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Аннотация

Проведено изучение некоторых молекулярных показателей апоптоза лимфоцитов перифе-
рической крови при сифациозе мышей, а также при антигельминтной монотерапии лева-

мизолом и комплексной иммуномодулирующей терапии с ронколейкином. 
Исследование показало, что развитие инвазионного процесса вызывает активацию про- 

апоптотического белка Сaspase-3 и снижение экспрессии Bcl-2 в лимфоцитах животных, что 
свидетельствует об усилении процесса апоптоза лимфоцитов. Монотерапия и комплексная те-
рапия показала сдерживающий эффект в развитии апоптоза лимфоцитов. 
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Abstract

The aim of the study was to investigate molecular markers of apoptosis in mice' lymphocytes of 
peripheral blood. Mice were infected with syphaciosis and were prescribed monotherapy of lev-

amisole or complex therapy with ronkoleukin.
The study showed that activation of Caspase-3 protein and decrise of expression of Bcl-2 in animal 

lymphocytes were caused by gelmints' invasion. These changes increased lymphocytes' apoptosis. 
However, both mono and complex therapy showed the holding effect in lymphocytes apoptosis.
Keywords: helminthosis, immunity, immunodepression, apoptosis of lymphocytes, inductors 

and inhibitors of apoptosis.
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Введение. Исследование апоптоза кле-
ток крови при развитии гельминтозно-

го процесса и в ходе проведения терапии 
позволяет наиболее точно определить ме-
ханизмы развития иммунопатологии при 
гельминтозах и определить правильную 
стратегию лечения. 

Установлено, что метаболиты некото-
рых гельминтов обусловливают апоптоти-
ческую активность как в соматических, так 
и в генеративных клетках хозяина [1, 6, 7, 
16]. Однако выявленных фактов индукции 
апоптоза в иммунокомпетентных клетках 
совсем мало. Именно эти данные позволяют 
наиболее точно определить механизмы раз-
вития иммунопатологии в форме гиперчув-
ствительности в острой фазе инвазионного 
процесса или в форме иммуносупрессии при 
хронизации гельминтозного процесса. Было 
показано, что апоптоз CD4+ Т-лимфоцитов 
селезенки максимально возрастает в острую 
стадию шистосомоза и снижается в хрониче-
скую стадию заболевания [8, 9, 16]. Также 
было установлено, что метацестоды и ци-
сты свиных цепней секретируют цистеин-
протеазу, которая in vitro вызывает в CD4+ 
T-лимфоцитах человека типичные для 
апоптоза морфологические нарушения (це-
лостность клеточной мембраны, перетяжки 
и фрагментация ядра, хроматиновая кон-
денсация, появление апоптотических тел и 
исчезновение микротрубочек) [22]. 

Как известно, основными участниками 
эффекторной стадии апоптоза являются 
цистеиновые протеазы (каспазы), которые 
существуют в клетке как неактивные про-
формы и зимогены и которые расщепляются 
на активные формы ферментов, активируя 
апоптоз. Они расщепляют белки весьма ха-
рактерным для апоптоза образом – в местах 
расположения аспарагиновых оснований. 
Одна из основных функций эффекторных 
каспаз заключается в прямом и опосредован-
ном разрушении клеточных структур за счет 
протеолиза различных субстратов. При этом 
гидролизу подвергаются белки ядерной мем-
браны, разрушается цитоскелет, расщепля-
ются белки, регулирующие клеточную адге-
зию. К таким эффекторным исполнителям 
апоптоза и относится каспаза-3. К ключевым 
дистальным механизмам реализации апоп-
тоза относят активацию целого каспазного 

каскада [10, 20]. Также они обусловливают 
протеолиз ингибитора ДНК-азы и фрагмен-
тацию, нарушение цитоскелета клетки.

Другой важной функцией эффекторных 
каспаз является инактивация белков, бло-
кирующих апоптоз. К такой группе инги-
биторов апоптоза принадлежат белки се-
мейства Bcl-2. Регуляция апоптоза белками 
семейства Bcl-2 осуществляется преимуще-
ственно на отрезке митохондриального сиг-
нального пути, так как сигналы от рецепто-
ров смерти в основном обходят контроль со 
стороны Bcl-2.

