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Аннотация. Методом непрямого иммуноферментного анализа проведено комплексное иссле-
дование изменения уровня экспрессии антигенов главного комплекса гистосовместимости II класса 
(HLA-DR) в условиях комбинированного воздействия УФ-излучения и α2b-интерферона. Установле-
но, что в случае совместного воздействия α2b-интерферона и УФ-излучения характер ответной реак-
ции иммуноцитов находится в сложной зависимости от доз модифицирующих агентов и исходного 
уровня экспрессии изучаемых антигенных детерминант.

Ключевые слова: HLA-DR, УФ-излучение, нейтрофилы, фотомодификация, комбинированное 
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Abstract. Indirect ELISA method carried out a comprehensive study changes in the level of antigen 
expression of major histocompatibility complex class II (HLA-DR) under the combined effects of UV 
radiation and α2b-interferon. It was established that in the case of joint action of interferon α2b-and UV-
radiation response immunocyte is a complex dependence on the dose-modifying agents and  initial 
expression level of investigated antigens.
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Среди всех известных на сегодняшний день 
рецепторов TLR особый интерес исследователей 
вызывает маркер TLR4, экспрессирующийся на по-
верхности всех нейтрофильных гранулоцитов, ос-
новной функцией которого является распознавание 
липополисахаридов Грамм-отрицательных бакте-
рий. Распознавание им компонентов бактериальной 
клеточной стенки возможно только при условии экс-
прессии на поверхности мембраны клетки вспомо-
гательной корецепторной молекулы CD 14.  Однако 
запуск каскада процессов активации нейтрофилов 
после взаимодействия комплекса TLR4 – CD14 с ли-
гандом регулируется со стороны иммунной системы 
большим количеством цитокинов и других малых 
регуляторных молекул,  которые могут определен-
ным образом корректировать поведение клетки на 
полученный сигнал и, в частности, могут приводить 
к активации неспецифического, опсонин-независи-
мого фагоцитоза одиночных бактерий, которые, в 
дальнейшем, выступают в качестве источника мар-
керных антигенов, позволяющих другим иммуно-

компетентным клеткам распознать эти чужеродные 
для организма объекты.

Поскольку Т-лимфоциты лишены способно-
сти непосредственно распознавать чужеродные 
антигены, то они находятся в зависимости от 
антиген-презентирующих клеток, в качестве ко-
торых согласно данным ряда авторов могут вы-
ступать изучаемые нами полиморфно-ядерные 
лейкоциты [1, 2].

Таким образом, на первое место вместе с ком-
плексами TLR4-CD14 в реаизации антиген-пре-
зентирующей функции нейтрофилов выходят ан-
тигены главного комплекса гистосовместимости I 
и II класса, которые играют важную роль в про-
цессе активации иммунного ответа по клеточно-
му (активация CD8+ лимфоцитов – Т-супрессоры, 
цитотоксические Т-лимфоциты – антигенами, 
встроенными в молекуламы ГКГС I класса) или 
гуморальному (активация CD4+ лимфоцитов – 
Т-хелперы – антигенами встроенными в молеку-
лы ГКГС II класса) пути [3].

В связи с этим, определенный практический 
интерес представляет изучение уровня экспрессии 
вышеперечисленных антигенных детерминант 
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под воздействием различных физико-химических 
агентов, так как они в полной мере отражающих 
способность изучаемых клеток принимать уча-
стие в одном из важнейших этапов реализации 
иммунного ответа – презентации чужеродного 
антигена.

