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Èììóíîëîãè÷åñêîå ïîäîáèå äèôòåðèéíîãî òîêñèíà è ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà

Êàðäèî- è íåâðîïàòèè — íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùèåñÿ îñëîæíåíèÿ ïðè çàáîëåâàíèè äèôòåðèåé.
Â ðÿäå ñëó÷àåâ îíè ìîãóò áûòü ñëåäñòâèåì ïðîòèâîäèôòåðèéíîé âàêöèíàöèè. Âîçìîæíàÿ ïðè÷èíà òàêî-
ãî ðîäà íåãàòèâíûõ ïîñëåäñòâèé — íàëè÷èå ïåðåêðåñòíîãî èììóííîãî îòâåòà ìåæäó áàêòåðèàëüíûìè
èììóíîãåííûìè äåòåðìèíàíòàìè è æèçíåííî âàæíûìè òêàíåâûìè ìàêðîìîëåêóëàìè ÷åëîâåêà. Ïîñêî-
ëüêó ìîëåêóëû äèôòåðèéíîãî òîêñèíà (ÄÒ) è ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ-Ð) êëåòîê
÷åëîâåêà ìîãóò ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ïðåäøåñòâåííèêîì ãåïàðèíñâÿçûâàþùåãî ÝÔÐ-ïîäîá-
íîãî ôàêòîðà ðîñòà è, ñëåäîâàòåëüíî, îáëàäàþò ñõîäíûìè ñòðóêòóðíûìè ýëåìåíòàìè, ìû ïðåäïîëîæè-
ëè, ÷òî àíòèòåëà ïðîòèâ ÄÒ ìîãóò ïåðåêðåñòíî ðåàãèðîâàòü ñ ÝÔÐ-Ð. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû áûëè
èñïîëüçîâàíû ñûâîðîòêè êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ (n = 10) è áîëüíûõ äèôòåðèåé ïàöèåíòîâ (n = 15). Íà-
ìè îáíàðóæåíî, ÷òî è ÄÒ, è ÝÔÐ-Ð óçíàþòñÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÝÔÐ-Ð. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, àíòèòåëà, ïî-
ÿâëÿþùèåñÿ â êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé ïàöèåíòîâ, ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóþò íå òîëüêî ñ ÄÒ, íî è ñ
âíåêëåòî÷íûì äîìåíîì ÝÔÐ-Ð. Ïðè ýòîì âûñîêèé óðîâåíü òàêèõ àíòèòåë ñîõðàíÿåòñÿ â ïîñòèíôåêöèîí-
íûé ïåðèîä. Êðîìå òîãî, ñûâîðîòêà êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé ïàöèåíòîâ èíãèáèðóåò ñâÿçûâàíèå àí-
òè-ÝÔÐ-Ð-àíòèòåë ñ ÝÔÐ-Ð. Óñå÷åííàÿ ìîëåêóëà ÄÒ áåç Â-ñóáúåäèíèöû óçíàåòñÿ àíòèòåëàìè èç ñûâî-
ðîòêè êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé, íî íå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÝÔÐ-Ð. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî
Â-ñóáúåäèíèöà ÄÒ è ÝÔÐ-Ð îáëàäàþò ñõîäíûìè àíòèãåííûìè ýïèòîïàìè. Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåñüìà âåðî-
ÿòíûì, ÷òî îïèñàííîå íàìè ïåðåêðåñòíîå àíòèãåííîå ñõîäñòâî Â-ñóáúåäèíèöû ÄÒ ñ âíåêëåòî÷íûì äî-
ìåíîì ÝÔÐ-Ð ïðèâîäèò ó ëþäåé, èíôèöèðîâàííûõ Corynebacterium diphtheriae, ê èììóííîé àòàêå êàê íà
äèôòåðèéíûé òîêñèí, òàê è íà ñîáñòâåííûå òêàíè îðãàíèçìà, âûçûâàÿ àóòîèììóííîå èíãèáèðîâàíèå
ôóíêöèé ÝÔÐ-Ð è ÿâëÿÿñü ïðè÷èíîé ïîñòäèôòåðèéíûõ íåâðî- è êàðäèîïàòèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äèôòåðèéíûé òîêñèí, ïåðåêðåñòíûé èììóííûé îòâåò, ïîñòäèôòåðèéíûå
îñëîæíåíèÿ, ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÒ — äèôòåðèéíûé òîêñèí, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà,
ÝÔÐ-Ð — ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà.

Ñóùåñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå óêàçàíèÿ íà òî, ÷òî âè-
ðóñíûå, áàêòåðèàëüíûå èëè ïàðàçèòè÷åñêèå èíôåêöèè
ìîãóò ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèòü ê àóòîèì-
ìóííûì ðåàêöèÿì è äàæå ê ðàçâèòèþ àóòîèììóííûõ çà-
áîëåâàíèé, êîòîðûå ïðîäîëæàþò îñòàâàòüñÿ îäíîé èç ñà-
ìûõ ñëîæíûõ ïðîáëåì êëèíè÷åñêîé èììóíîëîãèè
(Abu-Shakra, Shoenfeld, 1991; Tomer, Davies, 1993; Miller
et al., 2001; Wucherpfennig, 2001; Bach, 2002; Swedo et al.,
2004). Áîëåå òîãî, ïðè÷èíîé àóòîèììóííûõ ðåàêöèé ìî-
æåò ñòàòü âàêöèíàöèÿ ïðîòèâ ðÿäà èíôåêöèîííûõ àãåí-
òîâ. Åñòü óêàçàíèÿ íà òî, ÷òî àóòîèììóííûå áîëåçíè ìî-
ãóò ðàçâèâàòüñÿ â òå÷åíèå íåäåëü èëè ìåñÿöåâ ïîñëå âàê-
öèíàöèè (Aron-Maor, Shoenfeld, 2001; Ravel et al., 2004;
Rubinstein, 2004; Tishler, Shoenfeld, 2004).

Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ àóòîèììóííàÿ ðåàêöèÿ, ñâÿ-
çàííàÿ ñ âàêöèíàöèåé, ÿâëÿåòñÿ âðåìåííîé, è ýïèäåìèî-
ëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ íå îáíàðóæèâàþò ïðè÷èííîé
ñâÿçè ìåæäó ïðîöåäóðîé âàêöèíàöèè è âîçíèêíîâåíèåì

çàáîëåâàíèé (Chen et al., 2001). Îäíàêî óæå ñåãîäíÿ Èí-
ñòèòóòîì ìåäèöèíû Íàöèîíàëüíîé àêàäåìèè íàóê ÑØÀ
ïðèçíàíî ïðè÷èííîå ñîîòíîøåíèå íåñêîëüêèõ âèäîâ âàê-
öèí è àóòîèììóííûõ ñèíäðîìîâ (Borchers et al., 2002).
Â ÷àñòíîñòè, îòìå÷åíà ñâÿçü âàêöèíàöèè äèôòåðèéíûì
òîêñîèäîì ñ ðàçâèòèåì ñèíäðîìà Ãèëüåíà—Áàððå (Shoen-
feld, Aron-Maor, 2000; Donaghy, 2006).

Â îñíîâå ýòîãî ôåíîìåíà ìîæåò ëåæàòü ÿâëåíèå ìîëå-
êóëÿðíîé ìèìèêðèè, ïðè êîòîðîì ïðîâîöèðóþùèå èììóí-
íûé îòâåò ìîëåêóëÿðíûå êîìïîíåíòû èíôåêöèîííûõ àãåí-
òîâ îáëàäàþò âûðàæåííûì àíòèãåííûì ñõîäñòâîì ñ òåìè
èëè èíûìè òêàíåâûìè ìàêðîìîëåêóëàìè. Â ýòèõ ñëó÷àÿõ
èììóííàÿ ñèñòåìà õîçÿèíà ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ
ìîæåò óçíàâàòü è àòàêîâàòü ñîáñòâåííûå àíòèãåííûå äå-
òåðìèíàíòû, ñõîäíûå ñ òàêîâûìè èíôåêöèîííîãî àãåíòà
(Bolz, Weis, 2004; D’Elios et al., 2004; Garcia-Vallejo et al.,
2005; McClain et al., 2005; Cunha-Neto et al., 2006; McCoy et
al., 2006; Swanborg et al., 2006; Waisbren, 2008).
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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðåäñòàâëÿåì ðÿä àðãóìåí-
òîâ, óêàçûâàþùèõ íà àíòèãåííîå ñõîäñòâî Â-ñóáúåäèíè-
öû äèôòåðèéíîãî òîêñèíà (ÄÒ) ñ ðåöåïòîðîì ýïèäåðìàëü-
íîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ-Ð) êëåòîê ÷åëîâåêà, è âûñêàçû-
âàåì ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ýòî ñõîäñòâî ìîæåò
ëåæàòü â îñíîâå ðÿäà àóòîèììóííûõ ðåàêöèé, èìåþùèõ
ìåñòî ïðè çàáîëåâàíèè äèôòåðèåé è ïðîòèâîäèôòåðèéíîé
âàêöèíàöèè.

Äèôòåðèÿ — îñòðîå èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå, âû-
çûâàåìîå Corynebacterium diphtheriae è õàðàêòåðèçóþùå-
åñÿ òÿæåëûì òå÷åíèåì. Íåêîòîðûå ñëó÷àè çàâåðøàþòñÿ
ëåòàëüíûì èñõîäîì. Áîëåþò äèôòåðèåé è âçðîñëûå, è
äåòè. Ãëàâíûì ìåòîäîì áîðüáû ñ äèôòåðèåé ÿâëÿåòñÿ èì-
ìóíèçàöèÿ. Åùå íåñêîëüêî ëåò íàçàä êàçàëîñü, ÷òî äèôòå-
ðèÿ áîëüøå íå ïðåäñòàâëÿåò ñåðüåçíîé îïàñíîñòè äëÿ ÷å-
ëîâå÷åñòâà. Îäíàêî âñïûøêè ýòîãî çàáîëåâàíèÿ â ïîñëåä-
íèå 15 ëåò â ãîñóäàðñòâàõ áûâøåãî Ñîâåòñêîãî Ñîþçà,
Ýêâàäîðå, Òàèëàíäå, Àëæèðå è äàæå â Åâðîïå è ÑØÀ ñâè-
äåòåëüñòâóþò â ïîëüçó îáðàòíîãî (Edmunds et al., 2000;
Galazka, 2000; Golaz et al., 2000; Holmes, 2000; Magdei
et al., 2000; Popovic et al., 2000; Lumio et al., 2001; Von
Graevenitz, 2002; De Benoist et al., 2004; Kolodkina et al.,
2006; Dallman et al., 2008). Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî çàáî-
ëåâàíèå äèôòåðèåé ÷àñòî ñîïðîâîæäàåòñÿ ñåðüåçíûìè
íàðóøåíèÿìè ñåðäå÷íîé äåÿòåëüíîñòè è ïðîáëåìàìè
â ôóíêöèîíèðîâàíèè íåðâíîé ñèñòåìû. Ýòè íåãàòèâíûå
ïîñëåäñòâèÿ ìîãóò îùóùàòüñÿ â òå÷åíèå âåñüìà äëè-
òåëüíîãî ïåðèîäà âðåìåíè ïîñëå îêîí÷àòåëüíîãî ïîäàâ-
ëåíèÿ èíôåêöèè, êðîìå òîãî, îíè ìîãóò ïðîÿâèòüñÿ ïîñëå
ïðîòèâîäèôòåðèéíîé âàêöèíàöèè (Matisonn et al., 1976;
Spilkin et al., 1977; Salih et al., 1981; Shoenfeld, Aron-Maor,
2000).