Митохондриальный путь характеризует-
ся перекрестным взаимодействием между 
каспазами, проапоптотическими белками 
семейства Bcl-2 (Bax и Bad), а также ци-
тохромом С, AIF (apoptosis inducing factor), 
высвобождаемых митохондриями. Большое 
количество белков Bcl-2 постоянно экспрес-
сируется на внешней митохондриальной 
мембране. Они выполняют функцию защи-
ты клеток от апоптоза путем поддержания 
инактивированного состояния проапопто-
тического белкового комплекса, в состав ко-
торого входят прокаспаза-9, адаптер Apaf-1 
(apoptotic protease activating factor-1), AIF, 
цитохром С и ряд других факторов. В семей-
стве белков Bcl-2 также существует группа 
апоптоз-опосредующих факторов. Для пере-
ключения клетки в режим апоптоза необ-
ходимо связывание Bcl-2, что нейтрализует 
его ингибирующее действие. Такое связы-
вание может осуществляться любым из про-
апоптотических факторов Bcl-2 семейства 
[21]. В результате увеличивается проница-
емость мембраны митохондрий, происходит 
высвобождение цитохрома С в цитоплазму, 
связывание его с Apaf-1, что приводит к ак-
тивации каспазы-9, которая, в свою очередь, 
активирует каспазу-3 [10, 18]. 

Имеются данные, что каспаза-3 прини-
мает также участие в регуляции клеточного 
цикла [12, 15], процессинге цитокинов [23], 
дифференцировке миоцитов [13], пролифе-
рации T-лимфоцитов [7, 16]. Иными слова-
ми, каспаза-3 имеет плейотропные функ-
ции [11, 19], далеко не ограничивающиеся 
участием в реализации внутриклеточной 
апоптотической программы.

Предполагается, что для регуляции от-
вета клетки на сигналы смерти имеет зна-
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чение соотношение про- и антиапоптозных 
белков. Поэтому изучение динамического 
равновесия между про- и противоапопто-
тическими маркерами в иммунокомпетент-
ных клетках очень важно для понимания 
механизмов развития иммунопатологии на 
всем протяжении формирования инвазион-
ного процесса.

В то же время правильный выбор тера-
певтической стратегии и снижение побочно-
го действия химиотерапевтических средств, 
хорошо известных в практике, – актуаль-
ный вопрос современной иммунологии и 
биохимии.

Считается, что одним из лучших анти-
гельминтных препаратов является левами-
зол [5, 17], который помимо этиотропного 
эффекта еще проявляет свойства стимуля-
тора клеточной системы иммунитета. Соче-
тание иммуностимулирующей и антигель-
минтной активности делает этот препарат 
весьма перспективным для применения. 
Однако фармакопейный левамизол обла-
дает выраженным побочным действием на 
организм животных. В ветеринарии его от-
носят к так называемым «тяжелым» анти-
гельминтным препаратам. Считается, что 
левамизол в зрелых лимфоидных клет-
ках повышает уровень внутриклеточного 
цГМФ, уменьшает содержание внутрикле-
точного цАМФ лимфоцитов и гранулоци-
тов, способствует повышению реактивности 
рецепторов на Т-клетках. 

Одной из основных точек иммуностиму-
лирующего действия левамизола являет-
ся его действие на Т-лимфоциты, преиму-
щественно Т-хелперы/индукторы (CD4+). 
Препарат повышает чувствительность 
Т-лимфоцитов к тимическим факторам. Он 
стимулирует синтез белка в лимфоцитах и 
усиливает их бластный ответ. Более под-
робные исследования продемонстрировали, 
что левамизол может выполнять не только 
функции иммуностимулятора, способного 
усилить слабую реакцию клеточного имму-
нитета, но и иммуномодулятора, несколько 
ослабляя чрезмерный и не действуя на нор-
мальный иммунный ответ [5].

Этиотропная терапия гельминтозов зача-
стую малоэффективна, поскольку приводит 
к затягиванию периода выздоровления и 
переходу острой формы болезни в хрониче-

скую. Выявляемые при данном заболевании 
нарушения со стороны иммунной системы 
вызывают необходимость включения в схе-
му лечения иммуномодулирующих препа-
ратов. К таким иммуномодуляторам нового 
поколения, созданным на основе интерлей-
кина-2 человека, относится препарат «Рон-
колейкин» – с большим спектром возможно-
стей применения в ветеринарной практике 
(от применения при вакцинации до лечения 
тяжелых форм любых заболеваний) [3, 4].

Таким образом, изучение динамического 
равновесия между молекулярными про- и 
противоапоптотическими маркерами имму-
нокомпетентных клеток крайне важно не 
только для понимания механизмов разви-
тия иммунопатологии на протяжении фор-
мирования инвазионного процесса, но и в 
ходе проведения этиотропной монотерапии 
или комплексного лечения.

