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INFLUENCE OF THE SPATIAL STRUCTURE OF  
VIRAL ANTIGENS FORABILITYTOINDUCE OF INFLAMMATORY 

REACTIONSIN THE ORGANISM 
 
Abstract.The development of the immune response usually consists of an inductive and effector phase. The 

inductive phase involves the development of inflammatory processes determining by the pathways of development 
of the adaptive immune response. Therefore, the study of the effect of viral antigens with different spatial 
organization is an important aim in veterinary and medicine. In our investigations were studied the effect of the form 
of supramolecular organization of viral antigens on their ability to induce the expression of certain cytokines 
involved in the formation of inflammatory reactions in the organism. Immunostimulatory nanocomplexes designed 
on the basis of purified viral antigens, lipids and saponins possess the greatest ability to stimulate the production of 
proinflammatory cytokines and there by indirectly affect the stimulation of cellular immunity. 

Keywords:virus antigen, inflammation, immune response, form of supramolecular organization. 
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РГП «Институт микробиологии и вирусологии» КН МОН РК, Алматы 
 

ВЛИЯНИЕ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СТРУКТУРЫ  
ВИРУСНЫХ АНТИГЕНОВ НАИНДУКЦИЮ  

ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ В ОРГАНИЗМЕ 
 

Аннотация. Развитие иммунного ответа как правило состоит из индуктивной и эффекторной фаз. 
Индуктивная фаза иммунного ответа включает в себя развитие воспалительных процессов определяющих 
пути развития адаптивного иммунного ответа. Поэтому изучение влияния вирусных антигенов с разной 
пространственной организацией является важной проблемой ветеринарии и медицины. В наших иссле-
дованиях проводилось изучение влияния формы надмолекулярной организации вирусных антигенов на их 
способность вызывать экспрессию некоторых цитокинов, участвующих в формировании воспалительных 
реакций в организме. Показано, что наибольшей способностью стимулировать выработку провоспалитель-
ных цитокинов и тем самым опосредованно влиять на стимуляцию клеточного иммунитета обладали имму-
ностимулирующие нанокомплексы, сконструированные на основе очищенных вирусных антигенов, липидов 
и сапонинов.  

Ключевые слова: вирусный антиген, воспаление, иммунный ответ, форма надмолекулярной органи-
зации. 

 
Ведение 
Изучение механизмов иммунного ответа при попадании вируса или его структурных компо-

нентов в организм является одним из приоритетных направлении не только фундаментальной 
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науки, но прикладных исследований ветеринарии и медицины в области разработки новых 
имуностимулирующих и профилактических препаратов. Это обусловлено рядом причин, 
важнейшими из которых являются разработка способов повышения иммуногенности и 
протективных свойств профилактических и иммунотропных препаратов при снижении их 
токсичности и реактогенности. 

Изучение механизмов индукции противовирусного иммунитета в зависимости от 
пространственной организации вирусных антигенов и способов их доставки к клеткам иммунной 
системы и в целом проблема исследования механизмов формирования вирусиндуцированного 
иммунного ответа и путей его активации, является весьма актуальным направлением в 
современной науке. 

Поэтому комплексное изучение активности основных звеньев иммунного ответа при введении 
в организм различных структурных форм вирусных антигенов, а также их комбинаций с 
различными иммуностимуляторами, в том числе выяснение зависимости между формой 
надмолекулярной организации вирусных антигенов и индукцией воспалительных реакций в 
организме является актуальной проблемой ряда научных дисциплин. 

Биологический смысл воспаления - отграничение и ликвидация очага повреждения и вызвав-
ших его патогенных факторов, а также репарация повреждённых тканей. Тот же биологический 
смысл имеют реакции иммунитета, так как конечный результат и воспаления, и иммунитета 
направлен на избавление организма от патогенных раздражителей. Поэтому между воспалением и 
иммунитетом существует как прямая, так и обратная связь. В то же время сами иммунные реакции 
реализуются через воспаление, а от выраженности иммунного ответа зависит судьба воспа-
лительной реакции. Другими словами воспаление и иммунитет - единая система защиты 
организма, состоящая из немедленных неспецифических реакций воспаления и последующих 
специфических реакций иммунитета [1, 2].  