Èäåÿ ïîèñêà ïåðåêðåñòíîé èììóíîëîãè÷åñêîé äå-
òåðìèíàíòû, ÿâëÿþùåéñÿ âîçìîæíîé ïðè÷èíîé òàêîãî
ðîäà îñëîæíåíèé, îñíîâàíà íà ôàêòå, ÷òî ïðîíèêíîâå-
íèþ â êëåòêó ÄÒ ïðåäøåñòâóåò ñâÿçûâàíèå Â-ñóáúåäè-
íèöû åãî ìîëåêóëû ñî ñïåöèôè÷åñêèì ðåöåïòîðîì íà ïî-
âåðõíîñòè êëåòêè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ïðîíèêíî-
âåíèÿ â êëåòêó õîçÿèíà â êà÷åñòâå ðåöåïòîðà ÄÒ ìîæåò
èñïîëüçîâàòü ïðåäøåñòâåííèê ãåïàðèíñâÿçûâàþùåãî
ÝÔÐ-ïîäîáíîãî ôàêòîðà ðîñòà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ðàñòâî-
ðèìûé çðåëûé ãåïàðèíñâÿçûâàþùèé ÝÔÐ-ïîäîáíûé ôàê-
òîð ðîñòà ñëóæèò ëèãàíäîì äëÿ ÝÔÐ-Ð (Higashiyama et al.,
1991; Naglich et al., 1992; Iwamoto, 1994). Òàêèì îáðà-
çîì, è Â-ñóáúåäèíèöà ÄÒ, è ÝÔÐ-Ð ñïîñîáíû ýôôåê-
òèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ îäíîé è òîé æå áåëêîâîé ìî-
ëåêóëîé (ãåïàðèíñâÿçûâàþùèì ÝÔÐ-ïîäîáíûì ôàê-
òîðîì ðîñòà). Èñõîäÿ èç ýòîãî íàìè áûëî âûñêàçàíî
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ìîëåêóëà ÝÔÐ-Ð ìîæåò èìåòü
àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû, ñõîäíûå ñ òàêîâûìè Â-ñóáú-
åäèíèöû ÄÒ. Ïîýòîìó ñëåäóåò îæèäàòü ïîÿâëåíèÿ â êðî-
âè áîëüíûõ äèôòåðèåé àíòèòåë, ñïîñîáíûõ íàðÿäó ñ ÄÒ
ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÝÔÐ-Ð, ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå äîëæíî ïðè-
âåñòè ê èììóíîëîãè÷åñêîé àòàêå íà ñîáñòâåííûå àíòè-
ãåíû.

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå ìû ïðîòåñòèðîâàëè ñûâî-
ðîòêè êðîâè 15 áîëüíûõ äèôòåðèåé íà ðàçëè÷íûõ ñòà-
äèÿõ ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèÿ íà íàëè÷èå â íèõ àíòè-ÄÒ-àí-
òèòåë è óñòàíîâèëè, ÷òî àíòèòåëà, íàïðàâëåííûå ïðîòèâ
Â-ñóáúåäèíèöû ÄÒ, ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóþò ñ
ÝÔÐ-Ð. Áîëåå òîãî, âûñîêèé óðîâåíü òàêèõ àíòèòåë ñîõðà-
íÿåòñÿ è â ïîñòèíôåêöèîííûé ïåðèîä, îñîáåííî ó ïàöè-
åíòîâ ñ âûðàæåííûìè ïðèçíàêàìè íåâðîëîãè÷åñêèõ è
êàðäèîïàòè÷åñêèõ îñëîæíåíèé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èìåííî ïåðåêðåñòíîå

àíòèãåííîå ñõîäñòâî ÄÒ è ÝÔÐ-Ð ìîæåò âûçûâàòü àóòî-
èììóííóþ ðåàêöèþ è ïðèâîäèòü ê òàêèì íåãàòèâíûì ïî-
ñëåäñòâèÿì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ê ë å ò î ÷ í ó þ ë è í è þ ýïè-
äåðìàëüíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À-431 (ATCC, CRL-
2592), õàðàêòåðèçóþùóþñÿ ïîâûøåííûì ÷èñëîì ÝÔÐ-Ð
(2�106 ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ íà 1 êëåòêó) (Sorkin et al., 1988).
Êëåòêè À-431 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëå-
íèåì 10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Invitro-
gen, Carlsbad, CA).

À í ò è ñ û â î ð î ò ê è è à í ò è ò å ë à. Ïðîàíàëèçè-
ðîâàíû ñûâîðîòêè êðîâè îò 10 çäîðîâûõ äîíîðîâ è
15 äèôòåðèéíûõ áîëüíûõ. Âîçðàñò îáñëåäîâàííûõ ïàöè-
åíòîâ âàðüèðîâàë îò 8 äî 45 ëåò. Ñûâîðîòêè êðîâè ïîëó-
÷àëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (1000 g) îáðàçöîâ êîàãóëèðî-
âàâøåé êðîâè è õðàíèëè â çàìîðîæåííîì ñîñòîÿíèè ïðè
–20 °Ñ.

Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ïîëèïåïòèäíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ÝÔÐ-Ð áûëè ïîëó-
÷åíû â Èíñòèòóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ÝÔÐ-Ð (mÀb-108) ÷å-
ëîâåêà áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ïðîô. Äæ. Øëåññèí-
äæåðîì (Îòäåë ôàðìàêîëîãèè Ìåäèöèíñêîãî öåíòðà Óíè-
âåðñèòåòà ã. Íüþ-Éîðêà, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ
èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ G (÷å-
ëîâåêà è ìûøè), êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Äëÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î î ê ð à ø è â à-
í è ÿ êëåòêè À-431 ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîð-
ìàëüäåãèäà. Ïîñëå ìíîãîêðàòíîãî ïðîìûâàíèÿ ôîñôàò-
íûì áóôåðîì, ñîäåðæàùèì àëüáóìèí (3 %), êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè ñ àíòèñûâîðîòêàìè. Îáðàçîâàâøèåñÿ èììóííûå
êîìïëåêñû âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìå÷åííûõ AlexaFluor488

àíòèòåë ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ÷åëîâåêà (Sigma-Ald-
rich, St. Louis, MO).

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç. Êëåòêè À-431 ëèçèðî-
âàëè ïðè 0 °Ñ â ñëåäóþùåì áóôåðå: 20 ìÌ Hepes, ðÍ 7.4,
1 % NP-40, 150 ìÌ NaCl, 20 ìÌ PMSF, ïî 1 ìêã/ìë ëå-
óïåïòèíà è àïðîòåíèíà, 20 ìÌ Na3VO4. Áåëêîâûé ýëåêòðî-
ôîðåç ïðîâîäèëè â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ (0.1 % SDS)
â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Ïîñëå ïåðåíîñà áåëêîâ íà íè-
òðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó ÝÔÐ-Ð è ÄÒ âûÿâëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ àíòèñûâîðîòîê çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ
äèôòåðèåé èëè àíòèòåë ê ÝÔÐ-Ð. Ïåðâûå àíòèòåëà èñ-
ïîëüçîâàëè â ðàçáàâëåíèè 1 : 1000. Ñûâîðîòêè êðîâè ðàç-
áàâëÿëè 1 : 100, 1 : 500 èëè 1 : 1000 â çàâèñèìîñòè îò ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ çàäà÷. Âòîðûå àíòèòåëà ðàçáàâëÿëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ã å í å ò è ÷ å ñ ê à ÿ ê î í ñ ò ð ó ê ö è ÿ äëÿ ýêñïðåññèè
áåëêà, ñîäåðæàùåãî À-ñóáúåäèíèöó ÄÒ. Ôðàãìåíò êÄÍÊ
ÄÒ, íå ñîäåðæàùèé Â-ñóáúåäèíèöû, áûë ïîëó÷åí ñ ïî-
ìîùüþ ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùèõ ïðàéìåðîâ:
5R-ggcgctcatgatgttgttgattc-3R (Ð1) è 5R-tcgcctgacacgatttcctgc-3R
(P2). Â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ àìïëèôèêàöèè èñïîëü-
çîâàëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ Corynebacterium diphtheria. Ïîëó-
÷åííûé ôðàãìåíò áàêòåðèàëüíîé ÄÍÊ êëîíèðîâëè â âåê-
òîð pTZ18R (Fermentas, Ðîññèÿ) ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
LacZ. Â ðåçóëüòàòå èíäóêöèè ýòà ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóê-
öèÿ îáåñïå÷èâàëà ñèíòåç ðàñòâîðèìîãî áåëêà, èìåþùåãî
ìîë. ìàññó îêîëî 20 êÄà è ñîäåðæàùåãî À-ñóáúåäèíèöó
ÄÒ è ôðàãìåíò a-ãàëàêòîçèäàçû.

Èììóíîëîãè÷åñêîå ïîäîáèå äèôòåðèéíîãî òîêñèíà è ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà 365



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç êëåòîê À-431 ïîñëå
èõ îáðàáîòêè ñûâîðîòêîé êðîâè îò áîëüíûõ äèôòåðèåé
ïðîäåìîíñòðèðîâàë àêòèâíîå ñâÿçûâàíèå àíòèòåë ñûâî-
ðîòêè ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòüþ. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ
èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ÷åëî-
âåêà, ìå÷åííûå AlexaFluor488. Îáðàáîòêà êëåòîê À-431 ñû-
âîðîòêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ íå âûÿâèëà ïîäîáíîãî

ýôôåêòà (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ). Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî
êëåòêè À-431 ýêñïðåññèðóþò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè çíà÷è-
òåëüíîå êîëè÷åñòâî ÝÔÐ-Ð (~2�106), áûëî âûñêàçàíî
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî àíòèòåëà èç ñûâîðîòêè êðîâè
áîëüíûõ äèôòåðèåé âçàèìîäåéñòâóþò ñ ðåöåïòîðàìè
ÝÔÐ. Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ýòîé ãèïîòåçû ìû ïðîâåðèëè
âçàèìîäåéñòâèå ÝÔÐ-Ð è àíòè-ÄÒ-àíòèòåë ñ ïîìîùüþ
èììóíîáëîòèíãà. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû òà-
êîãî àíàëèçà ëèçàòà êëåòîê ýïèäåðìàëüíîé êàðöèíîìû ÷å-

366 Â. Þ. Àëåêñååâ, Î. Ê. Êàáîåâ è äð.

Ðèñ. 1. Âçàèìîäåéñòâèå àíòèòåë, ïîÿâëÿþùèõñÿ â êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé, íå òîëüêî ñ äèôòåðèéíûì òîêñèíîì (ÄÒ), íî è ñ ðå-
öåïòîðîì ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ-Ð).