Объекты и методы 
исследования

Исследования были проведены на изолирован-
ных полиморфноядерных лейкоцитах, выделен-
ных методом седиментации на двойном градиенте 
плотности фиколл-урографина (r1 = 1.119 г/см3, 
r2 = 1.076 г/см3)  из периферической крови доно-
ров. Модификацию суспензий клеток препаратом 
α2b-интерферона в концентрациях 1, 10 и 100 МЕ/
мл проводили в течение 1 часа в термостате при 
37 °С. Облучение УФ-светом в дозах от 151 до 
1359 Дж/м2 осуществляли светом Ртутно-кварце-
вой лампы ДРТ-400 с использованием светофиль-
тра УФС-1 с полосой пропускания 240-390 нм. 
Уровень экспрессии определяли с помощью мето-
да непрямого твёрдофазного иммуноферменного 
анализа с использованием моноклональных анти-
тел мыши против HLA-DR маркеров человека 
(«Сорбент», Москва) по стандартной методике. 
Статистическую обработку проводили с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента.

Полученные результаты и их 
обсуждение

Первым этапом нашего исследования яви-
лось изучение уровня экспрессии молекул анти-
генов локуса HLA-DR  на поверхности мембран 
нейтрофилов крови человека в условиях воз-
действия препарата a2b-интерферона. Количе-
ство маркеров на поверхности нативных клеток 
составило 0.482 ± 0.020 ед. опт. плотн. HLA-DR 
антиены проявили высокую степень резистент-
ности к действию модификатора: статистически 
достоверное повышение величины изучаемого 
показателя на 17.5% было зарегистрировано 
нами при модификации образцов клеток  интер-
фероном в концентрации 100 МЕ/мл наблюда-
лось (Рис. 1а).

Таким образом, повышение уровня экспрес-
сии HLA-DR маркеров свидетельствует об уве-
личении эффективности презентации чужерод-
ных антигенов CD 4+ Т -лимфоцитам .

Для выяснения механизмов изменения коли-
чества изучаемого нами антигенных детерминант 
была проведенасерия опытов с использованием 
транскрипционного (актиномицин D) и трансля-

Рис. 1. Динамика уровня экспрессии антиге-
нов локуса HLA-DR на поверхности мембран ней-
трофилов крови человека в условиях воздействия 
α2b-интерферона. Обозначения: а – в отсутствие 
блокаторов белкового синтеза, б – при добавлении 
в инкубационную среду актиномицина D, в – при 
добавлении в инкубационную среду  циклогекси-
мида.

ционного (циклогексимид) блокаторов белкового 
синтеза. При добавлении в инкубационную среду 
совместно с интерфероном в концентрациях 10 и 
100 МЕ/мл как актиномицина D (рис. 1б), так и 
циклогексимида (рис. 1в), нами было выявлено 
снижение уровня экспрессии HLA-DR на поверх-
ности мембран нейтрофилов крови человека от 
8.8% до 14.7%.

Таким образом, на основании данных об ин-
терферон-индуцированном снижении регистри-
руемого показателя на фоне действия блокаторов 
синтеза белка можно констатировать, что заре-
гистрированный нами ранее эффект увеличения 
количества HLA-DR маркеров на поверхности 
мембран клеток после внесения в инкубаци-
онную среду a2b-интерферона в концентрации 
100 МЕ/мл связано с синтезом этих антигенных 
детерминант de novo.

Следующим этапом нашей работы явилось 
изучение изменения уровня экспрессии анти-
генов локуса HLA-DR нейтрофилами крови че-
ловека в условиях воздействия УФ-света (240-
390 нм) в дозах 151 – 1359 Дж/м2.

Все исследованные нами образцы клеток 
проявили высокую лабильность к действию УФ-
света. Было установлено, что характер ответной-
реакции клеток на облучение зависел от исход-
ного уровня экспрессии изучаемых антигенов, 
всвязи с чем все обследованные нами доноры 
былиразделены на 2 группы.
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Уровень экспрессии изучаемых маркеров на 
поверхности мембран образцов клеток, отнесен-
ных к первой группе, составил 0,552 ± 0,028 ед. 
опт. плотн (Рис. 2а.).

Рис. 2. Динамика уровня экспрессии HLA-
DR антигенов на поверхности мембран нативныx 
и модифицированныx УФ-облучением нейтро-
филов крови доноров, отнесенных к I (а) и II (б)
группам

Облучение клеток УФ-светом в дозах 151 и 
453 Дж/м2 вызывало увеличение количества изу-
чаемых нами антигенных детерминант на поверх-
ности их мембран на 5,5 и 6 % соответственно. 
Увеличение дозы облучения до 906 и  1359 Дж/м2 
не вызывало статистически достоверных отличий 
регистрируемого показаеля от контрольных зна-
чений.

