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Аннотация
Целью исследования была оценка эффективности влия-
ния рекомбинантных препаратов ИЛ-2 “Ронколейкин” и
ИФН-aaaaa “Эберон альфа Р” на первичный и вторичный гу-
моральный иммунный ответ у белых беспородных мы-
шей-самцов, иммунизированных эритроцитами барана.
Содержание IgM-антител определяли в сыворотке крови
мышей в реакции гемагглютинации, неполные антитела
IgG определяли в тесте с 10% желатином. Установлено
повышение продукции антиэритроцитарных антител
свидетельствующее о стимуляции первичного и вторич-
ного гуморального иммунного ответа к окончанию ин-
дуктивного периода  у белых беспородных мышей-самцов
через 2 недели после первой иммунизации ЭБ совместно
с однократным подкожным введением препаратов “Рон-
колейкин” в дозе 1000 МЕ/кг или “Эберон альфа Р” в до-
зах 2000 МЕ/кг и 5000 МЕ/кг по сравнению с титрами,
полученными при иммунизации мышей ЭБ без иммуно-
модуляторов.
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Summary
The investigation aim was the estimation of recombinant
preparations of interleukin-2 “Roncoleukin” and interferon-
aaaaa  “Heberon Alpha R” influence on primary and second
humoral immune response of non-breeding white male mice
which were immunized by sheep erythrocytes. The IgM-
antibody content was determined in mice blood serum by
haemagglutination reaction. The content of incomplete
antibodies IgG was determined by 10%-gelatine test. As a
result of investigation has been proposed new stereotyped
pattern of donor reimmunization was based on one-time
intramuscular and intravenous injection of 3-4 ml
alloerythrocytes Rh0(D) in common with recombinant
preparations of “Roncoleukin” in dose 1000 МЕ/kg or
“Heberon Alpha R” in dose 2000 МЕ/kg.
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В последнее десятилетие значительно воз-
росли потребности учреждений практического
здравоохранения Министерства здравоохране-
ния Республики Беларусь в лечебных и диагно-
стических препаратах, таких, как препарат
“Иммуноглобулин человека антирезус-D” и по-
ликлональных диагностикумов (стандартных
сывороток антирезус Rh0 (D), стандартных уни-
версальных антирезус-реагентов для определе-
ния резус-фактора - Rh0 (D)), получаемых из
донорской крови. В частности, за последние
три года объемы выпуска препарата “Иммуно-
глобулин человеческий антирезус-D” (выпуска-
ется только ГУ “Республиканский научно-прак-
тический центр гематологии и трансфузиоло-
гии”) вырос в 1,5 раза [1]. Объемы выпуска ди-
агностических сывороток находятся на одном
уровне, в то время как потребность в них по-
стоянно возрастает.

Вместе с тем, существенно повысились тре-
бования к качеству лечебных и диагностичес-
ких препаратов. Согласно современным требо-
ваниям,  титры анти-Rh0 (D) антител для стан-
дартных антирезус сывороток возросли до 1:256
(ранее 1:64), а для препарата “Иммуноглобулин
человека антирезус-D” титр антител должен
быть 1:512 в 1 мл [2].

Препараты цитокинов, в частности, реком-
бинантный интерлейкин-2 (рИЛ-2) и интерфе-
рон-a (рИФН-a) значительно потенцируют ан-
тителопродукцию, обусловленную антигенами.
На основании проведенных ранее эксперимен-
тальных исследований было установлено, что
препараты рИЛ-2 при однократном введении в
дозе 1000 МЕ/кг и выше вызывали дозозависи-
мую стимуляцию антителообразующих коло-
ний В-лимфоцитов у линейных мышей, имму-
низированных субоптимальной дозой Т-зави-
симого антигена эритроцитами барана (ЭБ)
[3]. При оценке влияния различных путей вве-
дения препарата рИЛ-2 в дозе 1000 МЕ/кг на
фоне введения мышам субоптимальной дозы
ЭБ был выявлен максимальный эффект на
формирование антителообразующих колоний
и образование гемагглютининов при подкож-
ном введении препарата, наименьший – при
внутривенном [4]. Усиление образования анти-
тел in vivo наблюдалось при введении рИЛ-2 в
период индуктивной, но не продуктивной фазы
иммунного ответа [5, 6, 7].