à — ðåçóëüòàòû èììóíîáëîòèðîâàíèÿ ëèçàòîâ êëåòîê ýïèäåðìàëüíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A-431. Äîðîæêè: 1 — ñûâîðîòêà çäîðîâîãî äîíîðà, 2 —
ñûâîðîòêà áîëüíîãî äèôòåðèåé íà 10-å ñóò, 3 — òî æå íà 20-å ñóò, 4 — ñûâîðîòêà ïàöèåíòà ñ ïîñòäèôòåðèéíûì îñëîæíåíèåì, 5 — ÝÔÐ-Ð-ñïåöèôè-
÷åñêèå ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà; ýëåêòðîôîðåç â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ (0.1 % SDS) â 4%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Ïîñëå ïåðåíîñà áåëêîâ
íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó ÝÔÐ-Ð âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ëèáî àíòèòåë èç ñûâîðîòîê êðîâè ðàçëè÷íûõ ïàöèåíòîâ, ëèáî ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ê ÝÔÐ-Ð. á — ïîëíîðàçìåðíûé ÄÒ, ñîäåðæàùèé ñóáúåäèíèöû A è B, âûÿâëåí íà èììóíîáëîòàõ ñ ïîìîùüþ ëèáî àíòèòåë èç ñûâîðîòîê êðîâè ðàçëè÷-
íûõ ïàöèåíòîâ, ëèáî ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ÝÔÐ-Ð; äîðîæêè: 1 — ñûâîðîòêà çäîðîâîãî äîíîðà, 2 è 3 — ñûâîðîòêà áîëüíîãî äèôòåðèåé íà 8-å ñóò
ïðè ðàçâåäåíèÿõ 1 : 100 è 1 : 1000 ñîîòâåòñòâåííî, 4 è 5 — òî æå íà 12-å ñóò ïðè ðàçâåäåíèÿõ 1 : 100 è 1 : 1000 ñîîòâåòñòâåííî, 6 è 7 — ñûâîðîòêà ïàöè-
åíòà ñ ïîñòäèôòåðèéíûì îñëîæíåíèåì (ÏÎ) ïðè ðàçâåäåíèÿõ 1 : 100 è 1 : 1000 ñîîòâåòñòâåííî, 8 — ÝÔÐ-Ð-ñïåöèôè÷åñêèå ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà
(ðàçâåäåíèå 1 : 1000). Ñòðåëêè ñëåâà — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (êÄà), ñòðåëêè ñïðàâà — ïîëíîðàçìåðíûé ÝÔÐ-Ð è ïîëíîðàçìåðíûé ÄÒ ñîîòâåò-
ñòâåííî. â — äåíñèòîìåòðèÿ ïîëîñ Âåñòåðí-áëîòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà á; ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîñ,

îòí. åä.



ëîâåêà À-431. Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ÝÔÐ-Ð âûÿâ-
ëÿþò áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 170 êÄà, ñîâïàäàþùåé ñ ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññîé çðåëîãî ÝÔÐ-Ð. Àíòèòåëà, ïîÿâèâøèåñÿ
â êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé, ñâÿçûâàþòñÿ ñ áåëêîì òîé
æå ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Ïðè ýòîì â êðîâè çäîðîâûõ äî-
íîðîâ íå îáíàðóæåíî àíòèòåë, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ êà-
êèì-ëèáî áåëêîì èç ëèçàòà êëåòîê À-431 (ðèñ. 1, à).

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê
ÝÔÐ-Ð íàðÿäó ñ îñíîâíîé ïîëîñîé âûÿâëÿþòñÿ áåëêè
ìåíüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, êîòîðûå, ïî âñåé âèäèìî-
ñòè, ÿâëÿþòñÿ ïðîäóêòàìè ÷àñòè÷íîãî ïðîòåîëèçà íàòèâ-
íîãî áåëêà â ëèçàòàõ èññëåäóåìûõ êëåòîê. Â ýòîì ñëó÷àå
è ñûâîðîòêà êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé ðåãèñòðèðóåò íà-
ëè÷èå òàêèõ óêîðî÷åííûõ ôðàãìåíòîâ, ÷òî ñëóæèò äîïîë-
íèòåëüíûì äîêàçàòåëüñòâîì òîãî, ÷òî ìû èìååì äåëî ñ
îäíèì è òåì æå áåëêîì.

Ïîñêîëüêó ïðåäïîëàãàëîñü ñõîäñòâî àíòèãåííûõ ýïè-
òîïîâ ÄÒ è ÝÔÐ-Ð, ìû ïðîâåðèëè, âçàèìîäåéñòâóåò ëè ÄÒ
ñ ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ âíåêëåòî÷íîãî
äîìåíà ÝÔÐ-Ð. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ðèñ. 1, ÄÒ âûÿâëÿ-
åòñÿ êàê ñûâîðîòêîé êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé, òàê è àí-
òèòåëàìè ê ÝÔÐ-Ð (ðèñ. 1, á). Äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç
Âåñòåðí-áëîòîâ ïîêàçàë îò÷åòëèâûé ðîñò êîëè÷åñòâà àí-
òè-ÄÒ-àíòèòåë â êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé ïî ìåðå ðàçâè-
òèÿ çàáîëåâàíèÿ, ïðè ýòîì ìàêñèìàëüíûé òèòð àíòèòåë
áûë çàôèêñèðîâàí ó ïàöèåíòîâ ñ âûðàæåííûìè ïîñòäèô-
òåðèéíûìè îñëîæíåíèÿìè (ðèñ. 1, â).