Во вторую группу (Рис. 2б) вошли доно-
ры, для которых был характерен низкий исход-
ный уровень экспрессии изучаемых антигенов 
(0,421 ± 0,018 ед. опт. пл.).

Фотомодификация образцов клеток во всем ис-
пользуемом нами диапазоне доз (151 – 1359 Дж/м2) 
приводила к снижению уровня ИФА сигнала на 
10 – 14 % относительно контроля.

Для выяснения механизмов изменения уровня 
HLA-DR антигенов на поверхности мембран фо-
томодифицированных клеток нами был проведен 
блок исследований с использованием блокаторов 
белкового синтеза: актиномицина D и циклогекси-
мида. При этом было установлено, что внесение 
как транскрипционных, так и трансляционных 
блокаторов синтеза белка нивелирует различия 
в характере ответной реакции образцов клеток 
обеих групп доноров на воздействие УФ-света во 
всем используемом нами диапазоне доз (рис. 3).

Так, облучение суспензии исследуемых клеток 
УФ-светом в диапазоне доз от 151 до 1359 Дж/м2 

Рис. 3. Динамика уровня экспрессии HLA-DR 
маркеров на поверхности мембран нативныx и 
модифицированныx УФ-облучением нейтрофи-
лов крови человека. Обозначения: а – в отсутствие 
блокаторов белкового синтеза, б – при добавлении 
в инкубационную среду актиномицина D, в – при 
добавлении в инкубационную среду циклогекси-
мида

на фоне воздействия актиномицина снижало ко-
личество тестируемых антигенных детерминант 
на поверхности нейтрофилов на 9.8 – 20.5 % от-
носительно контроля.

Подобная ответная реакция нейтрофилов на 
облучение УФ-светом была выявлена нами при 
использовании в качестве блокатора синтеза белка 
– циклогексимида. Фотомодификация суспензий 
клеток доноров обеих груп в дозах 906 и 1359 Дж/
м2 приводила к снижению уровня экспрессии 
HLA-DR маркеров на 6 – 15 % соответственно. 

Таким образом, одной из причин повышения 
уровня экспрессии изучаемых антигенов на по-
верхности мембран нейтрофилов крови доноров, 
отнесенных ранее к первой группе, может слу-
жить их синтез de novo .

Для расширения представлений о совместном 
влиянии УФ-излучения и α2b-интерферона на ме-
ханизмы регуляции иммунных реакций, связан-
ных с изучаемыми антигенными детерминантами, 
мы провели оценку количества HLA-DR антиге-
нов, экспрессированных на поверхности мембран 
нейтрофиловкрови человека.

Уровень экспрессии исследуемых маркеров 
на поверхности мембран нативных клеток доно-
ров первой группы составил 0,552 ± 0,028 ед. опт. 
плотн.  Инкубация нейтрофилов α2b-интерфероном 
в концентрации 100 МЕ/мл вызывала повышение 
оптической плотности исследуемых образцов на 
на 17.5% относительно контроля. (Рис. 4).

Уровень экспессии HLA-DR антигенов нейтрофилами крови человека
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Облучение клеток УФ-светом в дозах 151 и 
453 Дж/м2 способствовало статистически до-
стоверному повышению уровня ИФА – сигна-
ла на 5,5 и 6 % относительно контроля. Нами 
было установлено, что инкубация суспензий 
фотомодифицированных в дозах 906 и 1359 Дж/
м2 нейтрофилов с препаратом α2b-интерферона 
в концентрациях 10 и 100 МЕ/мл приводит к 
уменьшению уровня экспрессии изучаемых ан-
тигенных детерминант на 12 – 27% по сравне-
нию с клетками, не подвергавшихся предвари-
тельному УФ- облучению. В остальных случаях 
статистически достоверных отличий сравнивае-
мых показателей нами выявлено не было.

