
Обстежені 15 пацієнтів без ознак патології пародонта 
і слизової оболонки порожнини рота. Виявлено, що 
слина яка підлягає дослідженню повинна центрифугу­
ватися. У дослідженнях використовується надосадочна 
рідина. Різні ФНО-а і ІЛ-8 у слині здорових осіб скла­
дають соответственно 0,8±0,4 пг/мл й 97±13,5пг/мл.
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SUMMARY
THE METHOD OF PREPARATION OF SALIVA 

TESTS FOR THE ESTIMATION OF THE FACTOR 
OF NECROSIS OF TUMOUR - ALPHA AND 

INTERLEUKIN -0.
Chaikovskay I.V., Prilutskiy A.S., Mailyan E.A.

15 patients without signs of pathology of 
parodontiumand mucous membrane ofthe oral cavity have 
been examined to determine the influence of the method 
of the preparation of saliva tests on the concentration 
FNT- a and IL-8 in the saliva. It is established that the 
saliva which is investigated must be centrifugalized. 
Suprafall-out fluid is used in the investigations. The FNT 
-a and IL-8 levels in healthy people are 0?8±0,4 ng/ml 
and 97±13,5 ng/ml correspondindly.
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ВСТУП
Експериментальні дослідження пептидного 

комплекса, отриманого із кіркової речовини нирок 
(П КН), дали змогу оцінити його вплив на рецепторний 
апарат лімфоцитів, опосередкований зміною рівня 
експресії поверхневих антигенних детермінант [1]. 
В роботах, проведених з використанням ендогенних 
імуномодуляторів, було зроблено припущення про 
мембраноопосередкований механізм дії ПКН [2,3].

В експериментальних дослідженнях з 
використанням трипсину ПКН сприяв відновленню 
експресії рецепторівлімфоцитів.попередньовидалених 
з поверхні мембрани [4]. Було запропоновано два 
можливих механізми відновлення рецепторів, по- 
перше, це стимуляція на рівні клітинної мембрани, 
коли на поверхні клітини починають експресуватися 
рецептори, до того поглиблені у мембрану; По- 
друге -  можливе прискорення під впливом ПКН 
сборки та транспортування на клітинну поверхню 
нових рецепторних молекул, що було підтверждено 
підсиленням під дією препарату експресії СБ72, 
молекули, стійкої до розщеплення трипсином.

Дані про відновлення експресії поверхневих 
рецепторів лімфоцитів під дією ПКН на фоні 
пригнічення метаболічних процесів, стали основою 
припущення, що дія ПКН відбувається не тільки 
на поверхні мембрани, але й на етапі мобілізації 
внутрішньоклітинного пулу вже синтезованих 
рецепторів [5]. Таким чином, цілком вірогідна дія 
ПКН як на початкових, так і на більш довготривалих 
етапах синтетичних процесів, коли пул рецепторів 
починає відновлюватись.

Метою даної роботи стало визначення 
та порівняння дїі ПКН та тималіну на експресію 
поверхневих рецепторів лімфоцитів за умов 
послідовного видалення рецепторів з поверхні 
мембрани га блокування метаболічних процесів 
всередені клітини за допомогою метотрексату.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
За стандартним методом [6] лімфоцити 

отримували з періферійної крові здорових донорів. 
Потім клітини відмивали у фосфатно-сольовому буфері 
та культивували у середовищі ЯРМІ-1640 (“СіЬсо В КЕ’, 
Шотландія) з 10% інактивованою телячою сироваткою 
при 37°С. Кінцева концентрація клітин складала 1- 
1,5± Юб/мл.

Таблиця 1
ЗМІНА ЕКСПРЕСІЇ ПОВЕРХНЕВИХ 
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_

Примітка. * - р<0,05 -  порівняння показників між 
інтактними лімфоцитами, та лімфоцитами, які
попередньо були оброблені трипсином та метотрексатом;
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** - р<0,05 -  порівняння Показників між лімфоцитами, які 
попередньо були оброблені трипсином та метотрексатом та 
інкубувались з ПКН або тималіном в дозі 0,5 мкг/мл.

