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Изобретение относится к области
медицины, в частности к микробиологии и
иммунологии, и может быть использовано при
разработке вакцины против мелиоидоза.
Сущность способа заключается в том, что
иммунизируют животных поверхностным
мелиоидозным комплексом, состоящим из
антигена 6 (АГ6) и антигена d, который вводят
животным подкожно, дважды, с интервалом 10
суток, в дозах 30 мкг по белку для мышей
или 150 мкг для крыс. Одновременно с
первичной иммунизацией вводят
рекомбинантный ИФН-γ - ингарон в дозах 8
ME для мышей или 120 ME для крыс, а при

вторичной иммунизации вводят
рекомбинантный ИЛ-2 - ронколейкин в
дозах 0,6 мкг для мышей или 10 мкг для крыс,
причем цитокины вводят животным подкожно,
ежедневно, одновременно с иммунизацией и в
последующие 2 суток. Через 21 сутки после
первичной иммунизации заражают животных 4-
32 ЛД
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высоковирулентного штамма 100
возбудителя мелиоидоза, через 30 суток после
заражения определяют показатели летальности
животных. Использование изобретения
позволяет повысить протективность
мелиоидозных антигенов за счет стимуляции
цитокинами первичного и вторичного
иммунного ответа на эти антигены. 5 табл.

(56) (продолжение):
Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol. 2007 Jan-Feb;(l):47-52. реферат, он лайн [Найдено в Интернет
на www.pubmed.com 10.04.2009], PMID: 17523429 [PubMed - indexed for MEDLINE].
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(54) METHOD FOR INCREASE OF MELIOIDOSIS ANTIGENS PROTECTIVITY BY CYTOKINES
(57) Abstract: 

FIELD: medicine.
SUBSTANCE: invention is related to the field of

medicine, in particular to microbiology and
immunology and may be used in development of
vaccine against melioidosis. Substance of method
consists in the fact that animals are immunised with
surface melioidosis complex, which consists of
antigen 6 (AG6) and antigen d, which is injected to
animals subcutaneously, twice, with interval of 10
days, in doses of 30 mcg by protein for mice or 150
mcg for rats. Simultaneously with primary
immunisation recombinant interferon-γ - ingaron is
injected in doses 8 ME for mice or 120 ME for rats,
and in case of secondary immunisation, recombinant

interleukin-2 - roncoleukin in doses of 0.6 mcg for
mice or 10 mcg for rats, besides cytokines are
injected to animals subcutaneously, daily,
simultaneously with immunisation and in the next 2
days. In 21 days after primary immunisation animals
are infected with 4-32 LD
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of highly virulent
strain 100 of melioidosis causative agent, in 30 days
after infection parametres of animal lethality are
identified.

EFFECT: application of invention makes it
possible to increase protectivity of melioidosis
antigens due to cytokine stimulation of primary and
secondary immune response to these antigens.
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Изобретение относится к области медицины, в частности к микробиологии и
иммунологии, и касается способа повышения протективности мелиоидозных
антигенов для специфической профилактики мелиоидозной инфекции.

Мелиоидоз - особо опасное инфекционное заболевание, эндемичное для стран
Юго-Восточной Азии. В связи с ростом туризма и постоянно развивающимися
экономическими и культурными связями России с данным регионом мира возрастает
опасность завоза мелиоидоза в нашу страну, что диктует необходимость разработки
соответствующих мер и средств защиты.

Наиболее адекватным способом защиты от инфекций является, как известно,
вакцинопрофилактика, которая в отношении мелиоидозной инфекции пока не
разработана. Основные трудности на пути создания мелиоидозной вакцины связаны с
низкой протективностью мелиоидозных антигенов, поэтому особую актуальность
приобретает поиск эффективных иммуностимулирующих препаратов, а также
разработка новых современных подходов к проблеме иммунорегуляции при
мелиоидозе. Одним из таких подходов является направленная стимуляция
определенных звеньев иммунной системы препаратами цитокинов.