Известно, что препараты ИФН-a в низких
концентрациях обладают стимулирующим
действием на функции иммунокомпетентных
клеток [8].

Ввиду того, что при иммунизации донорски-
ми аллоэритроцитами Rh0 (D) 60% изоиммун-
ных доноров имеют низкие титры антител анти-
Rh0 (D) или вообще не отвечают выработкой
антител на антигенный стимул, было предложе-
но использовать иммуномодуляторы, вводи-
мые одновременно с иммуногеном, для повы-
шения титров антител в сыворотке крови им-
мунизируемых доноров. В связи с этим значи-
тельный интерес представляет возможность ис-
пользования рекомбинантных препаратов ци-
токинов рИЛ-2 и рИФН-a для стимуляции гу-
морального иммунного ответа при иммуниза-
ции антигенами.

Целью работы была оценка гуморального
иммунного ответа у мышей при их иммуниза-
ции ЭБ одновременно с рекомбинантными пре-
паратами цитокинов ИЛ-2 и ИФН-a.

Материалы и методы
Объектом исследования являлась сыворотка

крови 134 белых беспородных мышей-самцов
2-3 месячного возраста, весом 22±2 г. До нача-
ла иммунизации экспериментальные животные
находились на адаптационном карантине и
стандартном рационе вивария.

Первичную иммунизацию осуществляли пу-
тем внутримышечного введения в бедренную
мышцу экспериментальным животным опти-
мальной дозы ЭБ (2х108/мышь) и одновремен-
но подкожно – препаратов рИЛ-2 “Ронколей-
кин” (ООО “Биотех”, г. Санкт-Петербург, Рос-
сийская Федерация) в дозах 1000 и 2500 МЕ/кг
или рИФН-a 2b “Эберон альфа Р” (АО “Невеr
Biotec”, г. Гавана, Куба) в дозах 2000 и 5000 МЕ/
кг. Две последующие реиммунизации проводи-
ли через 3-4 дня с введением субоптимальной
дозы ЭБ (107/мышь). Экспериментальным жи-
вотным, составляющим группу сравнения, вво-
дили ЭБ и физиологический раствор (физ. р-р).
Эксперименты включали по 8 групп мышей: 1-
я – контрольная группа (мыши, которым вво-
дили только физиологический раствор; 2-я –
физиологический раствор и “Ронколейкин” в
дозе 2500 МЕ/кг; 3-я – физиологический ра-
створ и “Эберон альфа Р” в дозе 5000 МЕ/кг, 4-
я – ЭБ и физиологический раствор; 5-я – ЭБ и
“Ронколейкин” в дозе 1000 MЕ/кг; 6-я – ЭБ и
“Ронколейкин” в дозе 2500 MЕ/кг; 7-я – ЭБ и
“Эберон альфа Р” в дозе 2000 MЕ/кг; 8-я – ЭБ и
“Эберон альфа Р” в дозе 5000 MЕ/кг.

Для оценки эффективности влияния имму-
номодуляторов на продукцию антиэритроци-
тарных антител кровь брали у мышей из ретро-
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орбитального синуса через 2 и 4 недели после
начала иммунизации. Для получения сыворот-
ки кровь инкубировали 45 мин при 37 0С, за-
тем центрифугировали при 1000 об/мин в те-
чение 15 мин. Сыворотку переносили в эппен-
дорфы и термоинактивировали при 560 С в
течение 30 мин. Содержание IgM определяли
в сыворотке крови мышей в реакции гемаг-
глютинации (РА) [9]. Для выявления полных
антител класса IgM к ЭБ методически РА про-
водили в 96-луночных круглодонных микро-
планшетах (“Sarsted”, США), смешивая 0,05
мл двукратно разведенных образцов исследу-
емых сывороток и 0,025 мл 2%-ой  взвеси ЭБ.
Микропланшеты инкубировали в течение 1 ч
при 370C. Результаты оценивали по шкале
“++++”. Положительной считали реакцию ге-
магглютинации не менее “++”. Учет реакции
оценивали также микроскопически. Положи-
тельной считали реакцию, если под микро-
скопом наблюдали не менее 3 конгломератов
(скоплений) ЭБ. Неполные антитела IgG опре-
деляли в тесте с 10 % желатином [10]. Результат
учитывали следующим образом: 1) “лаковая”
кровь указывала на полный гемолиз ЭБ (отри-
цательный результат), 2) при наличии взвеси
сгустков ЭБ под микроскопом устанавливали
последний титр, для которого еще были ха-
рактерны агглютинаты.

