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SUMMARY
   The research of the peptide serum factors maintenance of animals blood which have been immunized

by serum with various clinical forms autoimmune disease myasthenia is carried out. Significant differences in
a percentage ratio of protein fractions in serum of experimental animals after immunization in comparison with
control values native serum by a method of electrophoresis on films from acetate of cellulose are revealed.
Definition of humoral immunity parameters - concentration of the CIC and PSM by a spectrophotometric method
is carried out. The cellular biosensor Dunaliella viridis as screening-test of bioindication cytotoxicity in blood
serum of experimental animals have used.
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РЕЗЮМЕ
  Проведено дослідження вмісту пептидних сироваткових факторів у сироватці крові тварин,

яких імунізували сироваткою хворих з різними клінічними формами автоімунного захворювання
міастенії. Виявлені достовірні відмінності в співвідношенні білкових фракцій у порівнянні з контрольними
показниками методом електрофорезу на плівках із ацетату целюлози. Проведено визначення показників
гуморального імунітету – концентрації ЦІК та ПСММ спектрофотометричним методом. Використовували
клітинний біосенсор Dunaliella viridis в якості скринінг-тесту біоіндикації цитотоксичності в сироватці
експериментальних тварин.
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На воздействие различных видов стресса (повы-
шение температуры, угнетение энергетического об-
мена, заражение вирусами, нехватка кислорода или
глюкозы, повреждение окислителями, химическими
препаратами, тяжелыми металлами и др.) все клетки,
в том числе клетки млекопитающих и человека, отве-
чают стереотипной реакцией, охватывающей ядер-
ный аппарат и компоненты цитоплазмы. В основе
этой реакции лежит резкое изменение характера экс-
прессии генов. Она проявляется усилением синтеза
особой группы защитных стрессорных белков при

подавлении продукции остальных. Повышенная экс-
прессия белков стресса защищает клетку, стабилизи-
руя денатурированные или неправильно свернутые
пептиды. Они предотвращают агрегацию белков и их
дальнейшее повреждение в условиях нарушенного
метаболизма клетки, способствуют разборке и рас-
щеплению возникших белковых агрегатов. Например,
накапливаясь при вредных воздействиях, белки теп-
лового шока помогают клетке поддерживать гомео-
стаз в условиях стресса, осуществляя мембранные
сигнальные функции. Стрессорные белки реагиру-
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ют не только на внешние стрессовые ситуации, но
также могут проявляться при метаболических нару-
шениях, происходящих в организме, влияя на канце-
рогенез и активируя иммунную систему. Другими
словами, белки стресса служат биологическими мар-
керами неблагоприятного состояния организма и
поливалентными сигнальными молекулами [1].

В связи с этим постоянно разрабатывается и со-
вершенствуется методология скрининга, селекции и
определения динамических изменений концентрации
и конформации пептидов в измененных в результате
травмирующих агентов клетках. Целесообразно про-
ведение фундаментальных экспериментальных ис-
следований, посвященных оценке спектра и содер-
жания регуляторных пептидов, относящихся к клас-
су стрессорных белков, образующихся при различ-
ных стрессовых нагрузках на организм. Такого рода
пептиды могут образовываться в результате катабо-
лизма высокомолекулярных иммуноглобулиновых
антител синтезом de novo, в том числе и при аутоим-
мунных заболеваниях [6].

Возрастает необходимость в тонкой дифферен-
циальной диагностике этиологических факторов
широко распространенных аутоиммунных заболева-
ний, к которым относится генерализованная миасте-
ния, сопровождающаяся мышечной слабостью, в том
числе и дыхательной мускулатуры [1, 6]. Известно,
что данное заболевание вызывают цитотоксические
миастогенные факторы сыворотки крови. К таким
факторам могут относиться антитела различной спе-
цифичности, продукты катаболизма этих макромо-
лекул и низкомолекулярные адаптерные белки. По-
этому, важен скрининг суммарных цитотоксических
факторов при мультифакторных аутоиммунных за-
болеваниях [2].