В доступной литературе мы не обнаружили сведений о возможности использования
цитокинов для стимуляции поствакцинального иммунитета, хотя имеются отдельные
публикации о применении цитокиновых препаратов с целью повышения
иммунореактивности организма при экспериментальных инфекциях. В ряде
зарубежных работ показана важная роль провоспалительных цитокинов (ТНФ-α,
ИЛ-1, ИЛ-6) при экспериментальной мелиоидозной инфекции, а также цитокинов,
продуцируемых Th-1 лимфоцитами (ИЛ-2, ИНФ-γ), отвечающими за развитие
клеточного типа иммунного ответа [1, 2, 3]. По данным Cheng е.а. [4], применение для
лечения наряду с антибиотиками препаратов гранулоцитарного
колониестимулирующего фактора (G-CSF) существенно снижало смертность людей,
больных мелиоидозом, хотя в экспериментах на мышах использование G-CSF не
оказывало заметного влияния на результаты антибиотикотерапии острого
мелиоидоза [5]. В литературе нам не встретилось сообщений о применении
цитокиновых препаратов для повышения иммунного ответа при иммунизации
мелиоидозными антигенами.

Наиболее близким аналогом предлагаемому способу повышения протективности
мелиоидозных антигенов является работа Зезюлина П.Н. с соавт. [6], изучавших
противоинфекционные действия ИЛ-1β на модели экспериментальной
псевдотуберкулезной инфекции у мышей. Показано, что ИЛ-1β при введении мышам в
первые 3 дня после инфицирования летальными дозами Y.pseudotuberculosis
достоверно увеличивал выживаемость животных. В данной статье речь идет о
повышении иммунного ответа цитокином ИЛ-1 при инфекционном процессе, мы же
преследовали цель использовать цитокины для стимуляции иммунного ответа при
иммунизации с целью создания протективного иммунитета. Учитывая важность
формирования специфического иммунитета к мелиоидозу преимущественно
клеточного типа, с нашей точки зрения, целесообразно использовать как при
первичной, так и при повторной иммунизации мелиоидозными антигенами препараты
цитокинов, стимулирующие преимущественно Т-систему иммунитета.

Целью изобретения является повышение протективности мелиоидозных антигенов
препаратами цитокинов при использовании их для стимуляции первичного и
вторичного иммунного ответа.

Поставленная цель достигается тем, что при первичной иммунизации совместно с
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мелиоидозными антигенами применяют цитокины первой фазы иммунного ответа, а
именно медиатор клеточного иммунитета - ИФН-γ, а при вторичной иммунизации
используют цитокины, регулирующие, главным образом, клеточные механизмы
специфического иммунитета, в частности, ИЛ-2.

Для иммунизации животных применяют поверхностные мелиоидозные антигенные
комплексы, в частности, смесь антигена 6 и антигена d по классификации Пивня Н.Н.
[7] (АГ6+d), в дозах - 30 мкг по белку для мышей и 150 мкг по белку - для крыс.
Животных иммунизируют дважды подкожно, без адъюванта, с интервалом 10 сут.
Препараты рекомбинантных цитокинов вводят животным подкожно, одновременно с
иммунизацией мелиоидозными антигенами и в последующие 2 сут, причем при
первичной иммунизации используют ИФН-γ (ингарон) в дозах 0,6 мкг для мышей и 10
мкг для крыс, а для вторичной иммунизации - ИЛ-2 (ронколейкин) в дозах 8 ME для
мышей и 120 ME для крыс. На 21 сут после первичной иммунизации животных
заражают подкожно суточной агаровой культурой высоковирулентного штамма 100
возбудителя мелиоидоза. За животными наблюдают 30 сут, после чего определяют
показатели летальности: процент погибших и среднюю продолжительность жизни
(СПЖ), по которым судят о протективной активности изучаемых мелиоидозных
антигенов.

Пример 1
Из поверхностных антигенных мелиоидозных комплексов, изучавшихся на предмет

возможного использования для конструирования вакцинного препарата, нами был
получен комплекс АГ6+d, представляющий собой смесь двух поверхностных
антигенов белковополисахаридной природы. При анализе данного комплекса в
иммуноэлектрофорезе и вертикальном электрофорезе в полиакриламидном геле он
разделялся на 2 компонента: один - АГ6 - с м.м. 500 кД, другой - AГd - с м.м. 40-55 кД.