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводили с использованием пакета про-
грамм “Microsoft Excel 97”. Достоверность раз-
личий между сравниваемыми величинами опре-
деляли непараметрическим методом по Фише-
ру в F-тесте. Различия считали достоверными
при значении Р<0,05.

Результаты и обсуждение
В экспериментальных исследованиях, ре-

зультаты которых представлены в  таблице 1,
было установлено  что уровень IgM, характери-
зующий первичный иммунный ответ на анти-
генный стимул, через 2 недели (конец индуктив-
ного периода иммунного ответа) после имму-
низации ЭБ и препаратом “Эберон альфа Р”
был достоверно выше в дозе 2000 МЕ/кг в 5,7
раза (титр 201,1±65,8, n=7, P=0,0004) и в дозе
5000 МЕ/кг в 4,0 раза (титр 144,0±68,3, n=7,
P=0,0003) по сравнению с иммунизацией толь-
ко ЭБ (титр 35,6±12,9, n=9). Наоборот, досто-
верно низкий уровень IgM был отмечен при им-
мунизации ЭБ при одновременном введении
препарата рИЛ-2 в дозе 2500 МЕ/кг (титр
20,7±6,0, n=9, Р=0,045).

Через 4 недели после начала иммунизации
ЭБ (конец продуктивного периода иммунного
ответа) отмечался достоверно высокий уровень
IgM под действием препарата рИФН-a в дозе
5000 МЕ/кг (титр 142,2±70,9, n=9, Р=0,008) по
сравнению с иммунизацией только ЭБ (титр
64,0±21,9, n=6).

Через 2 недели после начала иммунизации
ЭБ с одновременным введением препарата
рИЛ-2 “Ронколейкин” в дозе 1000 МЕ/кг отмече-
на стимуляция продукции неполных антиэрит-
роцитарных антител класса IgG в 4,4 раза (титр
42,0±13,1, n=12, Р=0,0001), а введение препарата
рИФН-a 2b “Эберон альфа Р” в дозах 2000 и 5000
МЕ/кг вызывало повышение титра антител клас-
са IgG, соответственно, в 4,2 (титр 40,3±16,5,
n=7, Р=0,0003) и 4,1 раза (титр 39,4±16,5, n=7,
Р=0,00031) по сравнению с животными, имму-
низированными только ЭБ (титр 9,6±3,1, n=9).

Установлено, что через 4 недели после нача-
ла иммунизации ЭБ с применением препарата
рИФН-a 2b “Эберон альфа Р” в дозе 2000 МЕ/кг
отмечено повышение содержания антиэритро-
цитарных антител класса IgG в 1,4 раза по срав-
нению с его уровнем у мышей, иммунизирован-
ных только ЭБ. Кроме того, через 4 недели пос-
ле начала иммунизации ЭБ у 16,6% белых бес-
породных мышей-самцов было отмечено от-
сутствие гуморального иммунного ответа по
сравнению с группами экспериментальных жи-
вотных, которым вводили ЭБ одновременно с
иммуномодуляторами. Установлено значимое
повышение первичного и вторичного гумо-
рального иммунного ответа на выработку ан-
тиэритроцитарных антител у белых беспород-
ных мышей-самцов через 2 недели (конец ин-
дуктивного периода иммунного ответа) после
первой иммунизации ЭБ одновременно с одно-
кратным подкожным введением препаратов
“Ронколейкин” в дозе 1000 МЕ/кг (IgM в 1,8
раза, IgG в 4,4 раза) и “Эберон альфа Р” в дозах
2000 МЕ/кг (IgM в 5,7 раза, IgG в 4,2 раза) и 5000
МЕ/кг (IgM в 4,0 раза, IgG в 4,1 раза), по срав-
нению к титрам, полученным при иммунизации
мышей ЭБ без иммуномодуляторов. Предлага-
емые дозы рИЛ-2 и рИФН-a для однократного
введения были ниже суточных терапевтических
– в 7,1 раза для препарата “Ронколейкин” при
дозе 1000 МЕ/кг (суточная терапевтическая
доза 500 000 МЕ) и в 21,4 раза для препарата
“Эберон альфа Р” при дозе 2000 МЕ/кг (суточ-
ная терапевтическая доза 3000 000 МЕ).