Цель работы – исследование цитотоксических
сывороточных факторов на экспериментальной мо-
дели in vivo после иммунизации животных сыворот-
кой крови больных с различными клиническими
формами аутоиммунного заболевания – миастении.

 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все экспериментальные манипуляции с лабора-
торными животными проводили в соответствии с
нормами Европейской конвенции по биоэтике [9].

Исследования проводились на 15 трехмесячных
крысах (самцах) породы Вистар массой 200-220 г. С
целью получения сыворотки у экспериментальных
животных, содержащей низкомолекулярные и высо-
комолекулярные цитотоксические факторы, после-
дних иммунизировали сывороткой крови больных,
содержащей миастогенные компоненты. Для имму-
низации экспериментальных животных использова-
ли сыворотку крови больных с различными клини-
ческими формами миастении: генерализованная
миастения и миастения,  протекающая на фоне зло-
качественного поражения тимуса – тимома.

 Во время эксперимента лабораторных животных
разделили на 3 группы. Первая группа – крысы, не
подвергавшиеся иммунизации (контрольная группа),
животным данной группы вводили физиологический
раствор. Вторая группа (А) – крысы, иммунизиро-
ванные сывороткой крови больных с генерализован-
ной миастенией без поражения вилочковой железы.
Третья группа (В) – крысы, иммунизированные сы-
вороткой крови больных миастенией, протекающей
на фоне злокачественного поражения вилочковой
железы (тимомой).

Иммунизацию лабораторных животных прово-
дили путем  внутрибрюшинного введения 0,4 мл сы-
воротки больных, содержащей цитотоксические ми-
астогенные факторы. Повторную иммунизацию про-
водили через 10 дней. Через 7 дней после вторичной
иммунизации у подопытных животных производили
забор крови для исследований и оценки факторов
гуморального иммунитета.

Для изучения изменения соотношений белковых
фракций применяли метод электрофореза на плен-
ках из ацетата целлюлозы, описанный в работе [7], с
последующей денситометрией результатов на ана-
лизаторе фореграм «АФ-1». Результаты денситомет-
рического анализа считали достоверными при Р ?0,05.

Исследование цитотоксических факторов прово-
дили с использованием клеточного биосенсора
Dunaliella viridis по методу [5,8]. Оценку цитоток-
сичности исследуемых сывороток крови животных,
иммунизированных сывороткой крови больных ми-
астенией, проводили по изменению ответа клеточ-
ного биосенсора.

Исследование показателей гуморального имму-
нитета включали определение концентрации цирку-
лирующих иммунных комплексов (ЦИК) и пептидов
средней молекулярной массы (ПСММ), которые про-
водили спектрофотометрическим методом, как опи-
сано в работах [3,10].

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Эксперимент предполагал оценку сывороточных
факторов иммунизированных животных после соот-
ветствующей метаболизации с сывороткой крови
больных, содержащей цитотоксические факторы раз-
личной природы и обладающей потенциальной им-
муногенностью, стимулирующей неспецифические
реакции и образование стрессорных низкомолеку-
лярных белков.

Проведенные нами исследования показали, что
после иммунизации у лабораторных животных по
сравнению с интактными животными, которым вво-
дили физиологический раствор, выявлены измене-
ния в индукции структурно-функциональных изме-
нений клеточного биосенсора D.viridis, соотноше-
нии белковых фракций и показателей гуморального
иммунитета [4]. Результаты скрининга цитотоксич-
ности сыворотки крови животных, иммунизирован-
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ных сывороткой крови больных с различными типа-
ми миастении, с использованием клеточного био-

сенсора D.viridis представлены в таблице 1.

