группы.

Преимущества генной иммунизации состоят в следующем: не выделяют в чистом виде антиген-белок, не применяют технологию рекомбинантной ДНК, структура белка-антигена, синтезированного на основе введенного в организм гена, не изменяется. 

Клонированную кДНК можно вводить в клетки организма применяя: 

- бомбардировку клеток связанными с микрочастицими золота Е.соlі-плазмидами, содержащими клонированный ген белка-антигена;

- внутримышечную инъекцию раствора с большим количеством плазмиды, несущей соответствующую ДНК. 

При внутримышечном введении раствора необходимо в 103-104 раз больше ДНК, чем при бомбардировке микрочастицами.
В настоящее время сконструированы экспериментальные ДНК-вакцины для профилактики инфекционных заболеваний паразитарной (шистосомоз, лейшманиоз), бактериальной (хламидиоз, сибирская язва, микоплазмозы) и вирусной (бешенство, лихорадки Западного Нила и Эбола) природы. На разных стадиях доклинических и клинических испытаний находятся генетические вакцины против вирусов гриппа, гепатитов А и В, герпеса, кори, геморрагических лихорадок, ВИЧ, собачьей чумы, ящура, папилломавирусов, цитомегаловирусов.
Векторные (рекомбинантные) вакцины. 
Векторные вакцины – вакцины, созданные на основе рекомбинантных ДНК, содержащих гены других микроорганизмов. Функцию вектора для чужеродной ДНК могут выполнять вирусы. В качестве вектора используют вирусы оспы, гриппа, герпеса, аттенуированные аденовирусы, бакуловирусы, ретровисусы папилломы крупного рогатого скота. Наиболее часто применяют вирус оспы коровы. Это обусловлено тем, что: 

- в качестве хозяина вируса оспы могут служить широкий спектр организмов, беспозвоночные и позвоночные;
- лиофильно высушенный препарат в течение многих лет не теряет своей жизнеспособности;

- препарат не проявляет онкогенных свойств.

В организме происходит транскрипция и трансляция  связанного с вектором чужеродного гена. Против экспрессированного антигена-белка синтезируются антитела, в организме формируется иммунный ответ, защищающий организм от инфекционной болезни.

Вирус оспы коровы относится к семейству поксвирусов. Геном этого вируса представляет двухцепочечную ДНК, состоящую из 187 тысяч пар нуклеотидов, кодирует около 200 белков. Репликация ДНК вируса оспы коровы протекает в цитоплазме зараженной клетки. В составе генома вируса установлены гены, кодирующие ДНК-полимеразу, РНК-полимеразу, а также ферменты, участвующие в метилировании, кэпировании и полиаденилировании мРНК. Поэтому введенный чужеродный ген находится под контролем промоторов вирусного генома и его эспрессия происходит независимо от ферментной и регуляторной систем хозяина.

В состав вируса оспы коровы вводят чужеродный ген, который кодирует иммуногенный белок возбудителя инфекционной болезни, например, гемагглютинин вируса гриппа, D гликопротеин вируса герпеса, поверхностный антиген вируса гепатита В. На основе рекомбинантной ДНК конструируют вакцину. Испытания, проведенные на животных,  показали, что рекомбинантные векторные вакцины активны и эффективны.

В состав генома вируса оспы коровы были введены гены следующих белков-антигенов:

- G-белка вируса бешенства;

- поверхностного антигена вируса  гепатита В;

- белка гемагглютинина вируса грипа;

- N-  и  G-белков вируса стоматита;
- гликопротеина вируса простого герпеса.

Например, рекомбинантная векторная вакцина сконструированная на основе вируса коровьей оспы, в состав которой введен ген гликопротеина D вируса герпеса, защищала мышей от этой болезни. Рекомбинантная ДНК вируса оспы, экспрессирующая поверхностный антиген вируса бешенства, стимулировала синтез антител, нейтрализующих вирус бешенства у лисиц, которые в Европе являются основными переносчиками этого вируса.

Недостатками векторных рекомбинантных вакцин является то, что при снижении иммунного статуса организма человека, например, как у больных СПИДом, под влиянием векторных вакцин у них может провоцироваться тяжелая вирусная инфекция. Для решения этой  проблемы можно применять несколько  подходов:
* В состав вирусного вектора вводить ген, кодирующий интерлейкин 2. Полученный вектор способен осуществлять синтез этого цитокина. После проведения вакцинации происходит экспрессия  интерлейкина 2. Синтезированный интерлейкин 2 способен стимулировать Т-зависимый клеточный иммунный ответ и ингибировать пролиферацию вируса, выполняющего функцию вектора, подавляя побочное вредное действие векторной вакцины.
* В случае вредного действия векторной вакцины на основе  вируса оспы коровы  можно регулировать пролиферацию вируса с помощью интерферона. 
* Удалить из генома рекомбинантного вируса,  применяемого в качестве векторной вакцины, фрагмент, отвечающий за его вирулентность.

Будущее векторных вакцин большое, однако для применения их для вакцинации людей необходимо доказать их полную безвредность.

На основе рекомбинантных ДНК можно создавать поливалентные вакцины, вводя в состав вируса-вектора гены, кодирующие антигены различных инфекционных вирусов. Создание таких вакцин - перспективное направление современной биотехнологии и вакцинологии.     
Рекомбинантная вакцина против вируса холеры.  Холера - острое инфекционное заболевание, относится к особо опасным инфекциям, передается через воду, загрязненную фекалиями. 
Возбудителем холеры является холерный вибрион (Vibrio cholerae). Микроорганизм был открыт в 1883 году известным немецким ученым Робертом Кохом. Бактерии размножаются в тонком кишечнике и в большом количестве выделяют энтеротоксин, который ответственен за патогенное действие микроорганизма. Молекула энтеротоксина гексамер, состоящий из одной субъединицы А и пяти субъединиц В. Субъединица А состоит из двух доменов: А1 и А2 домена. Домен А1 обладает токсической активностью, домен А2 ответственен за связывание А субъединицы с субъединицами В. Субъединица А активирует аденилатциклазу и обладает АДФ-рибозилирующей активностью, субъединица В обеспечивает связывание энтеротоксина с рецепторами эпителиальных клеток тонкой кишки. В настоящее время применяют инактивированные противохолерные вакцины. Вирионы холеры обрабатывают фенолом и на основе убитых таким образом вирионов создают вакцины. Однако, эффективность полученных вакцин очень низкая и они активны только в течение 3-6 месяцев. В настоящее время ведутся исследования по созданию новых типов противохолерных вакцин.

Для создания новой противохолерной вакцины сконструирован мутантный штамм V. cholerae, в котором удалили часть нуклеотидной последовательности генома вириона, кодирующую фрагмент А1 домена.
Эксперимент для получения мутантного штамма V. cholerae включал следующие стадии:
- Конструируют плазмиду, содержащую сегмент ДНК, кодирующий А1 пептид субъединицы А. Затем плазмиду обрабатывают рестриктирующими эндонуклеазами Сlа1 и  XbaI. Каждая нуклеаза расщепляет только  кодирующую А1-пептид нуклеотидную последовательность вставки.

- К Сlа1-сайту пришивают  XbaI-линкер  и плазмиду обрабатывают рестриктазой XbaI. Затем с помощью  ДНК-лигазы фага Т4 соединяют сайты XbaI и замыкают плазмиду в кольцо. В результате из кодирующей А1 последовательности удаляется сегмент длиной 550 п.н., который  кодировал аминокислотные остатки 183-194;
-  Плазмиду переносят в штамм V. cholerae, несущий ген устойчивости к тетрациклину, в локусе, кодирующем А1-пептид;
- В результате рекомбинации последовательность хромосомы, кодирующая А1-пептид, заменяется гомологичным  сегментом  плазмиды с делецией;
- Клетки с интегрированной дефектной последовательностью, кодирующей А1-последовательность, отбирают по их чувствительности к тетрациклину. 

Полученный мутантный штамм не синтезирует активный энтеротоксин, в тоже время сохраняет все остальные биохимические свойства патогенного вириона V.cholerae. Вакцины, созданные на основе мутантного штамма, показывают высокую эффективность, они почти на 90% защищают организм от холеры, однако у  некоторых испытуемых наблюдаются побочные  эффекты. 