Попередню обробку клітин в контрольній та 
дослідній серіях проводили за допомогою серинової 
протеази трипсину (“Sigma”) в дозі 1 мг/мл [7]. 
Після відмивайня у фосфатно-сольовому буфері 
лімфоцити інкубували з метотрексатом (“LACHEMA”, 
Чехія) в дозі 1 мг/мл [8] протягом б годин при 37° 
С. В дослідних пробах після відмивання лімфоцитів 
шляхом центрифугування у фосфатно-сольовому 
буфері додатково вводили пептидні комплекси тимусу 
та нирок та продовжували інкубацію в тих же умовах 
протягом 1 години.

В роботі використовували пептидний 
комплекс, який отримували за оригінальним методом 
із кіркової речовини нирок [9]. Для отримання 
пептидного комплексу проводили екстракцію тканин 
нирок органічною галогенвміщуючою кислотою 
у присутності іонів цинку. На наступному етапі 
пептиди осаджували органічним розчинником з 
додатковим очищенням шляхом гель-фільтрації для 
виділення пептидів з молекулярною масокг менш 
10 кДа. Як препарат порівняння використовували 
комерційний препарат тималін (з-д медпрепаратів, 
Санкт-Петербург, Росія). Пептидні комплекси 
використовували в кінцевій концентрації 0,5 мкг/мл.

Поверхневі імуноглобулінові рецептори 
визначали методом прямої імунофлюоресценції, 
використовуючі антитіла проти Ig A,M,G (“Sanofy”, 
France), помічені флюоресцеїнізотіаціанатом (Ф1ТЦ). 
Поверхневі антигенні детермінанти лімфоцитів 
реєстрували методом непрямої імунофлюоресценції з 
використанням моноклональних антитіл проти СШ, 
CD4, CD8, CD72 та HLA-DR, які виявляли за допомогою 
кон’югованих з ФІТЦ анти-Р(аЬ)2-антитіл (TOO 
“Сорбент”, Москва). Рівень та характер флюоресценції 
визначали, як і раніше [10,11], клітини розподіляли 
наступним чином: дифузна флюоресценція мембрани 
(рецептори рівномірно розподілені на її поверхні), 
кластери мембранних рецепторів (рецептори 
збираються в окремі групи), петчі (групування у 
вигляді плям), кепи (рецептори збираються на одному 
з полюсів клітини у вигляді “капелюшка”) [12].

Статистичну обробку результатів проводили 
з використанням t-крітерія для попарно зв’язаних 
величин (STATISTICAL

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ
Робота проводилась на основі використання 

способу моделювання поверхневих рецепторів 
лімфоцитів за допомогою пептидного комплексу, 
отриманого із кіркової речовини нирок, шляхом 
реєстрації зміни експресії мембранних рецепторів під 
впливом пептидів [10].

Як показали наші дослідження, попередня 
обробка клітин трипсином та метотрексатом призвела 
до значного зниження рівня експресії практично 
усіх досліджених антигенних детермінант. Ми 
спостерігали вірогідне зниження рівня експресії 
поверхневих імуноглобулінів на 60,9%, молекул CDS 
-  на 48,9%, CD4 -  на 68,7%, CD8 знижувалась на 
60,4%, a HLA-DR -  на 67,1%. Також спостерігалось 
перегрупування рецепторів у площині" мембрани: 
вірогідно знижувалась кількість клітин, які утворювали 
кластери з молекул поверхневих імуноглобулінів з 
13,17+3,47% до 3,0±1,26% (у 4,4 рази). Для молекул
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CD3 було характерним зниження у 5,4 рази рівня 
кепів та у 3,0 рази -  кластерів, підвищення петчів
-  у 2,4 рази. У С04+-клітин спостерігалось вірогідне 
зниження кількості петчів у 7,4 рази, підвищення -  
кепів -  у 1,6 рази; у СБ8 + -клітин -  вірогідне зниження 
кількості кластерів з 16,67±4,03% до 1,0±0,89%. Для 
антигенних детермінант HLA-DR є характерним 
вірогідне зниження кількості клітин з дифузним 
світінням мембрани в 5,0 рази, петчів - у 4,3 рази, 
кластерів -  у 7,0 разів.