Таблица 1
Структурно-функциональные показатели клеток D.viridis в сыворотке экспериментальных

животных

Морфо-
функциональные 
характеристики 
культуральной 
взвеси D. viridis

Контроль 
1

Сыворотка 
крови 

интактных 
животных 
(Контроль 

2)

Сыворотка крови 
животных, 

иммунизированных 
сывороткой 

больных 
миастенией без 

поражения тимуса 

Сыворотка крови 
животных, 

иммунизированных 
сывороткой 

больных 
миастенией с 

неоплазией тимуса 
(тимомой)

Морфологические 
изменения (%)

2,6±1,43 8,4±1,43 37,4±7,11* 46±7,72*

Функциональные 
изменения (%)

4,4±1,15 9,4±2,1 60,4±12,1* 66±6,1*

Частота 
встречаемости 
агрегатов (%)

- - 9,8±4,1 8,7±3,2

Ïðèìå÷àíèå: *-äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì Ð     0,05

В результате совместной инкубации контрольно-
го образца клеточной взвеси биосенсора с питатель-
ной средой (контроль 1) и сывороткой крови интакт-
ных неиммунизированных животных, которым вво-
дили физиологический раствор (контроль 2), не выя-
вили морфологических и функциональных измене-
ний клеток D. viridis, превышающих спонтанный
уровень. А именно – в контрольном и нативном об-
разцах морфологические и функциональные изме-
нения клеток D. viridis соответствовали спонтанно-
му уровню и составляли соответственно: 1) морфо-
логические изменения 2,6% и 8,4%; 2) функциональ-
ные изменения 4,4% и 9,4%. Образование микро- и
макроагрегатов отсутствовало.

Выявили достоверные увеличения морфологи-
ческих и функциональных изменений клеток биосен-
сора после совместной инкубации клеточной взвеси
D. viridis с сывороткой крови животных, иммунизи-
рованных сывороткой, содержащей миастогенные
факторы, полученные от больных с аутоиммунной
миастенией без морфологических изменений вилоч-
ковой железы, Морфологические изменения клеток
D. viridis в данной группе составили 37,4% при конт-
рольных значениях 2,6% и 8,4% соответственно. Фун-
кциональные изменения также более чем в 15 раз
превышали контрольные величины и составили
60,4%. Под действием сыворотки клетки  биосенсора
образовывали микро- и макроагрегаты – до 10% кле-
ток в поле зрения.

Еще более выраженные морфо-функциональ-
ные изменения были выявлены после действия сы-
воротки экспериментальных животных, иммунизи-

рованных сывороткой крови больных миастенией,
протекающей на фоне неопластических изменений
вилочковой железы (тимомы). Морфологические
изменения взвеси клеток биосенсора в 16 раз превы-
шали контрольные спонтанные нарушения и состав-
ляли в среднем 46%. Функциональные изменения в
17 раз превышали спонтанный контрольный уровень
изменений и составили 66 %. Образование агрегатов
встречалось с такой же частотой (9%), как и в первой
группе.

Таким образом, показано, что под действием
цитотоксических сывороточных факторов происхо-
дят изменения морфологических и функциональных
показателей клеток D. viridis. После действия сыво-
ротки крови больных миастенией на эксперименталь-
ной модели in vivo после иммунизации на лабора-
торных животных наблюдали эффект, который про-
является в увеличении морфологических и функци-
ональных цитотоксических действий на клетки D.
viridis в сыворотке крови экспериментальных живот-
ных в сравнении с контрольной группой сыворотки
крови интактных животных.

Представляет несомненный интерес биохимичес-
кая природа цитотоксических факторов, накаплива-
ющихся в сыворотке крови экспериментальных жи-
вотных после иммунизации их различными миасто-
генными факторами с целью выяснения потенциаль-
ных изменений соотношения белковых фракций с
различным молекулярным весом. Для этой цели ис-
следовали изменения электрофоретической подвиж-
ности белковых фракций у контрольных нативных
животных, у животных после иммунизации миасте-

<
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нией без поражения вилочковой железы и у живот-
ных после иммунизации миастенией с неоплазией
тимуса. Результаты денситометрической оценки со-

держания белковых фракций в исследуемых сыво-
ротках крови экспериментальных животных представ-
лены в таблице 2.