Íàêîíåö, ñòðîãîå äîêàçàòåëüñòâî òîãî, ÷òî àíòèòåëà,
ïîÿâëÿþùèåñÿ â êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé, âçàèìîäåéñò-
âóþò èìåííî ñ ÝÔÐ-Ð, áûëî ïîëó÷åíî â ýêñïåðèìåíòàõ ïî
êîíêóðåíòíîìó ñâÿçûâàíèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê
ÝÔÐ-Ð è ñûâîðîòêè êðîâè òàêèõ ïàöèåíòîâ. Ïðåäâàðèòå-
ëüíàÿ îáðàáîòêà íèòðîöåëëþëîçíîé ìåìáðàíû ïðè èììó-
íîáëîòèíãå ñûâîðîòêîé çäîðîâûõ äîíîðîâ íå îêàçûâàëà
íèêàêîãî âëèÿíèÿ íà ñâÿçûâàíèå àíòè-ÝÔÐ-Ð-àíòèòåë ñ
ÝÔÐ-Ð. Îäíàêî îáðàáîòêà áëîòîâ ñûâîðîòêàìè ïàöèåíòîâ
ñ ïîñòäèôòåðèéíûìè îñëîæíåíèÿìè ïðàêòè÷åñêè ïîëíî-
ñòüþ áëîêèðóåò ñâÿçûâàíèå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ïðîòèâ ÝÔÐ-Ð (ðèñ. 2). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçó-
ëüòàòû ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî â êðîâè áîëüíûõ äèô-
òåðèåé îáðàçóþòñÿ àíòèòåëà ïðîòèâ ÄÒ, ïåðåêðåñòíî ñâÿ-
çûâàþùèåñÿ ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ ñ ÝÔÐ-Ð.

Ïîñêîëüêó ìîëåêóëà ÄÒ ñîñòîèò èç äâóõ ôóíêöèî-
íàëüíûõ ñóáúåäèíèö (À è Â) è èìåííî Â îòâåòñòâåííà çà
âçàèìîäåéñòâèå ñ ãåïàðèíñâÿçûâàþùèì ÝÔÐ-ïîäîáíûì
ôàêòîðîì ðîñòà (Higashiyama et al., 1991; Naglich et al.,
1992; Iwamoto, 1994), ìû âûñêàçàëè ïðåäïîëîæåíèå îá
èììóíîëîãè÷åñêîì ñõîäñòâå Â-ñóáúåäèíèöû ÄÒ è âíå-
êëåòî÷íîãî äîìåíà ÝÔÐ-Ð. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîãî ìû
ïðîâåëè ñëåäóþùèé ýêñïåðèìåíò. Ôðàãìåíò ãåíà ÄÒ, íå
ñîäåðæàùèé ÷àñòè, êîäèðóþùåé Â-ñóáúåäèíèöó, áûë
âêëþ÷åí â ñîñòàâ ïëàçìèäû pTZ18R ïîä ïðîìîòîðîì
LacZ. Ýêñïðåññèðóåìûé â êëåòêàõ E. coli áåëîê — óñå÷åí-
íûé ÄÒ áåç Â-ñóáúåäèíèöû (DB) — ñâÿçûâàåòñÿ ñ àíòèòå-
ëàìè èç ñûâîðîòêè êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé, íî íå ñ àí-
òè-ÝÔÐ-Ð-àíòèòåëàìè (ðèñ. 3).

Àíàëèç ñûâîðîòîê êðîâè 15 áîëüíûõ äèôòåðèåé ïîêà-
çàë, ÷òî àíòèòåëà ê ÝÔÐ-Ð ìîãóò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíû â
èõ êðîâè íå ðàíüøå ÷åì ÷åðåç 7—8 ñóò ïîñëå èíôèöèðî-
âàíèÿ, â äàëüíåéøåì èõ òèòð âîçðàñòàåò, äîñòèãàÿ ñâîåãî
ìàêñèìóìà ïî ïðîøåñòâèè íåñêîëüêèõ íåäåëü. Èíòåðåñíî
îòìåòèòü, ÷òî ó ïàöèåíòîâ ñ âûðàæåííûìè ïîñòäèôòåðèé-
íûìè îñëîæíåíèÿìè (êàðäèîïàòèåé è íåéðîïàòèåé) âûñî-
êèé óðîâåíü àíòè-ÝÔÐ-Ð-àíòèòåë â êðîâè íàáëþäàëñÿ
ñïóñòÿ åùå áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ (ðèñ. 1).

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ïåðåêðåñò-
íîå âçàèìîäåéñòâèå àíòè-ÄÒ-àíòèòåë ñ ÝÔÐ-Ð. Ïðåäñòàâ-
ëÿåòñÿ âåñüìà âåðîÿòíûì, ÷òî îïèñàííîå çäåñü ïåðåêðåñò-
íîå àíòèãåííîå ñõîäñòâî ïðèâîäèò ê èììóííîé àòàêå êàê
íà ÄÒ, òàê è íà ñîáñòâåííûå (àóòîãåííûå) òêàíè îðãàíèçìà,
âûçûâàÿ îñòðóþ èëè õðîíè÷åñêóþ èììóííóþ ðåàêöèþ.

Ïåðåêðåñòíûå ðåàêöèè àíòèòåë ñ àíòèãåíàìè ðàçëè÷-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ìîãóò íàáëþäàòüñÿ â ñëåäóþùèõ òðåõ
ñëó÷àÿõ: 1) åñëè èçó÷àåìûå àíòèòåëà îáëàäàþò ñëó÷àéíîé
ïîëèðåàêòèâíîñòüþ, ò. å. ñïîñîáíîñòüþ âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñî ñòðóêòóðíî íåñõîæèìè àíòèãåíàìè; 2) åñëè ìîëåêóëû
ðàçëè÷íûõ áåëêîâûõ àíòèãåíîâ èìåþò ïîäîáíûå àìèíî-
êèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ôîðìèðóþùèå ñõîäíûå ïî
êîíôèãóðàöèè àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû; 3) åñëè ïðî-
ñòðàíñòâåííî ïîõîæèå àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû îáðàçó-
þòñÿ çà ñ÷åò îñîáåííîñòåé êîíôîðìàöèè áåëêîâûõ ìîëå-
êóë, íå èìåþùèõ ñòðóêòóðíîé ãîìîëîãèè.