Цель исследования. Изучение дина-
мики значений молекулярных показате-
лей апоптоза лимфоцитов периферической 
крови при сифациозе мышей, а также при 
антигельминтной монотерапии левамизо-
лом и комплексной иммуномодулирующей 
терапии с ронколейкином для определения 
возможных механизмов развития вторич-
ной иммунодепрессии в процессе хрониза-
ции гельминтозного процесса и выбора пра-
вильной стратегии лечения.

Задачей исследования являлось опреде-
ление концентрации проапоптотического 
маркера Сaspase-3 и антиапоптотического 
маркера Bcl-2 в лизате лимфоцитов крови:

– мышей при развитии сифациоза;
– зараженных мышей на фоне прове-

дения антигельминтной монотерапии 
левамизолом;

– зараженных мышей на фоне проведе-
ния комплексной терапии левамизо-
лом и ронколейкином;

– незараженных мышей на фоне введе-
ния терапевтических доз левамизола;

– незараженных мышей на фоне введе-
ния терапевтических доз левамизола 
и ронколейкина.

Материалы и методы. В эксперименте 
использовались 290 белых мышей со сред-
ним весом тела 18–20 г. Мыши содержались 
в стандартных условиях вивария ФГБНУ 
ВНИИ фундаментальной и прикладной па-
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разитологии животных и растений имени 
К. И. Скрябина. 

В ходе эксперимента животные были 
подразделены на следующие группы: 

1) интактные мыши (контрольная груп-
па) – 10 особей; 

2) мыши, зараженные Syphacia obvelata 
(Rudolphi, 1802), Seurat,1916, – 60 особей; 

3) мыши, зараженные Syphacia obvelata 
(Rudolphi, 1802), Seurat,1916 и получавшие 
на 7-е сутки развития инвазии монотера-
пию левамизолом (декарисом) однократно в 
дозе 7,5 мг/кг, – 50 особей; 

4) мыши, зараженные Syphacia obvelata 
(Rudolphi, 1802), Seurat,1916 и получавшие 
на 7-е сутки развития инвазии комплекс-
ную терапию левамизолом (декарисом) од-
нократно в дозе 7,5 мг/кг и ронколейкином 
в дозе 0,05 мг/кг (5000 МЕ/кг), – 50 особей; 

5) незараженные мыши, получавшие 
монотерапию левамизолом (декарисом) од-
нократно в дозе 7,5 мг/кг, – 60 особей; 

6) незараженные мыши, получавшие 
комплексную терапию левамизолом (дека-
рисом) однократно в дозе 7,5 мг/кг и ронко-
лейкином в дозе 0,05 мг/кг (5000 МЕ/кг), – 
60 особей. 

Для молекулярных исследований монону-
клеарные лейкоциты выделяли из цельной 
венозной крови, полученной из хвостовой 

вены, путем центрифугирования на гради-
енте плотности Ficoll-Paque (=1,077 г/см3, 
«Pharmacia», Швеция) [3]. Концентрацию 
проапоптотического белка Сaspase-3 и анти-
апоптотического белка Bcl-2 определяли в 
лизате лимфоцитов методом иммунофер-
ментного анализа (ELISA) с использованием 
наборов фирмы «Bender MedSystems GmbH» 
(Вена, Австрия). Исследование проводили в 
соответствии с инструкцией фирмы-произво-
дителя. Результаты ИФА оценивали на ав-
томатическом микропланшетном спектрофо-
тометре «Epoch BioTek Instruments» (США) 
при длине волны 450 нм.

Полученные данные были статистиче-
ски обработаны с использованием критерия 
Стьюдента и с помощью программ STATIS-
TICA (версия 8.0) для Windows и SPSS (вер-
сия 11.0).

Результаты и обсуждение. В ходе экспе-
римента нами было установлено характер-
ное изменение молекулярных показателей 
лимфоцитов периферической крови мышей 
в процессе развития сифациоза. Анализ по-
лученных данных свидетельствует о том, 
что в процессе развития гельминтозного 
процесса на протяжении трех недель про-
исходят характерные изменения в уровнях 
проапоптотического белка Сaspase-3 и ан-
тиапоптотического белка Bcl-2 (табл. 1).