Для идентификации антигенов, попавших в организм, необходимо вначале фагоцитировать 
возбудителей, определить их антигенные детерминанты, передать информацию об антигенах 
иммунокомпетентным клеткам. Только после этого происходит стимуляция иммунной системы. 
Одной из первых ступеней стимуляции иммунного ответа, опосредованное каскадом генных 
продуктов, которые, как правило, не производятся в организме у здоровых людей, является 
индукция провоспалительных цитокинов, приводящих к воспалительному процессу. Цитокины IL-
1 и TNF являются индукторами эндотелиальных молекул адгезии, которые имеют существенное 
значение для адгезии лейкоцитов к эндотелиальной поверхности до миграции в ткани и являются 
ярко выраженными провоспалительными цитокинами. IL-1 и TNF выступают как синергисты в 
этом процессе. 

Целью данной работы являлось изучение влияния формы надмолекулярной организации 
вирусных антигенов на их способность вызывать воспалительные реакции в организме. 

Материалы и методы 
В работе был использован вирус гриппа, штамм A/Алматы/8/98 (H3N2).Вирус выращивали в 

аллантоисной полости 11 дневных куриных эмбрионов. Титр вируса в аллантоисной жидкости 
составлял 107-109 ИД50/мл. 

Для получения сапонинов использовали корневища растения Saponariaofficinalis. 
В работе были использованы следующие вещества, обладающие адъювантными свойствами: 

коммерческий препарат хитозан («Эвалар», Россия); сапонин Квил А («Iscotec», Швеция); 
гидроокись алюминия (Al(OH)3, «Pierce», США).  

В качестве подопытных животных были использованы белые беспородные мыши массой 15-
25 грамм. Животные содержались и подвергались экспериментальным процедурам в соответствии 
с международными правилами гуманного обращения с животными. 

Инфекционный титр вируса определяли титрованием на куриных эмбрионах. О наличии 
вируса судили по его гемагглютинирующей активности. Титр инфекционности вируса 
высчитывали по методу Рида и Менча [3]. 

Концентрацию и очистку вируса проводили как описано ранее [4]. Полученный осадок вируса 
растворяли в ФСБ, гемагглютинирующую активность и концентрацию белка определяли по 
стандартным методикам [5, 6]. 
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Получение вирусных гликопротеидных антигенов проводили по методике описаной ранее [7]. 
Получение мицелл вирусных гликопротеидных антигенов: раствор вирусных гликопротеид-

ных антигенов в 5% неионном детергенте МЭСК, полученных как описано выше, подвергали 
исчерпывающему диализу против фосфатно-солевого буфера (ФСБ), pH 7,2 (соотношение обьемов 
диализируемого материала и буфера для диализа составляло 1:500) в течение 24 часов при 4 0С. 
Сборка мицелл гликопротеидных антигенов происходила в процессе удаления детергента 
диализом [7]. 

Получение препаратов виросом готовили из коммерческого яичного фосфатидилхолина 
методом экстенсивного диализа. Для этого к фосфатидилхолину, растворенному в 5% неионном 
детергенте МЭСК, добавляли исследуемые белки в соотношении 2:1, тщательно гомогенизировали 
и подвергали экстенсивному диализу [8-10].  

Получение иммуностимулирующих нанокомплексов вирусных антигенов, липидов и 
сапонинов (сапонины, выделенные из казахстанского растения Saponariaofficinalis, а также 
сапонин Квил А, выделенный из южно-американского растения QuillajaSaponaria), проводили 
методом экстенсивного диализа. Для этого к смеси яичных фосфолипидов, холестерина и 
сапонинов, растворенных в 5% неионном детергенте МЭСК в соотношении 1:1:1, добавляли 
очищенные вирусные гликопротеидные антигены в растворе 5% неионного детергента МЭСК и 
подвергали экстенсивному диализу против ФСБ, pH 7,2. 