В предварительных опытах на белых мышах АГ6+d при изолированном
применении был слабоиммуногенным: в дозе 30-50 мкг он защищал всего 14-17%
животных, зараженных 4-150 ЛД5 0 B.pseudomallei 100. В последующих экспериментах
на мышах были испытаны различные схемы стимуляции иммунного ответа на АГ6+d
цитокинами. Препараты рекомбинантных цитокинов ИЛ-1 (беталейкин) в дозе 0,4 нг,
ИФН-α (интераль) в дозе 400 ME. ИФН-γ (ингарон) в дозе 8 ME вводили в течение 3
сут для стимуляции первичного иммунного ответа (в первые сутки - совместно с АГ 6+
d), препарат ИЛ-2 (ронколейкин) в дозе 0,6 мкг применяли для стимуляции вторичного
иммунного ответа на 10 сут после первичной иммунизации также в течение 3 сут (в
первые сутки - совместно с АГ6+d). Иммунизированных животных заражали на 21 сут
после первичной иммунизации B.pseudomallei 100 в дозах 4-150 ЛД5 0, после чего,
спустя 30 сут, вычисляли показатели летальности, по которым делали вывод о влиянии
той или иной схемы стимуляции иммунного ответа на протективность мелиоидозных
антигенов. Результаты этих и других опытов обрабатывали статистически,
используя t - критерий Стьюдента, а также непараметричный критерий
Вилкинсона [8, 9].

Результаты экспериментов приведены в табл.1, 2. Как видно из данных табл.1,
включение в схему иммунизации одного цитокинового препарата существенно не
отражалось на протективности комплекса АГ6+d, использование же двух цитокинов в
разных фазах иммунного ответа (ИЛ-1 при первичной иммунизации, ИЛ-2 при
вторичной) способствовало повышению выживаемости мышей от 4 ЛД5 0 на 23% и
достоверно значимому увеличению СПЖ по сравнению с контролем.

В следующем опыте для стимуляции клеточного иммунного ответа при первичной

Ñòð.:  4

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 376 031 C1

иммунизации был применен ИФН-γ, являющийся, по современным представлениям,
одним из ключевых цитокинов клеточного иммунитета [10]. Как следует из
результатов этого опыта (табл.2), ИФН-γ был более эффективен при стимуляции
первичного иммунного ответа, чем ИЛ-1, а при дополнительной стимуляции
вторичного иммунного ответа ИЛ-2 протективность АГ6+d еще более возрастала: он
защищал 50% мышей от 15 ЛД5 0 высоковирулентного штамма и достоверно
увеличивал СПЖ животных. Применение для стимуляции иммунитета схемы
ИЛ-1+ИЛ-2 также способствовало увеличению показателей выживаемости и СПЖ,
хотя и в меньшей степени, чем при использовании схемы ИФН-γ+ИЛ-2.

Известно, что иммунитет при мелиоидозной инфекции связан, в основном, с
клеточными факторами защиты [11]. В связи с этим становится понятным, что
повышение протективности мелиоидозных антигенов возможно при максимальном
вовлечении в процессе иммуногенеза различных субпопуляций Т-клеток. Подобное
действие, по-видимому, обеспечивается в наших опытах ИФН-γ, который на самых
ранних этапах иммунной перестройки организма стимулирует неспецифические
клеточные реакции, прежде всего, за счет активации макрофагов, а также усиливает
иммунологические реакции с участием Т-хелперов. Дополнительная стимуляция
вторичного иммунного ответа ИЛ-2, являющегося преимущественно Т-клеточным
ростовым фактором, способствует формированию специфического иммунитета за счет
активации процессов пролиферации и дифференцировки Т-лимфоцитов.

Таким образом, направленная стимуляция первичного и вторичного иммунного
ответа на АГ6+d цитокинами ИФН-γ и ИЛ-2, регулирующими неспецифические и
специфические механизмы клеточного иммунитета, способствует существенному
повышению защитных свойств мелиоидозных антигенов.