Полученные результаты свидетельствуют об
эффективности применения препаратов “Рон“-
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Таблица 1
Титры антиэритроцитарных антител у белых беспородных мышей-самцов, иммунизированных эритроцитами
барана без/с иммуномодуляторами

Группы Варианты Доза Титр Ig M, ИС Титр Ig G, ИС
мышей цитокина M±m M±m

МЕ/кг

Через 2 недели после начала иммунизации

1 Контроль 0 0
(физ. р-р) n=9 n=9

2 Физ. р-р+ 0 0
Ронколейкин 2500 n=8 n=8

3 Физ.р-р+ 0 0
Эберон альфа Р 5000 n=7 n=7

4 ЭБ+физ. р-р 35,6±12,9 1 9,6±3,1 1
n=9 n=9

5 ЭБ+ 1000 62,7±14,8
Ронколейкин n=12 1,8 42,0±13,1* 4,4

Р=0.439 n=12 Р=0.0001
6 ЭБ+ 2500 20,7±6,0* 0,6 9,8±3,1 1,02

Ронколейкин n=9 Р=0.045 n=9 Р=0.992

7 ЭБ+ 2000 201,1±65,8* 5,7 40,3±16,5* 4,2
Эберон альфа Р n=7 Р=0.0004 n=7 Р=0.0003

8 ЭБ+ 5000 144±68,3* 4,0 39,4±16,5* 4,1
Эберон альфа Р n=7 Р=0.0003 n=7 Р=0.00031

Через 4 недели после начала иммунизации

1 Контроль 0 0
(физ. р-р) n=9 n=9

2 Физ. р-р+ 2500 0 0
Ронколейкин n=7 n=7

3 Физ. р-р + 5000 0 0
Эберон альфа Р n=9 n=9

4 ЭБ+физ. р-р 64,0±21,9 1 80,0±23,0 1
n=6 n=6

5 ЭБ+ 1000 76,9±34,7 1,2 71,8±28,3 0,9
Ронколейкин n=9 Р=0.159 n=9 Р=0.382

6 ЭБ+ 2500 49,8±11,8 0,8 72,0±15,3 0,9
Ронколейкин n=9 Р=0.282 n=9 Р=0.579

7 ЭБ+ 2000 106,0±34,9 1,7 110,5±35,7 1,4
Эберон альфа Р n=8 Р=0.198 n=8 Р=0.216

8 ЭБ+ 5000 142,2±70,9* 2,2 89,8±33,8 1,1
Эберон альфа Р n=9 Р=0.008 n=9 Р=0.212

Примечание
* - достоверность отличий P<0,05 по отношению к титрам антиэритроцитарных антител у белых беспородных мышей-самцов, иммунизированных эритроци-
тами барана (4 группа); ИС –индекс стимуляции
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колейкин” и “Эберон альфа Р” в исследованных
дозах для повышения стимуляции продукции
антиэритроцитарных антител in vivo.

Заключение
Установлено повышение продукции анти-

эритроцитарных антител свидетельствующее о
стимуляции первичного и вторичного гумо-
рального иммунного ответа к окончанию ин-
дуктивного периода  у белых беспородных мы-
шей-самцов через 2 недели после первой имму-
низации ЭБ совместно с однократным подкож-
ным введением препаратов “Ронколейкин” в
дозе 1000 МЕ/кг или “Эберон альфа Р” в дозах
2000 МЕ/кг и 5000 МЕ/кг по сравнению с титра-

ми, полученными при иммунизации мышей ЭБ
без иммуномодуляторов.

Для повышения уровня титров антиэрит-
роцитарных антител у изоиммунных доноров на
основании результатов исследования предложена
принципиально новая схема их реиммунизации
путем однократного внутримышечного или внут-
ривенного введения антигена (3-4 мл аллоэритро-
цитов Rh0 (D)) с одноразовым введением имму-
номодулятора (препаратов рИЛ-2 Ронколей-
кин” в дозе 1000 МЕ/кг или рИФН-альфа “Эбе-
рон альфа Р” в дозе 2000 МЕ/кг). Традиционно
используемая схема реиммунизации доноров тре-
бует трехкратного введения 3-4 мл аллоэритроци-
тов Rh0 (D), с интервалом через 3-4 дня [11].
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