Додавання пептидного комплексу нирок до 
попередньо оброблених трипсином та метотрексатом 
лімфоцитів показало наступні зміни: вірогідне
підвищення рівня поверхневих імуноглобулінів у 
2,3 рази, CD3 -  на 46,9% CD8 -  у 2,7 рази, CD72 у 2,2 
рази. При перегрупуванні рецепторів під впливом 
ПКН спостерігалось вірогідне підвищення кількості 
кластерів з молекул поверхневих імуноглобулінів 
в 4 рази; збільшення рівня кепів CD3 в 5,2 рази, 
зниження рівня кепів CD4 в 1,9 рази. Для антигенних 
детермінант CD8 було характерним підвищення 
рівня кепів у 1,96 рази, кластерів -  з 1,0±0,89% до 
17,0±2,45%, для CD72 -  підвищення рівня кепів в 
2,5 рази, HLA-DR -  зниження рівня кепів в 1,3 рази, 
підвищення кластерів -  з 1,0±0,63% до 9,0±5,62%.

Під впливомтималіну відбувалосьпідвищення 
експресії поверхневих імуноглобулінів на 95,6%, CD8
-  у 2,4 рази, HLA-DR -  у 3,1 рази. Для поверхневих 
антигенних детермінант CD3 та CD4 вірогідних змін 
не спостерігалось, але була тенденція до підвищення 
рівня їх експресії.
Перегрупування рецепторів лімфоцитів, які були 
попередньо обробленими трипсином та метотрексатом 
виглядало наступним чином: вірогідно підвищувався 
рівень кластерів у 4,0 рази, кепи з молекул CD3 -  в 
5,99 рази, знижувався рівень петчів CD3 в 2,3 рази. 
Перегрупування молекул CD8 -  вірогідне збільшення 
рівня дифузного світіння мембрани в 2,2 рази, 
кластерів -  з 1,0±0,89% до 8,0±2,83%, молекул HLA- 
DR -  збільшення рівня петчів в 2,2 рази, кластерів -  з 
1,0±0,63%до 10,83+2,64%.

Взагалі, подвійна обробка клітин 
протеолітичним ферментом та блокатором 
клітинного метаболізму досить глибоко порушила 
функціональний стан лімфоцитів, про що свідчить 
суттєве пригнічення рівня експресії поверхневих 
антигенних детермінант. В той же час існують дані, 
що протеази, зокрема, використаний нами трипсин 
володіють імуномодулюючими властивостями. Він 
знижує експресію рецепторів до еритроцитів барана 
наТ-клітинах (особливо у інтактних тварин), стимулює 
антитілоутворення (переважно IgM), імітує мітогенний 
ефект, гальмує міграцію Т- та В-лімфоцитів [13]. 
Механізм дії протеолітичних ферментів реалізується за 
рахунок видалення з мембрани лімфоцитів блокуючих 
факторів; відкриття додаткових рецепторів; 
руйнування бь\кових репресорів, які пригнічують 
мітоз та роботу рибосом; розщеплення імуноглобулінів 
з видаленням регулюючих імунну відповідь пептидів 
[ІЗ].

Антиметаболіти та алкілуючі субстанції 
володіють цитотоксичними властивостями, принцип 
дії яких є пригнічення синтезу геномної ДНК або 
РНК, та як слідство -  гальмування проліферації та 
диференцировки лімфоцитів. При цьому на систему 
Т-лімфоцитів антиметаболіти та алкілуючи агенти 
діють значно ефективніше та стабільніше, чим на
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систему гуморального імунітету [14]. Використаний 
нами метотрексат відноситься до препаратів 
циклонеспецифічної дії, які викликають загибель 
клітини переважно у фазу S клітинного циклу [8].

Дія пептидного комплексу нирок та тималіну 
показала стимуляцію експресії певних рецепторів, 
зокрема, для ПКН -  це підвищення експресії 
поверхневих імуноглобулінів, CD3, CD8 та CD72. 
Для тималіну -  поверхневих імуноглобулінів, CD8 та 
HLA-DR. Отримані результати співзвучні отриманим 
даним Цепелева В.Л. та Цепелева С.Л. (2003), згідно 
яким у мишей з імунодефіцитом, який викликали 
циклофосфамідом, синтетичні пептиди бурсопептид-1 
(Tyr-Glu-Gly)Ta6ypconenTHA-2(Trp-Thr-Ala-Glu-Glu-Lys- 
Gln-Leu) збільшують інтенсивність імунної відповіді, 
що виражається в збільшенні титру гемагглютининів, 
гемолізінів, кількості антитілоутворюючих клітин 
в селезінці. Найбільша активність бурсопептидів у 
тварин' з імунодефіцитом, викликаним введенням 
цитостатика, спостерігається у період відновлення 
імунної відповіді [15].