Пример 2
В экспериментах на мышах нами было установлено, что более эффективным для

стимуляции иммунного ответа на мелиоидозный антигенный комплекс АГ6+d
является комбинированное воздействие двумя цитокинами по сравнению с
использованием одного из цитокиновых препаратов. Схемы двойного применения
цитокинов в процессе иммуногенеза при мелиоидозе были испытаны нами на крысах
как экспериментальной модели, наиболее приближенной к человеку по уровню
чувствительности к возбудителю мелиоидоза.

Белых крыс массой 250-300 г иммунизировали двукратно подкожно АГ6+d в
дозе 150 мкг, без адъюванта. Стимуляцию первичного иммунного ответа
осуществляли ИЛ-1 в дозе 6 нг или ИФН-γ в дозе 120 ME, вторичного - ИЛ-2 в дозе 10
мкг. Цитокины вводили подкожно в течение 3 сут, в первые сутки совместно с АГ6+d.
На 21 сут после первичной иммунизации животных заражали 32 ЛД5 0 B.pseudomallei
100. Протективность АГ6+d оценивали через 30 сут после заражения по показателям
летальности. Результаты опыта суммированы в табл.3. Как видно из данных табл.3,
АГ6+d при изолированном применении не защищал крыс от 17 ЛД5 0
высоковирулентного штамма 100 возбудителя мелиоидоза. При стимуляции
иммунного ответа двумя цитокинами единичные крысы выживали, а показатель СПЖ
был достоверен выше, чем в контроле, особенно при использовании схемы
ИФН-γ+ИЛ-2. Следует отметить, что применение цитокинов без специфических
антигенов было неэффективным в защите крыс от инфекции.

В данном опыте за 1 сут до заражения у части иммунизированных и контрольных
крыс (по 5 животных в каждой группе) изучали показатели клеточного иммунитета:
фагоцитарную активность перитональных макрофагов (ПМ) и уровень ГЗТ.
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Фагоцитарную активность ПМ определяли хемилюминесцентным методом [12],
используя в качестве тест-объекта частицы зимозана, для определения ГЗТ крысам
за 24 ч до опыта вводили в подушечку правой задней лапки разрешающую дозу АГ6+d
(30 мкг) в объеме 20 мкл. Уровень ГЗТ определяли по выраженности отека правой
лапки по сравнению с левой, в которую вводили 20 мкл физиологического
раствора [13].

Результаты определения уровня иммунореактивности крыс перед заражением
представлены в табл.4, 5.

Как видно из приведенных данных, стимуляция иммунного ответа на мелиоидозные
антигены ИФН-γ+ИЛ-2 в наибольшей степени способствовала повышению
функциональной активности ПМ крыс, при этом уровень хемилюминесценции ПМ в
4,5 раза превышал таковой у контрольных животных (табл.4). Уровень ГЗТ также
был более высоким в группе животных, получавших вместе с АГ6+d рекомбинантные
цитокины ИФН-γ и ИЛ-2 (табл.5).

Таким образом, применения ИФН-γ и ИЛ-2 для стимуляции иммунного ответа
позволяет в значительной степени повысить показатели клеточного иммунитета как
наиболее значимые в защите от мелиоидозной инфекции.

Приведенные примеры показывают, что предлагаемый способ повышения
протективности мелиоидозных антигенов позволяет существенно стимулировать
иммунный ответ, что приводит к увеличению показателей выживаемости животных.
Предлагаемый способ может использоваться в учреждениях, занимающихся
разработкой средств специфической профилактики особо опасных инфекций.
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Таблица 1

Протективная активность мелиоидозных антигенов для мышей при сочетанном применении с цитокиновыми препаратами

Препараты для иммунизации

Летальность при заражении B.pseudomallei 100:

4ЛД5 0 40 ЛД5 0
пало/взято % павших СПЖ пало/взято % павших СПЖ

АГ6+d 10/12 83 8,2 12/12 100 6,9

АГ6+d+ИЛ-1 10/13 77 9,8 13/13 100 7,5

АГ6+d+ИФН-α 12/14 86 8,8 12/12 100 6,3

АГ6+d+ИЛ-2 12/14 86 8,3 9/9 100 7,0

АГ6+d+ИЛ-1+ИЛ-2 8/12 67 11,4* 11/12 92 9,8

Контроль (интактные) 9/10 90 6,2 10/10 100 5,9

* - здесь и далее - различия с контролем статически достоверны. Иммунизирующая доза АГ6+d - 30 мкг (двукратно).