У второй группы доноров с исходно боле-
енизким уровнем экспрессии антигенов локу-
са HLA-DR так же наблюдалось повышение их 
количества инкубации клеток с интерфероном 
в концентрациях 100 МЕ/мл на 17.5 % соответ-
ственно (рис. 5).

Облучение нейтрофилов доноров этой груп-
пы УФ-светом в дозах 151 – 906 Дж/м2 снижало 
количество изучаемых антигенов на поверхности 
их мембран на 10 – 14 % относительно контроля. 
Последующая инкубация фотомодифицирован-
ных клеток с α2b-интерфероном в концентрациях 
1, 10 и 100 МЕ/мл вызывала статистически досто-
верное восстановление до контрольных значений 
уровня экспрессии HLA-DR антигенов, снижен-
ного воздействием УФ-света.

После воздействия на тестируемые нами по 
лиморфно-ядерные лейкоциты УФ-излучения в 

Рис. 4. Динамика уровня экспрессии HLA-DR 
антигенов нейтрофилами крови доноров 1 груп-
пы в условиях комбинированного воздействия 
a2b-интерферона и УФ-облучения.

Рис. 5. Динамика уровня экспрессии HLA-DR 
антигенов нейтрофилами крови доноров 2 груп-
пы в условиях комбинированного воздействия 
a2b-интерферона и УФ-облучения.

дозе 1359 Дж/м2  не было зарегистрировано ста-
тистически достоверных изменений уровня ИФА-
сигнала. Последующее добавление интерферона к 
фотомодифицированным клеткам способствовало 
повышению регистрируемого показателя на 6 – 
24 % в диапазоне концентраций 10 – 100 МЕ/мл. 

Заключение
С помощью методов непрямого твердофаз-

ного иммуноферментного анализа было иссле-
довано влияние препарата α2b-интерферона (1 – 
100 МЕ/мл)  и УФ- излучения (240 - 390 нм) на 
экспрессию антигенов локуса HLA-DR нейтро-
филами крови человека.

Было установено, что исследуемые марке-
ры проявили высокую степень резистентно-
сти к действию малых концентраций интер-
ферона. Наиболее эффективными оказались 
концентрации 10 – 100 МЕ/мл. На основании 
этого можно предположить, что на ранних 
этапах иммунного ответа нет ярко выражен-
ной потребности в интенсификации процес-
сов  презентации чужеродных антигенов им-
мунокомпетентным клеткам. В том случае, 
если количество патогенов в организме уве-
ичивается, то происходит повышение кон-
центрации интерферонов (как естественных, 
так и вносимых извне в виде лекарственных 
препаратов) и активиация звена антигенпре-
зентирующих клеток, что приводит к повыше-
нию эффективности представления  и распоз-
навания чужеродных антигенов.
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Анализ данных по изучению влияния УФ све-
та на антигенпрезентирующие клетки показал, 
что под действием малых доз УФ-излучения мо-
жет происходить как увеличение, так и снижение 
(для клеток с исходно низким уровнем экспрес-
сии) уровня экспрессии исследуемых антигенов. 

Было показано, что для образцов нейтро-
филов с исходно высоким уровнем экспрессии 
наблюдается яркое стимулирующее действие 
интерферона и УФ-света. В том случае, если 
исходный уровень экспрессии исследуемых по-
верхностных дифференцировочных антигенов 
был ниже среднего уровня, то величина реги-
стрируемого показателя существенно снижалась 
под действием УФ-света. Наблюдаемые эффекты 
могут быть связаны с тем, что у лиц с исходно 
заниженным уровнем исследуемых антигенов 

могут иметь место существенные функцио-
нальные нарушения, которые, вероятно, могут 
проявляться в блокировании процессов синтеза 
мембранных маркеров или же их токсической 
инактивации вследствие накопления токсиче-
ских продуктов ПФОЛ.
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