Получение полимолекулярных комплексов хитозана с вирусными гликопротеидными анти-
генами проводили в подкислённой среде с pH 5,5.Полимер хитозана растворяли в концентрации 
0,25%. К полученному раствору добавляли 10% трифосфат натрия и инкубировали при комнатной 
температуре до появления опалесценции. После инкубации в течение 3ч полученную смесь 
центрифугировали в течение 10 минут при 17000 оборотов в минуту, для осаждения полимолеку-
лярных комплексов хитозана. Осаждённые комплексы хитозана растворяли в ФСБ, в раствор 
вносили гликопротеидные антигены в мицеллярной форме и перемешивали на магнитной мешалке 
в течение часа при температуре 40С для равномерной сорбции антигенов на полимолекулярные 
комплексы. По завершению процесса перемешивания, полученную смесь повторно центрифуги-
ровали для отделения полимолекулярных комплексов хитозана с адсорбированными гликопро-
теидными антигенами от раствора [11, 12]. 

Иммунизацию 1-месячных белых беспородных мышей проводили препаратами вирусных 
антигенов, обладающих различной формой надмолекулярной организации при однократном 
подкожном введении. Объем вводимого материала соответствовал рекомендациям междуна-
родных организаций и не превышал 0,2 мл на одно животное [13]. 

При иммунизации животных очищенным концентрированным вирусом иммунизирующая доза 
составляла 30,0 мкг/животное, при иммунизации очищенными гликопротеидными вирусными 
антигенами в составе различных структур - 10 мкг/животное. 

Перитонеальные макрофаги собирали через 3 суток после иммунизации методом промывания 
брюшной полости охлаждённой средой 199. Клетки дважды отмывали и ресуспендировали в 
концентрации 2х106 клеток/мл в среде культивирования (среда 199).В выделенных макрофагах 
определяли уровень экспрессии генов IL-1 и TNF. 

Суммарную РНК выделяли с помощью набора для экстракции - РНК RneasyMiniKit (“QIAGEN, 
GmbH”, Германия) согласно методическому руководству с небольшими модификациями. 
Обратную транскрипцию осуществляли в 5 мкл реакционной смеси: 2,7 мкл пробы, 0,725мкл 
воды, 1 мкл 5х буфера для обратной транскриптазы (“Promega”, США), 0,2мкл 2 мМ смеси dNTPs, 
0,25 мкл 20 ОЕ случайного праймера (9 или 18 нуклеотидов) и 0,125 мкл M-MLV(“Promega”, 
США).Реакцию проводили при 37 0С в течение 60 мин. 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили в 20 мкл реакционной смеси: 4 мкл ДНК 
матрицы, 8 мклSybrGreen, по 1 мкл 20 ОЕ прямого и обратного праймеров, вода. 45 циклов ПЦР на 
термоциклере “PicoReal” проводили при следующих режимах: 940С – 1 мин, 480С – 1 мин, 720С – 3 
мин. Пары праймеров подбирали в соответствии с последовательностью исследуемых генов 
цитокинов (IL-1 и TNF). Нормализацию экспрессии генов осуществляли с помощью гена актина. 

Статистическая обработка результатов проводилась с использованием пакета программ 
«Statistica 10.0». 
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Наличие гидрофобного и гидрофильного доменов в структуре растительных гликозидов 
тритерпеновой природы является основой для взаимодействия с амфипатическими белками и 
формирования смешанных мультимолекулярных комплексов - частиц примерно 40 нм в диаметре 
в высшей степени стабильных, удерживаемых сильным сродством между сапонином и холес-
теролом. Иммуностимулирующие комплексы сформированы таким образом, что адъювант в 
конечном виде, становится чрезвычайно эффективным, вызывая длительную продукцию 
биологически активных антител и клеточных иммунных реакций, включая цитотоксические Т-
клетки. Подобные иммуностимулирующие комплексыпроявляли высокую иммуностимулирую-
щую активность при испытании на различных видах животных (морские свинки, крысы, собаки, 
крупный рогатый скот, лошади, кошки, кролики, а также куры и утки) [14, 15]. 