Рекомбинантная вакцина против сальмонеллеза. Вирус  Salmonella вызывает острые кишечные инфекции, пищевую токсоинфекцию, брюшной тиф, постнатальную инфекцию. Для получения рекомбинантного аттенуированного штамма Salmonellа получают штамм с двойной делецией: одну делецию вносят в гены aro, кодирующие ферменты биосинтеза ароматических кислот, вторую в гены pur, кодирующие ферменты метаболизма пуринов. Мутатный штамм с двойной делецией вызывает легкую форму инфекции, вирулентность их в 106 раз ниже, чем у природного штамма. На основе мутантного штамма созданы пероральные вакцины для человека, мышей, овец, крупного рогатого скота и цыплят.
Новые виды аттенуированных вакцин

Из аттенуированных, инактивированных и субъединичных вакцин наиболее эффективными являются аттенуированные вакцины. Основное требование к живым вакцинам – это полное отсутствие в их составе вирулентных частиц. В настоящее время возможно создание живых вакцин генно-инженерными методами. Рекомбинантные микроорганизмы (бактерии, вирусы) можно использовать в качестве аттенуированных (живых) вакцин.

В состав аттенуированных вакцин, созданных на основе рекомбинантных микроорганизмов, входят:

- непатогенные микроорганизмы, способные синтезировать антигенные детерминанты патогенного микроорганизма, антитела против которого нейтрализуют его;

- штамм патогенного микроорганизма, у которого удален или изменен ген вирулентности.

Живые вакцины, созданные на основе рекомбинантных микроорганизмов, характеризуются высокой иммуногенностью. Это связано с тем, что основные антигенные детерминанты являются частью бактерий или вирусов, поэтому их пространственная структура полностью соответствует пространственной структуре молекулы антигенной детерминанты патогенного микроорганизма.
Создание новых вакцин

Важной задачей медицинской биотехнологии является создание новых вакцин и разработка новых путей вакцинации.  Это обусловлено тем, что:

- еще не созданы эффективные вакцины против всех инфекционных болезней;

-  в состав вакцинного препарата входят много примесей, которые  служат причиной побочного вредного действия вакцин, приводящего к развитию аллергии, энцефалита, артрита и других заболеваний.
- полученные ранее некоторые вакцины теряют свою эффективность;

- некоторые штаммы микроорганизмов - возбудителей инфекционных болезней подверглись мутационным изменениям, в результате эффективность вакцин, нейтрализующих их вирулентность, снизилась или даже полностью исчезла. Поэтому после их введения в организме не развивается эффективный иммунный ответ. 

Биотехнологическими методами можно получить в чистом виде любой антиген возбудителя инфекционной болезни или синтезировать полную копию антигена. Эффективность  вакцины, созданной  на основе антигена, зависит от его иммуногенных свойств, после вакцинации в организме должен формироваться эффективный иммунный ответ. В настоящее время методы конструирования эффективных иммуногенов и вакцин основываются на новых принципах. Антиген, антитела к которому нейтрализуют возбудитель инфекционной болезни, связывают с полиэлектролитом, стимулирующим иммунную систему. Полученную вакцину называют полимер-субъединичная вакцина. В России получена полимер-субъединичная вакцина против штаммов А1, А2, В вируса гриппа. Название вакцины, применяемой в медицине «Гриппол». Проходят клинические испытания полимер-субъединичные  вакцины против брюшного тифа, туберкулеза и других инфекционных болезней.

Рибосомальные вакцины. Рибосомальные вакцины получают на основе рибосом, которые имеются в каждой клетке. В состав рибосомы эукариот входит 55% рибосомальной РНК и 45% различных белков, рибосомы прокариот содержат около 60% РНК и 40% белка. Бактериальная клетка содержит в стационарной фазе 104 рибосом, в период экспоненциальной фазы роста число рибосом возрастает. В качестве вакцины используют обогащенные рибосомами полисахаридные и другие антигенные препараты. Первый препарат рибосомальной вакцины был создан в 1965 году из штамма Mycobacterium tuberculosis. Созданы рибосомальные вакцины ИРС-19, Рибомунил, применяемые для профилактики и лечения заболеваний верхних дыхательных путей и бронхов. 
ИРС-19 (Lec, Словения) состоит из рибосомальных фракций 19 штаммов бактерий: D.pneumoniae, St.faecalis, St.pyogenes, N.catarralis, H.influenzae, K.pneumoniae, M.pyogenes, N.perflava, G.tetragena, N.flava, Moraxella и др. под действием препарата происходит стимуляция иммунитета слизистых. 
Рибомунил (Ribomunyl; Пьер Фабр, Франция) - содержит рибосомы бактерий Kl.pneumoniae, D.pneumoniae, Str.pyogenes, H.influenzae и протеогликаны мембранной части Kl.pneumoniae. После введения вакцины активизируются макрофаги и нейтрофилы, синтез ими интерлейкинов 1, 6, 8, альфа-интерферона, функция натуральных киллерных клеток, стимулируется гуморальный иммунный ответ и местный иммунитет дыхательного тракта.
Растительные вакцины. Вакцины на основе трансгенных растений, продуцирующие белковые фрагменты патогенных микроорганизмов могут стать вариантом новой вакцины, отвечающей всем требованиям, которым она должна соответствовать. С помощью методов генной инженерии представляется возможным «внедрить» чужеродные гены почти во все технические сельскохозяйственные культуры, получив стабильные генетические трансформации. Разработка вакцин на основе трансгенных растений, в геном которых был встроен соответствующий фрагмент генома патогенного микроорганизма, можно рассматривать как революционное направление в современной вакцинологии.  На рисунке 54 представлена схема получения растительных (съедобных) вакцин. 
Ассортимент пищевых источников растительных вакцин не ограничен, самым безопасным и доступным способом иммунизации является оральный, важна также высокая экономичность растительных вакцин. По прогнозам многих специалистов стоимость существующих вакцин будет возрастать, а цена многих вновь разрабатываемых вакцин будет выше стоимости применяемых в практике.
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Рисунок 54. Схема получения растительных вакцин (заимствовано из http://microbiology.com.ua/)
Первая растительная «съедобная» вакцина была получена в 1992 году, трансгенное растение табака стало продуцировать "австралийский" антиген (антиген HbsAg). Полученный из растений и частично очищенный антиген, введенный мышам, вызывал мощный иммунный ответ подобно вакцине против гепатита В. В 1998 году с применением трансгенного картофеля получена вакцина против холерного анатоксина, с помощью табака - против кори. Сейчас испытываются "картофельные" вакцины к вирусу Ньюарк (возбудителю диареи) и гепатиту В с обнадеживающими результатами. На животных испытываются выращенные в помидорах вакцины против бешенства. Ведутся исследования по выращиванию вакцин в растениях, которые не требуют приготовления, например, в бананах. 

 Растительные вакцины весьма перспективны, так как:

- в ДНК растений можно встроить до 150 чужеродных генов;

- будучи пищевыми продуктами, применяются орально;

- их использование приводит не только к образованию гуморального и клеточного иммунного ответа, но и к развитию местного иммунитета кишечника;

- безопасны;

- высоко экономичны.
Однако, перед применением растительных «съедобных» вакцин необходимо выяснить, развивается ли иммунный ответ в организме: если под действие вакцины попадает слизистый слой ротовой полости и можно ли применять растения без предварительного приготовления. Кроме того, необходимо разработать метод применения таких вакцин, найти новые виды адьювантов, оптимальные растения для создания растительных вакцин. 
Общая концепция создания таких вакцин следующая: необходимые гены вводят в геном растения, заставляя последнее производить кодируемые этими генами белки. Такие растения будут называться трансгенными. Подобно обычным субъединичным вакцинам, вакцины растительные несут в себе антигенные белки, но не гены, поэтому они безопаснее, чем, например, вирусные вакцины. Антигены, содержащиеся в трансгенных растениях, имеют возможность попасть в кишечник, не разрушаясь по дороге, т.к. наружная стенка клеток растений защищает их от воздействия желудочного сока. В кишечнике освобожденные из растительных клеток антигены захватываются М-клетками, а затем попадают в пейеровы бляшки и в регионарные лимфоузлы, где они могут быть представлены АПК. В результате индуцируется иммунный ответ – как локальный, так и системный. 