Таблица 1

Изменение молекулярных показателей апоптоза в периферической крови мышей 
в процессе развития сифациоза и проведения терапии

Группы животных
Сроки развития инвазии и проведения терапии

3-и сут 
(n=10)

7-е сут 
(n=10)

10-е сут 
(n=10)

14-е сут 
(n=10)

17-е сут 
(n=10)

21-е сут 
(n=10)

1 2 3 4 5 6 7

Сaspase-3 (мкг/мл) (М±m, P)

Контрольная группа 
мышей (интактные), 
n=10

2,58±0,12 2,24±0,04 2,78±0,13 2,36±0,16 2,48±0,15 2,61±0,11

Группа зараженных 
мышей, n=60 3,41±0,12* 4,53±0,08*, ** 5,48±0,05*, ** 5,61±0,11*, ** 7,39±0,03*, ** 8,40±0,03*, **

Группа зараженных 
мышей, получавших 
левамизол, n=50

4,89±0,07* 6,41±0,09*, ** 6,63±0,10*, ** 7,33±0,13*, ** 6,44±0,12*, **

Группа зараженных 
мышей, получавших 
левамизол и ронко-
лейкин, n=50

4,49±0,09* 4,41±0,11* 3,63±0,13*, ** 3,33±0,10*, ** 2,44±0,12*, **
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1 2 3 4 5 6 7

Группа незараженных 
мышей, получавших 
левамизол, n=60

2,69±0,06 2,82±0,07* 2,91±0,10*, ** 3,60±0,11*, ** 3,83±0,13*, ** 4,41±0,14*, **

Группа незараженных 
мышей, получавших 
левамизол и ронко-
лейкин, n=60

2,89±0,05* 2,47±0,09*, ** 2,41±0,12*, ** 2,23±0,14*, ** 1,83±0,10*, ** 1,44±0,10*, **

 Bcl-2 (нг/мл) (М±m, P)

Контрольная группа 
мышей (интактные), 
n=10

7,60±0,03 7,45±0,05 7,68±0,02 8,03±0,07 7,96±0,09 7,85±0,07

Группа зараженных 
мышей, n=60 7,40±0,12* 6,87±0,07*, ** 5,80±0,08*, ** 4,99±0,13*, ** 3,71±0,09*, ** 3,48±0,06*, **

Группа зараженных 
мышей, получавших 
левамизол, n=50

7,87±0,17* 6,80±0,08*, ** 5,79±0,13*, ** 5,99±0,09*, ** 4,68±0,16*, **

Группа зараженных 
мышей, получавших 
левамизол и ронко-
лейкин, n=50

7,63±0,14* 6,81±0,09*, ** 6,59±0,11*, ** 6,79±0,08*, ** 6,64±0,14*, **

Группа незараженных 
мышей, получавших 
левамизол, n=60

7,82±0,15* 7,97±0,14* 7,40±0,11*, ** 7,69±0,16*, ** 7,97±0,07*, ** 8,18±0,14*, **

Группа незараженных 
мышей, получавших 
левамизол и ронко-
лейкин, n=60

7,55±0,16 7,63±0,14 7,81±0,10*, ** 8,39±0,15*, ** 8,63±0,11*, ** 8,84±0,18*, **

Примечание: * − достоверное отличие в сравнении с контролем при Р < 0,05; ** − достоверное отличие 
с началом эксперимента при Р < 0,01.

Количество Сaspase-3 – антиапоптоти-
ческого белка в контрольной группе мы-
шей составило 2,24±0,04 – 2,78±0,13 мкг/мл. 
В мазках периферической крови мышей, за-
раженных сифациозом, уже на первых трех 
неделях после заражения было зафиксиро-
вано увеличение концентрации этого бел-
ка с 3,41±0,12 мкг/мл на 3-е сутки до 8,40± 
0,03 мкг/мл на 21-е сутки.

Полученные результаты могут свиде-
тельствовать о том, что в организме хозяина 
в условиях развития сифациоза токсическое 
действие на иммунокомпетентные клетки 
могут оказывать и сами гельминты, и их ак-
тивные метаболиты, в частности активные 
формы кислорода, являющиеся следствием 
оксидативного стресса и запускающие, по-
видимому, процессы апоптоза.

Уровень Bcl-2 в лимфоцитах перифери-
ческой крови контрольной группы мышей 
составил 7,60±0,03 нг/мл – 8,03±0,07 нг/мл. 
Развитие гельминтозного процесса приводи-

ло к достоверному снижению количества ан-
тиапоптотического белка Bcl-2 – от 7,40±0,12 
на 3-и сутки до 3,48±0,06 нг/мл на 21-е сутки 
(табл. 1). Иными словами, механизмы под-
держания равновесия между про- и противо-
апоптотическими белками в норме каким-то 
образом нарушаются паразитами в сторону 
усиления процесса апоптоза лимфоцитов. 
Обнаруженные нами факты свидетельству-
ют о том, что в условиях развития инвазии 
наблюдается индукция апоптоза лимфоци-
тов, что выражается в значительном увели-
чении уровня Сaspase-3 и снижении уровня 
антиапоптотического белка Bcl-2. 