Â ðàññìàòðèâàåìîì íàìè ñëó÷àå ïåðâîå ïðåäïîëîæå-
íèå ìîæåò áûòü ïðàêòè÷åñêè èñêëþ÷åíî, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî
èñïîëüçîâàëèñü ðàçëè÷íûå ïðåïàðàòû àíòèòåë — êàê ìî-
íîêëîíàëüíûõ, òàê è ïîëèêëîíàëüíûõ. Ïðåäïîëîæåíèå î
ñëó÷àéíîì óçíàâàíèè äâóõ íåñõîæèõ àíòèãåíîâ â ýòîì
ñëó÷àå áûëî áû ýêâèâàëåíòíî ñîìíåíèþ â âîçìîæíîñòÿõ
ñïåöèôè÷åñêîãî èììóíîëîãè÷åñêîãî óçíàâàíèÿ â ïðèíöè-
ïå. Òðåòüÿ âîçìîæíîñòü òàêæå âðÿä ëè ìîæåò èìåòü îòíî-
øåíèå ê îáíàðóæåííîìó â ýòîé ðàáîòå ÿâëåíèþ, òàê êàê
èììóíîëîãè÷åñêîå ñõîäñòâî ðàññìàòðèâàåìûõ ìîëåêóë
íàáëþäàëîñü ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà áåëêîâ â äåíàòóðèðóþ-
ùèõ óñëîâèÿõ, ðàçðóøàþùèõ íàòèâíóþ êîíôîðìàöèþ.
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïî êîíêóðåíòíîìó ñâÿçûâà-
íèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê ÝÔÐ-Ð, è àíòè-
òåë èç ñûâîðîòêè êðîâè ïàöèåíòà ñ ïîñòäèôòåðèéíûì îñëîæíå-

íèåì (ÏÎ).

Äîðîæêè: 1 — ïîñëå îáðàáîòêè ìåìáðàíû ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëà-
ìè ïðîòèâ ÝÔÐ-Ð (mAb-108) ÷åëîâåêà (ðàçâåäåíèå 1 : 1000), 2 — ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ìåìáðàíû êîíòðîëüíîé ñûâîðîòêîé çäîðî-
âîãî äîíîðà (ðàçâåäåíèå 1 : 100) è ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêè òåìè æå ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè (ðàçâåäåíèå 1 : 1000), 3 — ïîñëå ïðåäâàðè-
òåëüíîé îáðàáîòêè ìåìáðàíû ñûâîðîòêîé ïàöèåíòà ñ ÏÎ (ðàçâåäåíèå
1 : 100) è ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêè òåìè æå ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëà-
ìè (ðàçâåäåíèå 1 : 1000). Ñòðåëêè ñëåâà — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ
(êÄà), ñòðåëêà ñïðàâà — ïîëíîðàçìåðíûé ÝÔÐ-Ð (170 êÄà). ÝÔÐ-Ð âè-

çóàëèçèðîâàí ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà.



Àíàëèç ïåðâè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé íå îáíàðóæèâàåò ïðîòÿæåííûõ ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûõ ãîìîëîãèé ìåæäó ìîëåêóëàìè äèôòåðèéíîãî òîê-
ñèíà (ÄÒ, êîä PDB: 1F0L) è âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ðåöåï-
òîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ-Ð, êîä PDB:
1NQL). Ïîýòîìó íåóäèâèòåëüíî, ÷òî è íà óðîâíå ïðî-
ñòðàíñòâåííûõ ñòðóêòóð ýòè ìîëåêóëû èìåþò î÷åíü ìàëî
îáùåãî. Ñóùåñòâóþò, îäíàêî, äâå êîðîòêèå ãîìîëîãè÷-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëèíîé â 4 àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêà. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíî ñðàâíåíèå íàèáîëåå ñõî-

æèõ ôðàãìåíòîâ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
Â-ñóáúåäèíèöû äèôòåðèéíîãî òîêñèíà è ÝÔÐ-Ð. Àíàëèç
ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ýòèõ ñòðóêòóð ïîêàçàë,
÷òî îíè ðàñïîëàãàþòñÿ ïðèìåðíî íà îäèíàêîâîì ðàññòîÿ-
íèè äðóã îò äðóãà (1.9�10–9—2.1�10–9 ì) è èìåþò ïðèìåð-
íî îäèíàêîâûé óðîâåíü ïîâåðõíîñòè, äîñòóïíîé ðàñòâî-
ðèòåëþ (ÏÄÐ), ðàâíûé 288�10–10 è 253�10–10 ì2 äëÿ ÄÒ è
ÝÔÐ-Ð ñîîòâåòñòâåííî. Áîëåå òîãî, ðàñ÷åòû ÏÄÐ ýòèõ
äâóõ áåëêîâ ïîêàçàëè âûñîêèé óðîâåíü êîððåëÿöèè (R =
= 0.82) ìåæäó ðàñïðåäåëåíèÿìè ÏÄÐ ïî îñòàòêàì ýòèõ ãî-
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Ðèñ. 3. Âçàèìîäåéñòâèå A-ñóáúåäèíèöû ÄÒ ñ àíòèòåëàìè èç ñûâîðîòêè êðîâè áîëüíûõ äèôòåðèåé è îòñóòñòâèå òàêîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñ àíòè-ÝÔÐ-Ð-àíòèòåëàìè.