Ввести инородную ДНК в геном растения можно двумя способами: путем бомбардировки из генной пушки культур эмбриональных растительных клеток в суспензии, или с помощью Agrobacterium tumefaciens.  Эти бактерии являются обитателями почв, но через микроповреждения проникают в растения. В Agrobacterium tumefaciens есть Ti-плазмида, встраивающаяся в геном клеток растений, после чего эти клетки начинают интенсивно размножаться, образуя нечто наподобие опухоли. В такую Ti-плазмиду и помещают ген, который нужно ввести в растительный геном, используя Agrobacterium tumefaciens. Однако, сначала из Ti-плазмиды удаляют гены, ответственные за синтез ауксина и цитокинина, так что при инфицировании растений «опухоль» уже не образуется. Дополнительно в плазмиду вводят гены устойчивости к определенному антибиотику для отбора трансформированных клеток. ДНК встраивается в геном растения случайным образом, так что различные линии трансформированных растений экспрессируют антиген по-разному. Поэтому одновременно трансформируют до 100 растений, а затем выбирают из них те, которые вырабатывают антиген в наибольших количествах. Создание такого трансгенного растения занимает 3-9 месяцев, что заставляет предпринимать попытки по сокращению этого срока до 6-8 недель. Каждый антиген, экспрессируемый растением, подвергается тестированию в экспериментах in vitro с помощью иммуноферментного анализа и иммуноблотинга, а также на животных.

Существуют съедобные вакцины второго поколения – к ним можно отнести, например, многокомпонентные вакцины, содержащие сразу несколько антигенов. Их получают путем скрещивания растительных линий, экспрессирующих разные антигены. В геном растений помимо антигенов могут быть дополнительно введены адьюванты, повышающие иммуногенность вакцины. 

Необходимо заметить, что чужеродные белки синтезируются растением в относительно небольшом количестве и мало иммуногены, поэтому необходимо чтобы количество антигена в пероральной дозе вакцины значительно превышало это количество в аналогичной по эффективности дозе парентеральной/интраназальной вакцины. Так, например, одна доза вакцины от гепатита В для применения внутрь содержит в 10-100 раз больше антигена, чем эквивалентная доза парентеральной вакцины. Попытки увеличения количества и активности экспрессии инородных генов могут приводить к замедлению роста растения и его созревания, т.к. чрезмерная экспрессия чужеродного белка зачастую подавляет экспрессию собственных белков растения. В настоящее время разрабатываются различные технологии преодоления вышеописанной проблемы: к ним можно отнести, например, оптимизацию нуклеотидного состава кодирующей последовательности гена для его экпрессии в клетках растений, экспрессию гена в пластидах, создание рекомбинантных вирусов растений, экспрессирующих данный антиген (часто для этой цели используют вирус CPMV – мозаичный вирус коровьего гороха, а также табачный мозаичный вирус, альфа-альфа мозаичный вирус) и некоторые другие. Каждый вид растений, используемых для создания растительных вакцин, имеет свои преимущества и недостатки, кратко отраженные в таблице 7. 
Таблица 7. Основные достоинства и недостатки трансгенных растений

	растение
	достоинства
	недостатки

	табак
	удобство хранения вакцины (множество семян, хранящихся длительное время), большой урожай, получаемый быстро
	содержит токсичные компоненты

	картофель
	много клинических исследований, легко трансформировать и размножать из «глазков», долго хранится без заморозки
	необходимо готовить, что приводит к разрушению антигена.

	Бананы
	не нуждаются в кулинарной обработке, часто произрастают в развивающихся странах
	для созревания необходимо 2-3 года, трансформированный растения дают плоды через год, плоды быстро портятся после сбора, содержат мало белка

	помидоры
	быстро растут, содержат много витамина А, потенцирующего иммунный ответ, можно избежать проблему быстрой порчи плодов путем применения сухой заморозки
	быстро портятся

	Рис
	высокая экспрессия белка, экспрессируемые белки не разрушаются при кулинарной обработке, легко хранить и транспортировать
	медленно растет, сложно выращивать

	салат-латук
	быстро растет, не нуждается в кулинарной обработке
	быстро портится

	Соя
	большой урожай, получаемый быстро
	

	дыня канталупа
	быстро растет, легко трансформировать
	


Первое клиническое испытание растительной вакцины было проведено в США в 1997 году. Вакцина на основе картофеля была нацелена против энтеротоксигенной кишечной палочки. 11 добровольцев ели трансгенный картофель, экспрессирующий лейкотриен В. У 10 из них появились нейтрализующие антитела, а у 6 – местный (на слизистых) иммунитет. На животных были успешно тестированы картофель, содержащий антиген CT-B вибриона холеры; табак, экспрессирующий гемагглютинин вируса кори; картофель, содержащий HBS-антиген вируса гепатита В (зараженный мозаичным вирусом, экспрессирующим данный антиген); помидоры, экспрессирующие антигены вируса бешенства, а также помидоры, зараженные вирусом, экспрессирующим антигены ВИЧ. 
Препятствием для разработки и широкого применения растительных вакцин может послужить неизбежность «трансгенной контаминации», осуществляемой при переносе генетически модифицированной пыльцы на обычные растения (насекомыми, например), почвенными бактериями. Кроме того, не утихают дебаты по поводу использования генетически модифицированных пищевых продуктов, а количество исследований потенциальной опасности для здоровья трансгенных растений еще слишком мало, чтобы делать какие-либо окончательные выводы. Тем не менее, преимущества (прежде всего экономического характера) использования растений для продукции антител, вакцин и других биологически активных веществ становятся все более очевидными, в связи с этим можно ожидать активного развития этой отрасли биотехнологии. 

 
3.3 Анатоксины
Анатоксины - иммунобиологические препараты, представляющие собой обезвреженные и очищенные от балластных веществ токсины патогенных возбудителей, искусственно лишенные способности вызывать интоксикацию, но сохранившие антигенные и иммуногенные свойства.  В медицинской практике анатоксины применяются для активной иммунизации для профилактических прививок против токсикоинфекций — дифтерии, столбняка, профилактика которых с помощью живых и убитых вакцин оказалась малоэффективной.  

В основе патогенеза многих заболеваний (столбняк, дифтерия, ботулизм, газовая гангрена и другие) лежит воздействие на организм специфических ядовитых продуктов (экзотоксинов), которые выделяются возбудителями этих заболеваний. Экзотоксины, наряду со способностью вызывать в живом организме патологические процессы обладают антигенностью, т.е. способностью при введении в организм в небольших дозах вызывать в нем образование специфических антител — антитоксинов. После добавления к экзотоксинам формалина в небольшом количестве и выдерживания их в течение нескольких дней при 37-40°С они полностью утрачивают токсичность, сохраняя антигенные свойства.  В результате соответствующей обработки обезвреженный экзотоксин (анатоксин) применяют для выработки активного иммунитета у человека против, например, дифтерии, столбняка. 

В настоящее время считается, что анатоксины - одни из наиболее эффективных и безопасных препаратов, используемых для активной иммунизации людей, один из видов молекулярных вакцин. Такие анатоксины готовят в виде очищенных, концентрированных препаратов, адсорбированных на геле гидроксида алюминия. Адсорбция анатоксинов на различных минеральных адсорбентах обусловливает резкое повышение эффективности вакцинации.  На практике наиболее широко применяются дифтерийный, столбнячный и ботулинический анатоксины.

В процессе культивирования природных патогенных микробов можно получить протективный антиген, синтезируемый этими бактериями токсин, коорый затем превращается в анатоксин, сохраняющий специфическую антигенность и иммуногенность. 

Для получения анатоксина токсигенные бактерии выращивают на жидких средах, фильтруют с помощью бактериальных фильтров для удаления микробных тел, к фильтрату добавляют 0,4% формалина и выдерживают в термостате при 30-40о на 4 недели до полного исчезновения токсических свойств.  Препараты проверяют на стерильность, токсигенность и иммуногенность.   В настоящее время такие препараты почти не используются, т. к. содержат большое количество балластных веществ, неблагоприятно влияющих на организм. Для применения в медицине анатоксины подвергаю физической и химической очистке, адсорбируют на адъювантах. 

Анатоксины применяются для активной профилактики инфекций, в патогенезе которых основную роль играют экзотоксины возбудителя, реже для лечения токсинемических инфекций, в том числе, дифтерия, газовая гангрена, ботулизм, столбняк. Примерами препаратов анавтоксинов являются коклюшно-дифтерийно-столбнячная вакцина (АКДС), адсорбированный дифтерийно-столбнячный анатоксин (АДС), адсорбированный стафилококковый анатоксин, ботулинистический анатоксин, анатоксины из экзотоксинов возбудителей газовых инфекций.