В попередніх дослідження ми використали 
окремо -  обробку клітин трипсином та використання 
блокатора клітинного метаболізму. В серії досліджень з 
використанням трипсину було зроблено висновок, що 
додавання в середовище інкубації ПКН призвело до 
відновлення початкового рівня експресії поверхневих 
імуноглобуліновихрецепторів,СОЗ,СЦ4,тенденцію до 
збільшення експресії CD8. Зроблено припущення, що 
вплив ПКН відбувався нарівні клітинної мембрани-як 
стимуляціязаглибленихвіїтовщу готових рецепторних 
молекул, та на рівні внутрішньоклітинних процесів 
-  як можливе прискорення зборки та транслокації на 
клітинну мембрану нових рецепторних молекул.

В серії з окремою обробкою клітин 
метотрексатом ПКН та тималін відновлювали 
експресію поверхневих рецепторів, а в деяких 
випадках збільшували. Було зроблено висновок, 
що вірогідно, дія пептидних комплексів може бути 
пов’язана з ремоделюванням мембранних рецепторів 
шляхом мобілізації внутрішньоклітинного пулу вже 
синтезованих рецепторів.

ВИСНОВОК
Таким чином, за умов послідовного видалення 

рецепторів з поверхні мембрани та блокування 
метаболічних процесів всередені клітини задопомогою 
метотрексату ПКН та тималін відновлювали експресію 
досліджених рецепторів, діючі односпрямовано. 
Для пептидного комплекса нирок відновлювальний 
ефект більш виражений. В цілому, отримані дані 
узгоджуються з результатами попередніх досліджень 
стосовно можливих механізмів відновлювальної дії 
пептидних речовин.
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РЕЗЮМЕ
ОПРЕДЕЛЕНИЕ И СРАВНЕНИЕ ВЛИЯНИЯ 

ПЕПТИДНОГО КОМПЛЕКСА ПОЧЕК И 
ТИМАЛИНА НА ЭКСПРЕССИЮ РЕЦЕПТОРОВ 

ЛИМФОЦИТОВ 
Веснина Л.Э., Кайдашев И.П. 

Украинская медицинская стоматологическая 
академия, г. Полтава

В условиях последовательного удаления 
рецепторов с поверхности мембраны лимфоцитов и 
блокады метаболических процессов внутри клетки 
с помощью метотрексата наблюдалось значительное 
снижение уровня экспрессии исследованных 
антигенных детерминант. Пептидный комплекс почек 
(ПКП) и тималин вызывали стимуляцию экспрессии 
определенных рецепторов, для ПКП -  это усиление 
экспрессии поверхностных иммуноглобулинов,

53



ІМУНОЛОГІЯ ТА АЛЕРГОЛОГІЯ. 3/2005
CD3, CD8 и CD72. Для тималина .- поверхностных 
иммуноглобулинов, CD8 и Н LA-DR.

Таким образом, ПКП и тималин 
восстанавливали экспрессию исследованных 
рецепторов, действуя однонаправленно. Для 
пептидного комплекса почек восстановительный 
эффект более выражен. В целом, полученные данные 
согласовываются с результатами предыдущих 
исследований относительно возможных механизмов 
восстановительного действия пептидных веществ.

SUMMARY
THE DEFINITION AND COMPARISON OF 

KIDNEY PEPTIDE COMPLEX AND THYMALINE 
INFLUENCE ON LYMPHOCYTES RECEPTORS 

EXPRESSION 
Vesnina L.E., Kaidashev I.P.

Ukrainian Medical Stomatological Academy, Poltava 
The considerable increasing of the investigated 

antigen determinants expression level was observed

УДК:618.3+ 616.61-002.3-022-097

under condition of successive receptors from lymphocytes 
membrane and inethabolic process blockage within cell by 
methotrexate as well. The kidney peptide complex (KPC) 
and thymaline caused the determined receptors expression 
stimulation, for KPC it was superficial immunoglobulins, 
CD3, CDS, CD72 expression increasing. For thymaline 
-  superficial immunoglobulins, CD3 and H LA-DR 
expression increasing. Thus, KPC and thymaline repaired 
investigated expression while, one-sided action. The 
restoring effect of the KPC was more expressed.
In a whole, received date are corresponded to previous 
investigations results relatively to the peptide restorating 
action possible mechanisms.