В наших исследованиях показано, что сапонины, выделенные из казахстанского растения 
Saponariaofficinalis в составе иммуностимулирующего нанокомплекса не уступают по своей 
активности коммерческому сапонину Квил А, широко применяющемуся в научном мире. 

Достаточно высокий уровень экспрессии цитокинов, также регистрировали при иммунизации 
животных наноструктура михитозана. Практически все функциональные свойства хитозана 
зависят от его молекулярных параметров. Установлено значительное влияние молекулярной массы 
на иммуномодулирующую и противовирусную активность хитозана. Особый интерес наблюдается 
к проявлению биоцидных свойств хитозана различной степени полимеризации. Возможно, что 
полимолекулярные комплексы хитозана, с адсорбированными гликопротеидными антигенами 
формируют наноструктуры схожие по активности с цельными вирусными частицами.  

Сферические наночастицы образованные вирусными гликопротеидными антигенами и 
липидами – виросомы, по своей структуре схожи с цельными вирусными частицами, что 
подтверждается их одинаковой способностью стимулировать экспрессионную активность 
изучаемых цитокинов. 

При иммунизации мышей вирусными гликопротеидными антигенами в форме классических 
мицелл наблюдали наименьшую активность в стимуляции цитокинов. При этом адъювант 
гидроокись алюминия являлся своеобразным контролем, позволяющим оценить влияние именно 
формы молекулярной организации вирусного антигена на способность стимулировать 
воспалительные реакции. 

 
Заключение 
Таким образом, установлено, что активность воспалительного процесса при иммунизации 

экспериментальных животных различными структурными формами вирусных антигенов в 
значительной степени зависит от молекулярной структуры вирусного антигена. Наибольшей 
способностью стимулировать выработку провоспалительных цитокинов и тем самым 
опосредованно влиять на стимуляцию клеточного иммунитета обладали иммуностимулирующие 
мнанокомплексы, сконструированные на основе очищенных вирусных антигенов, липидов и 
сапонинов. 
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ҚР БҒМ ҒК МикробиолгияжəнеВируслогия институты РМК, Алматы 

 
АҒЗАДАҒЫ ҚАБЫНУ РЕАКЦИЯСЫ БОЙЫНША ИНДУКЦИЯҒА ВИРУСТЫҚ  

АНТИГЕНДЕРІНІҢ КЕҢІСТІКТІК ҚҰРЫЛЫМЫН ƏСЕРІ 
 

Аннотация. Əдеттегідей иммундық жауап əзірлеу, индуктивті жəне эффекторлық кезеңнен тұрады. 
Иммундық жауаптың индуктивті фазасы адаптивті иммундық жауаптарының дамуын айқындайтын қабыну 
процестерін дамытуды көздейді. Сондықтан, əр түрлі кеңістіктік ұйыммен вирустық антигендерін əсерін 
зерттеу ветеринарлық жəне медицина үшін маңызды мəселе болып табылады. Біздің зерттеулерде, дене 
қабыну реакциясын қалыптастыруға қатысатын бірнеше цитокиндер олардың қабілетін қалыптастыру бо-
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йынша вирустық антигендерін надмолекулалық ұйымдастыру əсерін зерттеу жүргізіледі. Ол қабынған 
цитокин өндірісін ынталандыру жəне сол арқылы жанама жасушалық иммунитеттің тазартылған вирустық 
антигендер, липидтер, сапониндерін ынталандыруға қабілетті, негізінде жобаланған иммунитеттін əсері 
үлкен нанокомлекске ие екендігі көрсетілген. 

Тірек сөздер:вирустық антиген, қабыну, иммунды жауап, надмолекулалық ұйым пішіні. 
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