Для применения в медицинской практике выпускаются следующие виды анатоксинов: адсорбированный дифтерийный анатоксин (АД), адсорбированный столбнячный анатоксин (АС), адсорбированный стафилококковый анатоксин. Наиболее часто применяются ассоциированные препараты, в состав которых входят дифтерийный и столбнячный анатоксины: адсорбированная коклюшно-дифтерийно-столбнячная вакцина (АКДС) и адсорбированный дифтерийно-столбнячный анатоксин (АДС).

3.4 Иммунные сыворотки и иммуноглобулины
Иммунные сыворотки и получаемые из них иммуноглобулины - биологические препараты, содержащие антитела. Они предназначены для создания пассивного антитоксического, антибактериального или антивирусного иммунитета у человека, нуждающегося в защите от инфекции или потенциально-опасных веществ, обладающих антигенными свойствами. При многих иифекциях показано искусственное создание паасивного иммунитета как с целью серо​терапии, так и с целью экстренной серопрофилактики (при непосредственной угрозе заболевания). Это связано с том, что накопление достаточного количества антител наблюдает​ся, как правило, не ранее чем через 2—3 недели после начала за​болевания. При многих бактериальных и вирусных инфекциях антитела играют защитную роль, нейтрализуя экзотоксины и внеклеточ​ные вирусы, способствуя очищению организма от бактерий. Действие препаратов, создающих пассивный иммунитет, начинается быстро - сразу после введения, однако срок действия ограничен периодом их сохранения в организме. Кроме того, введенные антитела препятствуют развитию активного иммунитета против возбудителя.

Иммунные сыворотки подразделяют на лечебно-профилактические и диагностические. Лечебно-профилактические сыворотки получают из крови гипер- иммунизированных лошадей или других животных, у которых можно взять сравнительно большое количество крови. Кроме того, сывороточные препараты получают из крови доноров, переболевших или иммунизированных против различных инфекционных болезней. Диагностические сыворотки получают из крови иммунизированных кроликов. 
Взависимости от источника получения иммунных сывороток их делят на гетерологичные и и гомологичные. 

Гетерологичные иммунные сыворотки получают из крови животных (чаще лошадей), подвергнутых гипериммунизации анатоксином или другим антигеном. Эти препараты являются для организма человека чужеродными антигенами, их применение сопровождается развитием антител, которые могут не только нейтрализовать действие препарата, но вызвать в организме тяжелые аллергические и иммунокомлексные реакции. 

Преимущество гетерологичных препаратов в том, что интенсивная иммунизация животных позволяет достичь высокой концентрации антител, кроме того, нет ограничений в подборе продуцентов. Высокая иммуногенность препаратов, полученных из крови животных, ограничивает их применение и требует особого внимания при использовании.

Гомологичные иммунные сыворотки   получают из крови человека, они лишены многих побочных эффектов гетерологичных сывороток.  В настоящее время гомологичные сыворотки применяют для профилактики и лечения вирусных гепатитов, кори, столбняка, ботулизма и др., эффект гомологичных AT сохраняется 4-6 недели. 

Гетерогенные иммунные сыворотки получают путем гипе​риммунизации животных (ло​шади) специфическим антигеном (анатоксином, бактериальными или вирусными культурами и их антигенами) с пос​ледующим, в период максимального антителообразования, выделением из крови иммунной сыворотки. Гетерологичные иммунные сыворотки изготовляют на биофабриках, используя в качестве продуцентов чаще всего лошадей, мулов, ослов, волов, овец, свиней. Проводят гипериммунизацию животных возрастающими дозами антигена. Схемы гипериммунизации в зависимости от вида препарата и животного-продуцента отличаются по своей продолжительности, кратности, интервалом между циклами иммунизации, дозой антигена. На пике антителообразования, когда в сыворотке крови животного установлен максимальный уровень специфических антител (на 7 – 10 день после последнего введения антигена), у иммунизированных животных забирают кровь (до 6 мл/кг массы животного), освобождают ее от форменных элементов и белка фибрина, фильтруют, стандартизуют по концентрации антител, добавляют консервант.
Для получения гомологичных нечужеродных иммунных сывороток используют сы​воротки переболевших людей (коревая, оспенная сыворотки) или специ​ально иммунизированных людей-доноров (противостолбнячная, противоботулиническая), содержащие антитела к ряду возбудителей инфекционных болезней вследствие вакци​нации или перенесенного заболевания.

Иммунные сыворотки содержат готовые специфические антитела, способные нейтрализовать действие патогенных возбудителей и токсичных продуктов их жизнедеятельности. Различают четыре вида иммунных сывороток: антибактериальные (содержащие антитела к возбудителям брюшного тифа, дизентерии, чумы, коклюша), противовирусные (коревая, гриппозная, антирабическая), антитоксические (сыворотки против дифтерии, столбняка, ботулизма, газовой гангрены) и смешанные (содержащие антитела против бактерий и токсинов).

Иммунные сыворотки имеют относительно низкую концентрацию антител и содержат много балластных белков, что может вызывать побочные эффекты при их применении. Поэтому неочищенные сыворотки практически не применяют, из них выделяют подвергают очистке специфические белки-иммуноглобулины, препараты которых лишены этих недостатков. Для очистки от балластных веществ применяют осаждение спиртом, ацетоном на холоде, обработку ферментами, диализ либо другие методы. Предпочтительнее использование глобулиновых фракций, которые содержат не более 20% всех белков, содержавшихся в сыворотке. Однако гетерологичные глобулины также иммуногенны для человека, как и цельные сыворотки. Препараты иммуноглобулинов, полученные из человеческой крови, для человека не иммуногенны, и в этом их преимущество перед гетерологичными сыворотками и глобулинами.

Иммуноглобулины человека готовят из донорской или плацентарной крови, Кроме антител, ради которых готовят препараты иммуноглобулинов, они содержат другие антитела, находящиеся в крови человека. Поэтому противокоревой иммуноглобулин используют и для профилактики гепатита, коклюша, менингита и других инфекционных заболеваний. Для получения препаратов иммуноглобулинов с повышенным содержанием антител производят предварительный отбор сырья - сывороток крови содержащих соответствующие антитела, а также используют сыворотки доноров, подвергнутых иммунизации. Такие препараты маркируются отдельно и используются для групп особого риска: новорожденных, тяжелобольных и других.
Существующие методы приготовления глобулинов полностью исключают возможность присутствия в них вирусов, в том числе и вируса иммунодефицита человека, но они могут содержать агрегированные в процессе приготовления реактогенные белки. Поэтому препараты иммуноглобулинов вводят только в мышцу, подкожно или наносят на слизистые. Иммуноглобулины, предназначенные для внутривенного введения, подвергают дополнительной обработке с целью удаления агрегатов и снижения реактогенности.

В качестве профилактических и лечебных препаратов могут использоваться «чистые антитела» - иммуноглобулины, полученные сорбцией антител на антигенных сорбентах. Однако такие антитела не получили широкого использования из-за сложности технологии приготовления и относительной нестабильности препаратов.

Перспективными препаратами являются моноклональные антитела, обладающие высокой специфичностью действия. Однако, получаемые в настоящее время моноклональные антитела - гетерологичные (чаще всего мышиные) иммуноглобулины. Следует отметить, что моноклональные антитела - препараты, почти на 100% состоящие из специфических антител, что позволяет их вводить в малых т.е. в низкоиммуногенных дозах. В настоящее время разработана технология создания гибридных молекул антител, состоящих из вариабильного (антигенсвязывающего) домена мышиного иммуноглобулина и остальной части молекулы от человеческого иммуноглобулина. Такие препараты для человека практически не иммуногенны. Моноклональные антитела могут использоваться не только как биологически-активные вещества, воздействующие прямо на клетки и молекулы, обладающие соответствующими антигенами. Они могут использоваться как средство доставки других активных субстратов. Так, моноклональные антитела к антигенам опухоли могут быть конъюгированы с цитотоксическими лекарственными препаратами и использоваться для доставки лекарства непосредственно к опухоли.

Приобретенный пассивный иммунитет развивается при введении в организм уже готовых антител, которые содержатся в сыворотках. Это происходит, когда заболевшему человеку вводят сыворотку крови переболевших людей или животных. Активный иммунитет формируется не сразу, держится дол​го, пассивный развивается сразу, но сохраняется недолго. Соответственно активный иммунитет (вакцины) использует​ся для профилактики, а пассивный (сыворотки с антитела​ми) — для лечения инфекционных заболеваний. Инфекционный иммунитет всегда конкретен или, други​ми словами, специфичен. Он направлен только против опре​деленного возбудителя и не распространяется на прочих.

Вопросы для самоконтроля знаний
1. Типы интерферонов, их свойства, образование в организме, применение в медицине.