Таблица 2
Процентное соотношение белковых фракций в сыворотке крови экспериментальных животных

Белковые фракции (%)Группа 
экспериментальных 

животных Альбумин α1-
глобулин

α2-
глобулин

β-
глобулин

γ-
глобулин

Контроль (сыворотка 
крови интактных 

животных)

57,2 ± 
3,69

6,04 ± 
0,99

9,8 ± 1,81 14,72± 
7,31

8,46 ± 
2,24

Группа А (сыворотка 
крови животных, 

иммунизированных 
сывороткой больных 

миастенией без 
поражения тимуса)

53,3±8,8 7,5±7,01 7,62±2,68 28,8±5,63
*

14,2±4,57
*

Группа В (сыворотка 
крови животных, 

иммунизированных 
сывороткой больных 

миастенией с неоплазией 
тимуса -тимома)

48,1±19,3
7*

16,6±2,4
9*

9,6±5,01 8,0±7,76* 17,6±5,5*

Ïðèìå÷àíèå: *-äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì Ð     0,05

При анализе соотношения белковых фракций
сыворотки крови интактных животных и сыворотки
крови животных иммунизированных сывороткой
крови больных миастенией, выявили достоверные
отличия в соотношении индуцированных иммуни-
зацией белковых фракциях по сравнению с конт-
рольными образцами нативной сыворотки крови. У
животных после иммунизации различными миасто-
генными факторами достоверно снизилась концент-
рация альбуминовой фракции в обеих исследуемых
группах относительно контроля. Данная белковая

фракция снизилась по отношению к контрольной
группе на 7% и  16% в группах иммунизированных
животных сывороткой больных миастенией (группа
А) и тимомой (группа В) соответственно (табл. 1).
Значительно увеличилась в обеих исследуемых груп-
пах     

1
-глобулиновая фракция, в которой потенци-

ально присутствуют     
1
-антитрипсин,     

1
-липопроте-

ин и    
1
-гликопротеин, относительно контроля. В груп-

пе А иммунизированных животных выявили значи-
тельное увеличение      

1
-глобулиновой фракции (бо-

лее чем в 2 раза). А в группе В, напротив, наблюдали

Рис. 1. Разгонка белков сыворотки крови экспериментальных животных групп А и В.
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значительное снижение    -глобулиновой фракции, в
которую входят белки острой фазы, в частности С-
реактивный белок и    

2
-микроглобулин. Снижение    

2
-

глобулиновой фракции, в которую входят гаптогло-
бин, церулоплазмин, аполипопротеин В,    

2
-макро-

глобулин,  наблюдалось на 23% в группе А, и практи-
чески не изменилось в группе В. g-глобулиновая
фракция, включающая  иммуноглобулины, представ-
ляющих собой антитела, увеличилась в 1,7 раза и в 2
раза соответственно в группах А и В иммунизиро-
ванных животных по сравнению с контрольной груп-
пой сравнения. Результаты электрофоретической раз-
гонки белковых фракций сыворотки крови экспери-
ментальных животных методом электрофореза на
пленках из ацетата целлюлозы приведены на рис.1.

Изменение соотношения белковых фракций по
сравнению с контрольными значениями нативной
группы животных может быть взаимосвязано с на-
рушением нормального функционирования иммун-
ной системы с последующим развитием реакции
системного воспаления.

Для выяснения возможных нарушений гумо-
ральных факторов иммунитета исследовали измене-
ние концентрации некоторых гуморальных сыворо-
точных факторов (содержание ЦИК и ПСММ) в ис-
следуемых образцах сыворотки крови эксперимен-
тальных животных. Результаты определения концен-
трации ЦИК и ПСММ в сыворотке эксперименталь-
ных животных приведены в таблице 3.