Таблица 2

Влияние цитокиновых препаратов на протективность мелиодозных антигенов для мышей

Препараты для иммунизации

Летальность при заражении B.pseudomallei 100:

15 ЛД5 0 150 ЛД5 0
пало/взято % павших СПЖ пало/взято % павших СПЖ

АГ6+d 12/14 86 8,5 13/15 87 6,6

AГ6+d+ИЛ-1 10/13 77 8,9 11/13 85 6,9

АГ6+d+ИЛ-2 9/11 82 8,1 10/11 91 6,1

АГ6+d+ИФН-γ 10/15 67 10,4* 14/15 93 8,1

АГ6+d+ИЛ-1+ИЛ-2 8/14 57* 11,7* 12/15 80 10,4*

АГ6+d+ИФН-γ+ИЛ-2 5/10 50* 12,4* 8/10 80 10,5*

Контроль (интактные) 10/10 100 6,3 10/10 100 5,8

Иммунизирующая доза АГ6+d - 50 мкг (двукратно).

Таблица 3

Влияние рекомбинантных цитокинов на иммуногенность мелиоидозных антигенов для крыс

Препараты для иммунизации
Летальность при заражении 32 ЛД5 0 B.pseudomallei 100:

пало/взято % павших СПЖ

АГб+d 10/10 100 9,0

АГ6+d+ИЛ-1+ИЛ-2 9/10 90 12,3*

AГ6+d+ИФН-γ+ИЛ-2 8/10 80 14,1*

ИЛ-1+ИЛ-2 10/10 100 8,4

ИФН-γ+ИЛ-2 10/10 100 8,7

Контроль (интактные) 10/10 100 7,3

Иммунизирующая доза АГ6+d - 150 мкг (двукратно)

Таблица 4
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Хемилюминесцентный ответ перитонеальных макрофагов крыс на зимозан в конце периода иммунизации мелиоидозными
антигенами и цитокинами

Препараты для иммунизации Уровень хемилюминесценции ПМ (светосумма, mv)

АГ6+d 52,53±4,2*

AГ6+d+ИЛ-1+ИЛ-2 70,24±2,3*

AГ6+d+ИФН-γ+ИЛ-2 96,8±1,8*

ИЛ-1+ИЛ-2 40,3±2,6*

ИФН-γ+ИЛ-2 45,6±1,9*

Контроль (интактные) 21,5±0,8

Таблица 5

Уровень ГЗТ у крыс, иммунизированных мелиоидозными антигенами и цитокинами, перед контрольным заражением

Препараты для иммунизации Индекс реакции ГЗТ (ИР, %)

АГ6+d 16,1±2,1*

АГ6+d+ИЛ-1+ИЛ-2 28,4±3,3*

АГ6+d+ИФН-γ+ИЛ-2 36,8±1,9*

Контроль (интактные) 5,85±0,8

Формула изобретения
Способ повышения протективности мелиоидозных антигенов, отличающийся тем,

что животных иммунизируют поверхностным мелиоидозным комплексом, состоящим
из антигена 6 (АГ6) и антигена d, который вводят животным подкожно, дважды, с
интервалом 10 суток, в дозах 30 мкг по белку для мышей или 150 мкг для крыс,
одновременно с первичной иммунизацией вводят рекомбинантный ИФН-γ - ингарон в
дозах 8 ME для мышей или 120 ME для крыс, а при вторичной иммунизации вводят
рекомбинантный ИЛ-2 - ронколейкин в дозах 0,6 мкг для мышей или 10 мкг для крыс,
причем цитокины вводят животным подкожно, ежедневно, одновременно с
иммунизацией и в последующие 2 суток, через 21 суток после первичной иммунизации
заражают животных 4-32 ЛД5 0 высоковирулентного штамма 100 возбудителя
мелиоидоза, через 30 суток после заражения определяют показатели летальности
животных.
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