2. Опишите механизмы действия интерферона.

3. Методы получения интерферонов в промышленности.  

4. Интерлейкины, функция интерлейкинов в иммунной системе.

5. Биологические функции интерлейкина -1, ИЛ2.
6. Применение в медицине интерлейкинов.

7. Промышленный метод получения 2-интерлейкина.
8. Дайте характеристику структуры и свойств фактора некроза опухоли.

9. Опишите механизмы биологического действия фактора некроза опухоли.

10.  Методы получения фактора некроза опухоли в промышленности.  
11. Какие требования предъявляются к идеальным вакцинам?

12. Опишите характеристики эффективной вакцины.

13. С какими трудностями встречается произвоство аттенуирированных вакцин, инактивированных вакцин?

14. Стадии метода получения пептидных вакцин.

15. Опишите методические подходы для создания рекомбинантных вакцин.

16. Преимущества и недостатки живых вакцин.

17. Что такое адьювант, для чего его применяют при вакцинации?

18. Какие векторы применяют для получения векторных вакцин

19. Дайте определение субъединичным вакцинам. Приведите примеры  субъединичных вакцин

20.  Какие вакцины можно отнести к вакцинам будущего, перечислите и дайте им определение.

Тесты для самоконтроля знаний

1. В группу цитокинов входит:

1. фибронектин

2. интерлейкин
3. интерферон
4. гаптоглобин

5. альфа-макроглобуллин 

2. Клетки, используемые для промышленного получения (-интерферона:  

1. лейкоциты

2. Т-лимфоциты

3. фибробласты

4. В-лимфоциты

5. моноциты

3. Для получения (-интерферона генно-инженерным методом в промышленности используют:

1. клетки дрожжей

2. клетки E.coli 

3. фагоциты

4. моноциты

5. эритроциты

4. При получении (-интерферона человека  генно-инженерным методом не применяют клетки E.coli, так как:

1. имеют специфический состав белков цитоплазмы 
2. нет ферментного аппарата, ответственного за гликозилирование белков эукариот 

3. интерферон не переносятся через мембрану

4. имеет короткий полупериод жизни 

5. ферменты клеток не катализируют синтез белков  эукариот 

5. Интерферон животных  не используют для лечения больного человека из-за:

1. специфической пространственной структуры молекулы

2. низкой активности

3. видовой специфичности

4. низкой растворимости в биологической жидкости

5. отсутствия влияния на человека

6. Подход для увеличения биологической активности (-интерферона, полученного генно-инженерным методом:

1. введение в молекулу интерферона дополнительных  гидрофобных  аминокислот

2. введение в молекулу интерферона дополнительных  дисульфидных связей 

3. замена остатка одной аминокислоты на остаток другой  аминокислоты 

4. в молекуле интерферона уменьшить число   SH-групп

5. введение в молекулуе интерферона домена, связывающего металлы 

7. Трудности получения интерферона генно-инженерным методом:

1. получают в большом количестве 

2. в смеси всех мРНК концентрация мРНК  интерферона  низкая

3. высокая степень чистоты;

4. стоимость низкая;

5. свойства подобны свойствам природного интерферона. 

8.  Вставьте пропущенное слово: 

Под действием интерферона  в вирус инфицированной клетке  образуются ......1.......   ,  которые в присутствие.........2...... активируются. С участием  этих ферментов .....3........  , в результате клетка умирает.

а - 2',5'-олигоаденилат синтаза и протеинкиназа,  б -  разрушается РНКаза 1 и фосфорилируется  eF2 фактор, в - вирусной РНК.
9. Интерлейкины относятся к:

1. белкам активной фазы воспаления
2. белкам системы комплемента
3. цитокинам
4. белкам системы свертывания крови
5. белкам, регулирующим апоптоз
10. Интерлейкин- 2  образуется в:

1. лейкоцитах под влиянием  митогенов

2. стволовых  клетках под влиянием вирусов
3. фибробластах под влиянием вирусов
4. гепатоцитах под влиянием вирусов

5. стромальных клетках под влиянием митогенов
11. Интерлейкины  относятся к: 
 1. полисахаридам 

 2. нуклеиновым кислотам
 3. липидам
 4. белкам
 5. нуклеотидам
12. Биологическое действие интерлейкина:

1. обеспечивает разрушение комплекса антиген-антитело 
2. стимулирует лимфоциты, повышает уровень  иммунитета
3. стимулирует развитие аутоиммунных болезней 
4. повышает активность системы свертывания крови
5. защищает организм от влияния опухолевых клеток

13. К биологическому действию интерлейкинов не относится:

1. стимулирует лимфоциты и обеспечивает необходимый уровень иммунитета:

2. защищает организм от влияния опухолевых клеток

3. разрушает вирусы внедрившиеся в организм

4. активирует синтез белков активной фазы воспаления

5. стимулирует образование элементов гемопоэза 

14. Природным источником интерлейкина является:

1. кровь

2. ткань мышц

3. ткань печени

4. лимфа

5. молозиво

6. ткань почек

15. Вакцинацию человека впервые провел:

1. П. Эрлих

2. Э. Дженер

3. И.И. Мечников

4. Н. Ерни

5. П. Медавар 

16. Термин вакцина предложил:

1. Э. Дженер

2. И.И. Мечников

3. П. Эрлих

4. Л. Пастер

5. Р. Петров

17. В группу  адьювантов входят:

1. инсулин

2. гидроксид алюминий, [Al(OH)3]
3. крахмал

4. сапонины

5. протеолитические ферменты. 

6. гликоген

7. эмульсия минеральных масел 

8. липосомы

18. Пассивная иммунизация организма человека: 

1. введение   иммуноглобулина

2. введение кортикостероидов

3. переливание плазмы крови 

4. ингибирование  цитокинов

5. введение вакцины. 

19. Свойства, характерные для  адьювантов

1. неспецифически влияет на функцию мембраны клетки 

2. увеличивает иммунный ответ организма против чужеродного антигена 

3. безвредна для организма 

4. в месте введения в организм образуются гранулемы 

5. влияние направлено на специфические клетки иммунной системы 

6.  не разрушается в организме 

7. полупериод жизни в организме длительный 

8. не изменяет иммунный ответ организма,  индуцируемый  антигеном

20. Характеристика метода вакцинации:

1. иммунопрфилактика инфекционной болезни 

2. ингибирует воспалительный процесс 

3. формирует иммунологическую память организма

4. активирует иммунитет  организма против возбудителя инфекционной болезни 

5. метод лечения аллергии 

6. ингибирует функцию нервной системы

7. активирует эндокринные железы

8. снижает уровень иммунного ответа

21. Найдите соответствие:

Вакцина

1. антиидиотипическая
2. пептидная

3. аттенуированная

4. рекомбинантная

5.убитая

а. создается на основе гибридных нуклеиновых кислот; б. создается на основе микроорганизмов, вирулентность которых предварительно понижена;  в. создается на основе антител; г. создается на основе убитых патогенных микроорганизмов;  д. создается на основе иммуногенного пептида белка патогенного микроорганизма, антитела против которого нейтрализуют вирус. 

22. Вставьте пропущенное слово:

Антитела, нейтрализующие штамм НSV-1 вируса герпеса, образуются против ............... оболочки вируса.