Таблица 3
Концентрация ЦИК и ПСММ в сыворотке крови животных различных групп – в контроле и после

иммунизации сывороткой с миастогенными факторами

Показатель
Контроль

 (сыворотка крови 
интактных 
животных)

Сыворотка крови 
животных, 

иммунизированных 
сывороткой больных 

миастенией

Сыворотка крови 
животных, 

иммунизированных 
сывороткой больных 

миастенией с тимомой
ЦИК (ед. Е);
N (50 – 100)

74,6 ± 53,2 41,88±31,6* 28,39±25,8*

Const ЦИК
N (1,1 – 1,5)

1,41±0,43 1,54±0,56 1,85±0,13*

ПСММ (отн. ед)
N (до 0,240)

0,198±0,0045 0,43±0,22* 0,48±0,22*

Ïðèìå÷àíèå: *-äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì Ð     0,05

Из приведенных в таблице 3 данных видно, что
показатели концентрации ЦИК в исследуемых груп-
пах достоверно отличаются от значений контрольной
группы сравнения (74,6 единицы). В исследуемых
группах наблюдали значительное снижение концент-
рации ЦИК по сравнению с контролем до 41,88 еди-
ниц в сыворотке крови экспериментальных живот-
ных, иммунизированных сывороткой крови больных
миастенией и до 28,39 единиц в сыворотке крови эк-
спериментальных животных, иммунизированных
сывороткой больных миастенией с неоплазией ви-
лочковой железы соответственно. На фоне отклоне-
ния от контрольных  значений концентрации ЦИК
следует отметить и повышенные значения констан-
ты ЦИК, характеризующей молекулярный вес цир-
кулирующих иммунных комплексов: до 1,54 и 1,85 в
исследуемых группах соответственно при конт-
рольном значении 1,2.

Концентрация ПСММ в исследуемых группах
достоверно отличалась от референтных величин и от
значения контрольной группы сравнения. Наблюда-
лось увеличение концентрации ПСММ в 2,2 раза в
сыворотке крови экспериментальных животных, им-
мунизированных сывороткой крови больных миас-
тенией и в 2,4 раза в сыворотке крови эксперимен-
тальных животных, иммунизированных сывороткой

больных миастенией с неоплазией вилочковой желе-
зы соответственно в сравнении с показателем в кон-
трольной группе сравнения (0,198 единиц). Это сви-
детельствует о наличии цитотоксических компонен-
тов, которые образуются при метаболических нару-
шениях и влияют на молекулярный состав крови.

То есть, увеличение массы циркулирующих им-
мунных комплексов свидетельствует об увеличении
их патогенности. Снижение концентрации ЦИК мо-
жет происходить за счет их тканевого потребления
или усиленного катаболизма иммуноглобулиновых
антител, о чем также косвенно свидетельствует зна-
чительно увеличение концентрации ПСММ.

ВЫВОДЫ

1. После иммунизации животных сывороткой с
цитотоксическими миастогенными факторами выя-
вили увеличение цитотоксичности, изменение соот-
ношения белковых фракций и изменение концентра-
ции гуморальных факторов.

2. Выявили отличия в содержании цитотоксичес-
ких компонентов в сыворотке крови эксперименталь-
ных животных, иммунизированных сывороткой кро-
ви больных с различными типами миастении, с ис-
пользованием скрининг-метода на основе клеточно-
го биосенсора D. viridis.
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3. Выявили достоверные изменения в электро-
форетической подвижности белковых фракций на
пленках из ацетата целлюлозы в сыворотке экспери-
ментальных животных, иммунизированных сыворот-
кой с миастогенными факторами. В исследуемых
группах иммунизированных животных выявлено до-
стоверное снижение альбуминовой фракции и уве-
личение  g -глобулиновой фракции. Иммунизация
животных сывороткой крови больных со злокаче-
ственным поражением тимуса вызывала достовер-
ное увеличение     -глобулиновой фракции. Это сви-
детельствует о снижении функций иммунной систе-
мы в ответ на действие высокоцитотоксических фак-
торов сыворотки крови.

 4. Проведенные исследования показателей гумо-
рального иммунитета  показали достоверное увели-
чение концентрации ПСММ и снижение содержа-
ния ЦИК (более чем в 2 раза) за счет изменения ха-
рактера антителообразования в группах иммунизи-
рованных животных по сравнению с контрольной
группой сравнения.
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