Анализируя данные научной литерату-
ры, можно сделать вывод, что происходит 
изменение экспрессии генов, отвечающих 
за выработку про- и противоапоптотических 
белков, что, в свою очередь, является основ-
ным следствием генотоксического эффекта 
гипероксии и формирования кислородзави-
симых свободных радикалов [14]. На сегод-
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няшний день не вызывает сомнения важная 
роль окислительного стресса (ОС) в разви-
тии и клиническом течении гельминтозов. 
Известно, что окислительный стресс индуци-
рует патофизиологические процессы, а так-
же повреждения ДНК [2]. Генетические про-
цессы являются центральным звеном между 
обратимыми метаболическими процессами и 
процессами, приводящими к гибели клетки. 

Можно сделать вывод, что основным след-
ствием генотоксического эффекта гиперок-
сии и формирования кислородзависимых 
свободных радикалов является изменение 
экспрессии генов, отвечающих за выработку 
про- и противоапоптотических белков. 

Проведение терапии левамизолом пока-
зало менее интенсивный рост показателя 
Сaspase-3 по сравнению с зараженными жи-
вотными: от 4,89±0,07 мкг/мл на 1-е сутки от 
начала терапии до 6,44±0,12 мкг/мл на 21-е 
сутки проведения эксперимента и менее 
резкое снижение показателя Bcl-2 с 7,87± 
0,17 нг/ мл на 1-е сутки от начала терапии до 
4,68±0,16 нг/мл на 21-е сутки проведения экс-
перимента. Это, по-видимому, обусловлено 
«сдерживающим» эффектом левамизола как 
иммуномодулятора на апоптоз лимфоцитов. 

Проведение комплексной терапии, со-
четающей левамизол и ронколейкин, по-
казало плавное снижение активности бел-
ка Сaspase-3 до контрольных значений 
(2,44±0,12 мкг/мл) от начала применения до 
21-х суток эксперимента и удержание пока-
зателя Bcl-2 на уровне контрольных значе-
ний. Свойства ронколейкина обусловлены 
входящим в его состав IL-2, который про-
дуцируется субпопуляцией Т-лимфоцитов 
(Т-хелперы I) в ответ на антигенную стиму-
ляцию. По-видимому, синтезированный IL-2 
воздействует на Т-лимфоциты, усиливая их 
пролиферацию и последующий синтез IL-2. 
Биологические эффекты IL-2 опосредуются 
его связыванием со специфическими рецеп-
торами, представленными на различных 
клеточных мишенях, и поэтому его действие 
направленно влияет на рост, дифферен-
цировку и активацию Т- и В-лимфоцитов, 
моноцитов, макрофагов, олигодендрогли-
альных клеток, клеток Лангерганса и др. От 
его присутствия зависит развитие цитолити-
ческой активности натуральных киллеров 
и цитотоксических Т-лимфоцитов. Все это и 

усилило иммуномодулирующие свойства ле-
вамизола и дополнительно способствовало 
нормализации процессов апоптоза.

Заключение. В результате проведенного 
комплексного исследования достоверно пока-
зано, что у животных, находящихся в процессе 
развития гельминтозного процесса, наблюда-
ется повышенная апоптотическая активность 
лимфоцитов на рецепторном уровне, прояв-
ляющаяся в повышении уровня проапопто-
тического белка Сaspase-3 и снижении уров-
ня антиапоптотического белка Bcl-2. Можно 
предположить, что в организме хозяина в 
условиях формирования сифациоза происхо-
дит развитие окислительного стресса, когда 
метаболиты гельминтов и активные формы 
кислорода оказывают токсическое действие 
на иммунокомпетентные клетки хозяина и 
запускают процессы апоптоза. 

В свою очередь, проведенная терапия ле-
вамизолом показала менее интенсивный рост 
показателя Сaspase-3 и совсем незначитель-
ное снижение белка Bcl-2 по сравнению с за-
раженными животными, что свидетельствует 
о свойствах левамизола как иммуномодуля-
тора, сдерживающего апоптоз лимфоцитов. 

Проведение комплексной терапии, со-
четающей левамизол и ронколейкин, по-
казало полное восстановление до нормы 
концентраций белков Сaspase-3 и Bcl-2, что 
обусловлено свойствами входящего в состав 
ронколейкина IL-2. 
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