1 - антигена HBs,  2 - гликопротеина  D (gD), 3 - гемаглютенина

23. Для получения субъединичной вакцины против вируса герпеса ген, кодирующий D гликопротеин, подвергают модификации
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Трансмембранный домен
1. удаляют фрагмент гена, кодирующего трансмембранный  домен гликопротеина D

2. удаляют фрагмент гена, кодирующий участок полипептидной цепи, расположенный на С- конце гликопротеина D

3. удаляют фрагмент гена, кодирующий  участок полипептидной цепи, расположенный на N- конце гликопротеина D

4. вводят дополнительный нуклеотид  в участок гена, кодирующего фрагмент N-конца белка
5. вводят дополнительный нуклеотид в сайт гена, кодирующего фрагмент, расположенный на  С-конце белка
24. Для получения рекомбинантной ДНК в качестве вектора  применяют:

1. плазмиду

2. мРНК

3. синтетические олигонуклеотиды

4. митохондриальную ДНК

5. липосому

25. Фактор, снижающий эффективность вакцинации:

1. высокая иммуногенность организма

2. быстрое изменение штамма микроорганизма, против которого создана вакцина

3. стабильность штамма микроорганизма  в течение длительного времени 

4. быстрое формирование иммунитета организма при введении вакцины в низкой концентрации

5. неспецифическое влияние на организм

26. Ограничения промышленного производства инактивированных и живых вакцин, применяемых в медицине:

1. методы применяемые для производства вакцин очень сложные

2. вирусы не размножаются в условиях культивирования in vitro

3. аттенуированные  штаммы могут снова превратиться в вирулентные

4. для размножения вирусов необходимы дорогие культуры животных 

5. в условиях производства вирусы разрушаются

6. в состав вакцин могут попадать вирулентные микроорганизмы

7. титры культуры вирусов и скорость их размножения часто очень низкая

8. активность штамма вируса не ингибируется 

27. Первая вакцина, полученная технологией рекомбинантной ДНК:

1. против вируса холеры 

2. против вируса гриппа

3. против вируса  гепатита В

4. против вируса герпеса 

5. против вируса краснухи

28. Влияние адьюванта:

1. повышает специфичность вакцины

2. повышает иммунный  ответ против антигена 

3. действие его направлено на все клетки организма

4. стимулирует  аутоиммунные реакции

5. повышает чувствительность организма к соединениям, входящим в состав окружающей среды

29. Вставьте  пропущенное слово: 

Живые вакцины создаются на основе…1…вирусов, микроорганизмы имеющие ..2… размножаются в организме и стимулируют появление …3.. против патогенного вируса.

а - авируленных  , б - антител, в - пониженную инфекционность.
30. Вакцинация основывается на:

1.  функциях клеток Т-хелперов

2. активности фагоцитов

3. свойствах системы комплемента

4. способности  иммунной системы при повторном введении в организм антигена быстро и эффективно формировать иммунный ответ

5. повышении в крови концентрации белков острой фазы

31. Рекомбинантные  вакцины создаются на основе:

1. рДНК, в которую введен ген, кодирующий белок-антиген, ответственный за стимуляцию инфекционной болезни

2. РНК микроорганизма-продуцента инфекционной болезни  

3. фрагмента белка микроорганизма, отвечающего за продуцирование инфекционной болезни

4. белка микроорганизма, отвечающего за продуцирование инфекционной болезни 

5. аттенуированного микроорганизма

32. Субъединичные вакцины создаются на основе:

1.  убитых микроорганизмов

2. пептида  белка  микроорганизма, определящего  его инфекционные свойства 

3. молекулы белка  микроорганизма, определяющего его инфекционные свойства 

4. ДНК, трансформированного геном, кодирующего антиген, который ответственен  за инфекционные свойства вируса
5. антител,  синтезированных против любого  белка микроорганизма

33. Исключите свойство не характерное для вакцины:

 1. иммуногенность;

 2. стимуляция субклинической инфекции;

 3. создание иммунной памяти;

 4. образование иммунитета;

 5. иммунодепрессия.

34.  Требования, предъявляемые к вакцинам: 

1. высокая имунногенность

2. низкая себестоимость

3. сохранение активности в течение длительного времени

4. отсутствие вредного влияния на организм

5. все выше указанные требования 

35. Антитела, которые нейтрализуют вирус герпеса, синтезируются против:

1. гликопротеина D  белковой оболочки вируса

2. всех протеинов белковой оболочки вируса
3. белков капсида 

4. ДНК-полимеразы вируса

5. полисахиридов вируса 
36. В состав вакцины не входит:

1. рН индикаторы

2. адьювант

3. нуклеотиды

4. стабилизаторы

5. эмульгаторы

37.   Вакцинация – это метод:

 1. подавления  иммунного ответа

 2. активации системы комплемента

 3. лечения инфекционной болезни

 4. активации эндокринной системы

 5. позволяющий стимулировать ответ и создать иммунитет к возбудителю в отсутствии заболевания. 

38. Критерии эффективной вакцины:

1. безвредность для организма

2. инициирует воспаление

3. ингибирует синтез белков острой фазы воспаления сыворотки крови  

4. ингибирует синтез белков микроорганизма

5. длительное время сохраняется способность защищать организм от инфекционной болезни

6. ингибирует репликацию ДНК микроорганизма

7. эффективно нейтрализует вирус, вызывающий инфекционную болезнь

8. ингибирует фолдинг белков микроорганизма
 
 
Ответы на тесты  для самопроверки знаний

Краткая характеристика иммунной системы

1 -  1;4;5. 2 – 1-г; 2-а; 3-в; 4-б; 5-д.  3 - 2.  4 – 1-г; 2-д; 3-б; 4-в; 5-а. 5 – 2. 6 – 1–б,д,ж;  2–г; 3–а,б,е. 7 – 1; 4; 7.  8 – 1; 3; 7. 9 – 1-б; 2-е; 3-а; 4-г; 5-д; 6-б. 10 – 2; 6; 8. 11 – 1; 3; 5. 12 – 1;4;5. 13 – 1-б; 2-в; 3-а. 14 - 1-а; 2-в; 3-б.  15 – 1-б; 2-в; 3-а. 16 – 1-а; 2-г; 3-д; 4-б; 5-в. 17 – 1-б; 2-а.  18 – 1; 3; 4. 19  - 3. 20 – 1. 21 – 3.  22 – 1. 23 – 4.  22 – 2.

Инженерия анттел
1 -  2. 2 – 1-в; 2-а; 3-б. 3 - 2.  4 – 4. 5 – 3. 6 – 1, 3, 6,7. 7 – 1-б; 2-а; 3-в. 8 – 3.  9 – 2. 10 – 1. 11 – 1-б; 2-а; 3-в; 4-д; 5-г. 12 – 2. 13 – 1. 14 – 4; 7; 8. 15 – 1-г; 2-в; 3–а; 4–б.  16 – 2; 4; 6..   17 – 1-б; 2–в, 3–а.  18 – 1-а; 2-в; 3-б.. 19  - 1. 20 – 4, 5, 8. 21- 3.
Биотехнология иммунобиологических препаратов. 
1 -  2; 3. 2 –  3. 3 –1.  4 – 2. 5 – 3. 6 – 4. 7 – 2. 8 – 1-а; 2-в; 3-б. 9 – 3. 10 – 1. 11 – 4.   12 –  2. 13 – 3.   14 – 1; 4; 5. 
15 -  2. 16 – 4. 17 – 2; 4; 7.  18 – 1. 19 – 2; 3; 4. 20 – 1; 3; 4. 21 – 1-в; 2–д; 3–б;  4–а; 5-г. 22 – 2. 23 – 1. 24 – 1. 25 - 2. 26 – 3; 6. 27 – 3. 28 - 2. 29 – 1–а; 2-в; 3–б.
 30 – 4. 31 – 1.  32 – 3. 33  - 5. 34 – 5. 35 – 1. 36 -3.  37 -5. 38 - 1; 5; 7.
СЛОВАРЬ ТЕРМИНОВ
Абзимы -  моноклональные антитела, обладающие каталитической активностью.
Авидность антител - свойство антигенов и антител, которое характеризует скорость, полноту и прчность соединения антитела и антигена.
Авирулентность – отсутствие у возбудителя болезни способности вызывать инфекцию в макроорганизме.

Адьюванты -  неспецифические вещества различного происхождения и химической природы, которые стимулируют и пролонгируют иммуногенез при введении в организм человека и животного вместе с антигеном.

Антигенность – способность вещества вызывать специфический иммунный ответ, обусловленная особенностями макромолекулярной организации этих веществ и генетическими особенностями реципиента.
Антиген – вещество, в большинстве случаев белковой природы, несущее признаки генетической чужеродной информации, в норме отсутствующее в организме, которое при введении в организм вызывает специфический иммунный ответ и образование антител 

Антитело: Компонент иммунного ответа организма. Белок, имеющий форму буквы Y, образующийся в ответ на антигенный стимул. Антитело нейтрализует антиген путем связывания с ним.

Апоптоз: Запрограммированная клеточная гибель, наблюдаемая у многоклеточных организмов и включающая в себя ряд биохимических процессов, приводящих к специфическим изменениям клеток и их гибели. 

Аутоиммунные расстройства: Заболевания, при которых иммунная система пациента атакует собственные ткани организма, что может привести к их повреждению. 

Аффинность антител – мера прочности связывания активных зон антител с реакционноспособными группами антигена 

Биомаркер: Вещество, служащее индикатором биологического состояния. Может быть объективно измерено и оценено в качестве показателя протекания нормальных биологических процессов, патологических процессов или реакции на фармакологическое лечение. Выявление биомаркеров и их количественное определение считаются ключевыми исследованиями для разработки будущих подходов в терапии. Биомаркеры также используются в разработке новых лекарственных средств для определения их эффективности, а также эффективных доз в исследованиях на животных.