УРОВЕНЬ АНТИТЕЛ К  ЭНДОТОКСИНУ У БЕРЕМЕННЫХ Ж ЕНЩ ИН С ПИЕЛОНЕФРИТОМ.

Прилуцкий А. С., Талалаенко Ю. А., Майлян Э. А., Сергиенко А. С.
Донецкий государственный медицинский университет им.М.Горького.

Пиелонефрит- наиболее распространенное 
заболевание почек, которое занимает 2-е место 
в структуре заболеваемости населения после 
воспалительных заболеваний органов дыхания. 
Актуальность проблемы пиелонефрита возрастает 
как в общей популяции человека, так и среди 
беременных. Физиологические процессы, которые 
происходят в организме женщины при беременности, 
характеризуются гормональными и иммунными 
изменениями, нарушением пассажа мочи по 
мочевыводящим путям, вследствие сдавления их 
растущей маткой. Все это создает благоприятные 
условия для активации и развития инфекции в 
мочевыводящих путях и является основой для 
развития пиелонефрита у беременных. Установлено, 
что пиелонефрит у беременных регистрируется в 
15% случаев и является одним из наиболее частых 
экстрагенитальных заболеваний [1].

Наиболее частым этиологическим фактором 
пиелонефрита являются грамотрицательные бактерии 
(кишечная палочка, энтеробакте-рии, псевдомонады, 
клебсиеллы, протей и т.д.), содержащие в виде 
основного структурного компонента в своем составе 
липополисахариды (.ЛПС). Бактериальные ЛПС 
являются сложной структурой, в состав которых 
входит Оспецифическая полисахаридная цепь, 
сердцевинная полисахаридная часть (сог) и липид А. 
Липид А имеет антигенные детерминанты сходные 
у всех грамотрицательнных бактерий и во многом 
определяет иммунотропную активность ЛПС, их 
токсичность [2,3].

ЛПС являются эндотоксинами, которые 
освобождаются при лизисе бактерий, но могут 
прижизненно экскретироваться ими во внешнюю 
среду, причем в растворимом виде могутприсутствовать 
все модификации молекул ЛПС (8- ЛПС, 8Я- ЛПС, 
К- ЛПС). Известно их митогенное свойство т.е. 
способность вызывать пролиферацию В-лимфоцитов

не только специфического, но и других клонов 
независимо от антигенного стимула. В результате 
указанного процесса, в лим-фоидных органах 
происходит накопление антителообразующих клеток 
различной специфичности, синтезирующих антитела 
(АТ) классов М, А и О, связывающих различные 
антигенные детерминанты. Следует отметить, 
что антитела способны обеспечивать контроль 
инфекционного процесса на разных уровнях реакции 
организма на эндотоксин- от непосредственной 
блокады на слизистых до торможения узнавания 
белка, связывающего ЛПС, или путем супрессии 
цитокинового каскада. Цель работы.

Исходя из вышеизложенного, целью 
работы явилось изучение частоты регистрации и 
уровня антител к эндотоксину (ЛПС) у беременных 
страдающих пиелонефритом (как возможного 
критерия диагностики инфекционного процесса 
к грамотрицательным бактериям) и здоровых 
беременных женщин. Материалы и методы.

При выполнении работы обследовано 53 
женщины в сроки от 15 до 40 недель беременности. 
Возраст беременных составил от 17 до 30 лет (22,5 ±0,6). 
На момент обследования все женщины имели 
клинико-лабораторные признаки пиелонефрита.

Контрольную группу составили 26 здоровых 
беременных аналогичного возраста (от 19 до 29 лет). 
Среднее значение их возраста составило 24,6±0,8лет. 
Уровень антител класса 1§0 к эндотоксину (ЛПС) 
определяли при помощи иммуноферментного анализа 
с использованием тест-системы, разработанной и 
произведенной «Укрмедсервис» (Донецк, Украина).

Выбранная для исследования тест-система 
(табл.1) характеризуется быстрым выполнением 
анализа (примерно 3 часа), высокой чувствительностью 
и воспроизводимостью результатов (коэффициент 
вариации не более 10%), а также небольшим объемом 
использующейся сыворотки (5мкл). Тест-система
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