Биопрепарат: Продукт, полученный из живого организма (из животных или других биологических источников), который используется для диагностики, профилактики или лечения заболеваний. Примерами биопрепаратов являются рекомбинантные белки, аллергены для иммунотерапии, вакцины и гемопоэтические факторы роста

Биореактор: Прибор или устройство для поддержания роста культуры клеток или тканей. Для производства целевых белков в биореакторе осуществляется процесс ферментации, при котором образуется большое количествпродуцирующих клеток.

Биосенсор: Устройство для обнаружения возбудителя заболевания, состоящее из биологического компонента и физико-химического чувствительного элемента.

Биспецифические антитела - антитела, Fab-фрагменты которых распознают разные антигены, которые могут одновременно атаковать два разных антигена на двух разных клетках. 
Вакцина - препарат ослабленного или убитого инфекционного агента (вируса, бактерии и т. п.) или его отдельных компонентов, несущих антигенные детерминанты, способный вызывать образование иммунитета к данной инфекции у человека (животных). В последнее время появились вакцины, произведенные методами генной инженерии (нример, вакцина против гепатита B).

Вектор - молекула ДапНК, способная к включению чужеродной ДНК и к автономной репликации, служащая инструментом для введения генетической информации в клетку.

Вектор для клонирования - любая небольшая плазмида, фаг или ДНК-содержащий вирус животных, в которые может быть встроена чужеродная ДНК.
Вирулентность - степень способности инфекционного агента (штамма микроорганизма или вируса) заражать данный организм.
Время полужизни - время, через которое лекарственный препарат утрачивает половину своей фармакологической активности, или время, за которое происходит выведение половины введенной дозы из кровотока или ткани-мишени.

Врождённые болезни - болезни, имеющиеся при рождении, могут быть как наследственными, так и дефектами индивидуального развития организма. 

β-Галактозидаза - фермент, гидролизующий – β-галактозиды, в частности лактозу, с образованием свободной галактозы.

Гаптен – чужеродное или измененное вещество самого организма, которое вступает в реакцию специфического взаимодействия с 13 гомологичными антителами, но само по себе не способно индуцировать синтез антител вследствие отсутствия носителя. 
Гематоэнцефалический барьер - aизиологический механизм, основанный на изменениипроницаемости капилляров мозга с целью защиты от проникновения в ткани мозга некоторых веществ, например, определенных препаратов или токсинов; при этом другие вещества могут свободно проникать через данный барьер.

Ген - Участок ДНК, который кодирует определенный белок или, в некоторых случаях, функциональную или структурную молекулу РНК.

Генная инженерия - совокупность приемов, методов и технологий получения рекомбинантных РНК и ДНК, выделения генов из организма (клеток), осуществления манипуляций с генами и введения их в другие организмы.

Геном - общая генетическая информация, содержащаяся в генах организма, или генетический состав клетки.

Генотип - 1) вся генетическая информация организма; 2) генетическая характеристика организма по одному или нескольким изучаемым локусам.

Гибридизация in situ - гибридизация между денатурированной ДНК клеток на предметном стекле и меченной радиоактивными изотопами или ммунофлюоресцентными соединениями одноцепочечной РНК или ДНК.

Гибридизация ДНК - образование в опыте двуцепочечной ДНК или дуплексов ДНК:РНК в результате взаимодействия комплементарных нуклеотидов.

Гибридизация соматических клеток - слияние неполовых клеток, способ получения соматических гибридов (см.).

Гибридные (или химерные) белки - белки, синтезированные из двух или более соединенных между собой генов, которые первоначально кодировали отдельные белки. При трансляции гибридного гена образуется один новый белок, обладающий свойствами обоих исходных белков.

Гибридома - клетка, которая сконструирована для продукции больших количеств целевого антитела. Гибридомы создаются путем слияния бессмертных линий опухолевых клеток с В-лимфоцитами, постоянно синтезирующими антитела одного типа (моноклональные антитела).

Гликозилирование - процесс ковалентного присоединения к белковой молекуле углеводного остатка.

Гуманизированные антитела - моноклональные антитела, которые синтезированы при помощи технологии рекомбинантных ДНК с целью снижения риска развития клинических состояний, связанных с иммунным ответом на чужеродные вещества. Гуманизированные антитела производятся путем соединения ДНК, которая кодирует ответственную за связывание часть моноклонального антитела мыши, с кодирующей антитело ДНК человека. Для экспрессии этой рекомбинантной ДНК и производства таких частично мышиных, но в значительной степени человеческих антител используются культуры клеток. 

Дифференциация – превращение клетки, не выполняющей тканевых функций, в клетку определенной ткани, выполняющей конкретные функции (например, сократимую мышечную клетку)

ДНК-аза (дезоксирибонуклеаза) - группа ферментов, которые катализируют расщепление связей в каркасе молекулы ДНК.
ДНК-микрочип - технология, используемая в молекулярной биологии и медицине. ДНК-микрочип состоит из  тысяч дезоксиолигонуклеотидов (зондов или проб), сгруппированных в виде микроскопических точек и закреплённых на твёрдой подложке. 

Зонд генетический - короткий отрезок ДНК или РНК известной структуры или функции, меченный каким-либо радиоактивным или флуоресцентным соединением.

Идиотип – набор антигенных детерминант (идиотипов) вариабельного домена антител, образуемых одним клоном В- лимфоцитов, или молекулы рецептора Т-лимфоцитов. 

Иммортализованная клеточная линия -  устойчивая клеточная линия, которая приобрела способность к неограниченному размножению и росту благодаря либо случайной мутации, либо направленной модификации. 

Иммуноген – аниген, способный при введении в организм вызывать развитие гуморального и клеточного иммунитета.
Иммуногенез – процесс формирования иммунотета.
Иммуногенность - способность антигена вызывать иммунный ответ вне зависимости от его иммунной специфичности. Степень иммуногенности зависит от молекулярных особенностей антигена, кинетики антигена в организме, реактивности макроорганизма.

Иммунотерапия -  изменение состояния иммунной системы в терапевтических целях. Моноклональные антитела являются одним из видов иммунотерапии.

Иммуноферментный анализ (ИФА) - биохимический метод определения наличия антител или антигена в образце. Является широко используемым методом для обнаружения возбудителей инфекционных заболеваний.

Иммунотоксин - комплекс между антителом и каталитической субъединицей какого-либо белкового яда (дифтерийного токсина, рицина, абрина и др.).

Инженерия антител - направление иммунобиотехнологии, целью которой является получение на основе генов иммуноглобулинов несуществующих в природе конструкций с заданными свойствами, т.е. искусственных антител
Интерфероны - белки, синтезируемые клетками позвоночных в ответ на вирусную инфекцию и подавляющие их развитие.

Интерлейкины - вырабатываемые лейкоцитами биологически активные белки, которые способствуют деятельности иммунной системы организма.
Капсид - белковая оболочка вируса.

Квадрома – гибридная клетка, полученная слиянием двух гибридомных клеточных линий, секретирующая в виде единого гибридного белка антитела с двумя специфичностями,
кДНК - однонитевая ДНК, синтезируемая in vivo по матрице РНК с помощью обратной транскриптазы.

Клетки яичника китайского хомячка (линия СНО) - клеточная линия, которую часто используют в биологических и медицинских исследованиях; впервые введена в культуру в 1960-х. Линию СНО используют в генетических исследованиях, анализе токсических свойств, оценке потребления питательных веществ и экспрессии генов, в частности при экспрессии рекомбинантных белков. Клетки СНО - наиболее широко используемые клетки млекопитающих для промышленного производства белковых лекарственных препаратов.

Клеточные линии - потомство клеток, образовавшееся от исходной первичной клетки. Исходные клетки получают непосредственно из живого организма. Большинство из них имеет ограниченный срок жизни, за исключением некоторых клеток, полученных из злокачественных опухолей. В большинстве клеточных популяций после определенного числа митозов клетки перестают делиться, хотя и продолжают процессы жизнедеятельности. Стабильная или бессмертная клеточная линия приобретает способность к неограниченной пролиферации вследствие либо случайной мутации, либо направленной модификации.

Клиническое исследование - тип исследования, при котором оценивается безопасность и эффективность новых лекарственных средств, медицинской техники и биопрепаратов у человека. Результаты этих исследований предоставляются регуляторными органами для получения права реализации препарата на рынке.

Клон – линия клеток, генетически идентичных клетке, от которой они происходят, потомство обной клетки.
Клонирование – искусственное создание копий, генетически идентичных исходным ДНК, клеток, тканей, организмов.
Кодон - последовательность из трех оснований мРНК, которая кодирует определенную аминокислоту при трансляции мРНК.

Комплементарность (в генетике) — свойство азотистых оснований образовывать с помощью водородных связей парные комплексы аденин—тимин (или урацил) и гуанин—цитозин при взаимодействии цепей нуклеиновых кислот.
Ксеногенные клетки (англ. – xenogenic cells) – гетерологичные клетки, полученные от представителя иного, чем реципиент вида, пример, для человека это клетки свиньи.

Криоконсервация - процесс, при котором клетки или ткани охлаждаются до низких температур для последующего хранения. В таких условиях прекращается любая биологическая активность, включая биохимические реакции, которые могут приводить к гибели клетки.

Культивирование клеток - выращивание клеток вне организма. В исследованиях безопасности и эффективности лекарственного препарата иногда может применяться в качестве альтернативы для замены тестирования препарата на млекопитающих.

Лиганд - молекула, распознаваемая специфической структурой, например, клеточным рецептором.

Лидерная последовательность - N-концевая последовательность секретируемых белков, обеспечиваюшая их транспорт через мембрану и отщепляющаяся при этом.

Липосома – искусственный мембранный пузырек, имеющий двойной сферический фосфолипидный слой. Молекулы (ДНК, лекарственных веществ и др.) могут проникать внутрь или связываться с поверхностью пузырка, а затем путем слияния липосомы с клеточной мембраной поступать в клетку. 

Маркерный ген — ген в рекомбинантной ДНК, кодирующий селективный признак (устойчивость к антибиотику, ферментативная активность и т.д.)
Масс-спектрометрия (МС) - аналитический метод определения химического состава образца или молекулы. Также используется для определения химической структуры молекул, например, пептидов или белков. МС заключается в ионизации химических соединений для образования заряженных молекул или их фрагментов с последующим измерением отношения их массы к заряду.

Медиаторы иммунного ответа – факторы обеспечивающие локализацию клеток иммунной системы вблизи чужеродной субстанции и усиливающие или подавляющие функциональную активность клеток (Например, факторы активирующие или угнетающие макрофаги и лимфоциты, стимулирующий рост колонии и др.). 

Метаболит - вещество, образующееся в химических реакциях живой клетки.

Метаболическая селекция – метод, использующий метаболический дефект для выделения нужных линий клеток, например отсутствие фермента гипоксантин-гуанини-фосфорибозилтрансферазы (ГГФРТ) для выделения гибридомы В-лимфоцита и мутантной миеломы.
Мини-антитела – антитела, которые представляют собой только вариабельные домены антитела, соединенные пептидным мостиком.Они эффективно распознают антиген, не требуют для своего функциоонирования гликозилирования, легко достигают клеток-мишеней, быстро выводятся из организма.
Моноклональное антитело - антитело со специфичностью к определённому антигену, производимое клетками, возникшими из одной плазматической (антителообразующей) клетки. 
Мутант – наследственно измененная в результате мутации форма микрооршанизма.
Обратная транскриптаза: Фермент, используемый ретровирусами для образования комплементарной ДНК (кДНК) на основе РНК-матрицы, обычно несущей геном ретровирусов. Фермент синтезирует комплементарную кДНК цепь с образованием двухцепочечной молекулы ДНК, после чего эта молекула встраивается в хромосому клетки, инфицированной ретровирусом.

Олигонуклеотид - цепь ДНК, состоящая из нескольких (от 2 до 20) нуклеотидных остатков.

Пептидные антитела - созданные искусственно терапевтические гибридные белки, обладающие свойствами как пептидов, так и антител, но отличающиеся от каждого из этих классов веществ. Могут связываться с мишенями лекарственных препаратов человека.

Питательная среда - богатая питательными веществами среда для культивирования клеток.

Плазмида - кольцевая или линейная молекула ДНК, реплицирующаяся автономно от клеточной хромосомы.

Промотор - регуляторный участок гена (оперона), к которому присоединяется РНК-полимераза с тем, чтобы начать транскрипцию.

Процессинг - частный случай модификации (см. модификация), когда в биополимере уменьшается число звеньев.

Протективные антигены – антигены микробов, индуцирующие при введении в организм развитие эффективного приобретенного иммунитета к микробу, к которому принадлежит этот антиген. 

Рекомбинантная ДНК - форма ДНК, не образуемая в природных условиях, созданная путем комбинации последовательностей ДНК, обычно не встречающихся в составе одной молекулы.

Рекомбинантная плазмида - плазмида, содержащая фрагмент(ы) чужеродной ДНК.

Рекомбинантный белок - белок, полученный в результате экспрессии с рекомбинантной молекулы ДНК, часто получаемый в кишечной палочке.

Рекомбинация in vitro - операции in vitro, приводящие к созданию рекомбинантных молекул ДНК.

Рестриктазы - группа бактериальных сайт-специфических эндонуклеаз, которые узнают определённые участки ДНК длиной от четырёх и более пар нуклеотидов и расщепляют нуклеотидную цепь внутри участка узнавания или вне его, образуя "липкие" или "тупые" концы.

РНК-интерференция - механизм подавления экспрессии гена на стадии трансляции либо нарушение транскрипции (см. транскрипция) определенных генов. Этот способ относят к посттранскрипционному сайленсингу генов, и является важным инструментом для исследования экспрессии генов.

Ретровирусы - РНК-содержащие вирусы животных, кодирующие обратную транскриптазу и образующие провирус с хромосомной локализацией.

Сайт рестрикции – нуклеотидная последовательность в молекуле ДНК, узнаваемая рестриктазой.
Серовар (Серотип) - группа микроорганизмов одного вида, объединяемые общей антигенной структурой, определяемой серологическими методами диагностики.

 Скрининг – метод или комплекс методов, позволяющий идентифицировать единичный объект исследований путем перебора большого числа объектов – особь в популяции, отдельную клетку с искомыми веществами, участок нуклеотидной последовательности и т.п. 

Секвенирование - установление последовательности звеньев в молекулах нуклеиновых кислот или белков (полипептидов).

Селективные среды - питательные среды, на которых могут расти лишь клетки с определёнными свойствами.

Суперпродуцент - микробный штамм, нацеленный на синтез определённого продукта в высокой концентрации.

Трансформация - процесс переноса ДНК от клетки-донора к клетке-реципиенту. Используется исследователями для введения рекомбинантной ДНК в бактерии, дрожжи и клеточные линии млекопитающих.

Трансдукция - перенос фрагментов ДНК с помощью бактериофага.

Транскриптаза обратная - фермент, синтезирующий по РНК как по матрице комплементарную ей однонитевую ДНК.

Трансляция - синтез полипептидной цепи белков, осуществляемый в рибосомах.

Транспозон - генетический элемент, реплицируемый в составе репликона и способный к самостоятельным перемещениям (транспозиции) и интеграции в разные участки хромосомной или внехромосомной ДНК.

Трансфекция - трансформация клеток с помощью изолированной ДНК.

Трансформация (в молекулярной генетике) - перенос генетической информации посредством изолированной ДНК.

Штамм - линия клеток, бактерий (или вирусов), ведущая начало от одной клетки (или вируса).
Фактор некроза опухоли - семейство цитокинов, вызывающее   апоптоз клеток.
Ферментация - Процесс выращивания или культивирования клеток с использованием ферментов для осуществления химических превращений.

Химерные антитела - рекомбинантные антитела, содержащие элементы иммуноглобулина разных видов организмов. В химерных антителах мыши константная часть мышиных антител замещена соответствующей константной областью иммуноглобулина человека. В молекуле химерных антител белковая последовательность на 60-70% состояла из «человеческих» последовательностей аминокислот. 

Хроматография - процесс разделения сложных смесей различных молекул, который осуществляется путем многократных циклов разделения веществ между подвижной и неподвижной фазами. 
Эффекторные функции иммуноглобулинов – функции связаные с   константными доменами (связывание с белком системы комплемента C1q и клеточными рецепторами Fc-фрагментов, с неонатальным Fc-рецептором. 
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Рисунок 47. Интерлейкин-2 человека 


(кристаллическая структура) (заимствовано из � HYPERLINK "https://ru.wikipedia.org/wiki/" ��https://ru.wikipedia.org/wiki/�Интерлейкин-2)
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