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èììóíîáëîòèðîâàíèÿ ëèçàòîâ êëåòîê E. coli, ýêñïðåññèðóþùèõ óñå÷åííûé (ÄB) ÄÒ, ñîäåðæàùèé A-ñóáúåäèíèöó. Áåëêî-
âûé ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â ãðàäèåíòå SDS-ÏÀÀÃ (4—20 %). Ïîñëå ïåðåíîñà áåëêîâ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó A-ñóáúåäèíèöó ÄÒ âûÿâëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë èç ñûâîðîòêè êðîâè áîëüíîãî äèôòåðèåé (à) èëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ÝÔÐ-Ð (mAb-108) (á). Äîðîæêè: 1 — ëèçàò
êëåòîê E. coli, ýêñïðåññèðóþùèõ A-ñóáúåäèíèöó ÄÒ, 2 — ëèçàò êîíòðîëüíûõ êëåòîê E. coli; 3 — ïîëíîðàçìåðíûé ÄÒ, 4 — ëèçàò êëåòîê HeLa, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ ÝÔÐ-Ð. Ñòðåëêè ñëåâà — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (êÄà), ñòðåëêè ñïðàâà — ïîëíîðàçìåðíûé ÝÔÐ-Ð, ïîëíîðàçìåðíûé ÄÒ è A-ñóáú-

åäèíèöà ÄÒ ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå íàèáîëåå ñõîæèõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé B-ñóáúåäèíèöû äèôòåðèéíîãî òîêñèíà è ðåöåïòîðà
ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà.

Ïîä÷åðêèâàíèåì âûäåëåíû èäåíòè÷íûå èëè ñõîäíûå ïî ñâîéñòâàì àìèíîêèñëîòû.



ìîëîãè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ðàñ-
÷åòû ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ òî÷íîãî àíàëèòè÷åñêîãî
ìåòîäà ðàñ÷åòà ïîâåðõíîñòè áåëêîâ, äîñòóïíîé ðàñòâîðè-
òåëþ, è êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû GETAREA, ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåííîé àâòîðàìè (Fraczkiewicz, Braun, 1998).
Ïàðàìåòðû áàçèñíûõ òèïîâ àòîìîâ áåëêà è ìîëåêóë âîäû
áûëè âçÿòû èç ëèòåðàòóðû (Wesson, Eisenberg, 1992). Âñå
ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èìåííî ýòè ýëåìåíòû
ñòðóêòóðû ÄÒ è ÝÔÐ-Ð ìîãëè áû ÿâëÿòüñÿ ñàéòàìè ïåðå-
êðåñòíîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë.

Èçâåñòíî, ÷òî ÝÔÐ-Ð îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó ðåöåïòîð-
íûõ òèðîçèíêèíàç — âàæíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîé ïðî-
ëèôåðàöèè è çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè. Ïðèíöèïè-
àëüíàÿ îñîáåííîñòü ÷ëåíîâ ýòîãî ñåìåéñòâà — òðàíñìåìá-
ðàííàÿ ëîêàëèçàöèÿ è íåîáõîäèìîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
ñîîòâåòñòâóþùèì ïîëèïåïòèäíûì ëèãàíäîì äëÿ ðåàëèçà-
öèè êèíàçíîé àêòèâíîñòè. C ó÷åòîì âûñîêîé ñòðóêòóðíîé
ãîìîëîãèè ëèãàíäñâÿçûâàþùèõ äîìåíîâ ÝÔÐ-Ð è äðóãèõ
÷ëåíîâ ñåìåéñòâà ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç (Erb2, Erb3 è
Erb4) (Lemmon, 2009) íå èñêëþ÷åíî, ÷òî àíòè-ÄÒ-àíòèòåëà
ìîãóò ïåðåêðåñòíî ñâÿçûâàòüñÿ íå òîëüêî ñ ÝÔÐ-Ð, íî è ñ
äðóãèìè ÷ëåíàìè ýòîãî ñåìåéñòâà áåëêîâ, áëîêèðóÿ èõ
ôóíêöèè. Ïîñêîëüêó êàðäèîìèîïàòèè è íåâðîïàòèè ìîãóò
âîçíèêàòü âñëåäñòâèå íàðóøåíèé â ôóíêöèîíèðîâàíèè ðå-
öåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç (Eiraku et al., 2002; Garratt et al.,
2003; Shah et al., 2006; Malone, 2007; Rajagopalan et al.,
2008), âîçìîæíî, ÷òî ïîÿâëåíèå â êðîâè áîëüíûõ äèôòå-
ðèåé ïàöèåíòîâ àíòè-ÄÒ-àíòèòåë è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ðàç-
ëè÷íûõ ïîñòèíôåêöèîííûõ îñëîæíåíèé.

Èñõîäÿ èç âñåãî âûøåñêàçàííîãî íàïðàøèâàþòñÿ äâà
âûâîäà, èìåþùèõ ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå. Âî-ïåðâûõ,
ïðîôèëàêòè÷åñêàÿ ïðîòèâîäèôòåðèéíàÿ âàêöèíàöèÿ ìî-
æåò âûçûâàòü ñåðüåçíûå îñëîæíåíèÿ èç-çà îïèñàííîãî
íàìè ïåðåêðåñòíîãî èììóííîãî îòâåòà. Âî èçáåæàíèå òà-
êèõ íåæåëàòåëüíûõ ýôôåêòîâ ïðåäëàãàåòñÿ âàêöèíàöèÿ
òîêñèíîì, íå ñîäåðæàùèì Â-ñóáúåäèíèöû è, ñëåäîâàòå-
ëüíî, íå èìåþùèì ïåðåêðåñòíîé èììóííîé äåòåðìèíàí-
òû ñ ÝÔÐ-Ð êëåòîê ÷åëîâåêà. Âî-âòîðûõ, ëå÷åíèå äèôòå-
ðèè ñâÿçàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèñûâîðîòêè. Ïðèìåíå-
íèå áîëüøèõ äîç àíòèñûâîðîòêè òàêæå ìîæåò ïðèâîäèòü
ê ïàòîëîãè÷åñêèì ïîñëåäñòâèÿì, ïðè÷èíà êîòîðûõ, ïî íà-
øåìó ìíåíèþ, êðîåòñÿ â íàëè÷èè â àíòèñûâîðîòêå àíòè-
òåë, ïåðåêðåñòíî ðåàãèðóþùèõ ñ ÝÔÐ-Ð. Ïîëó÷åíèå àíòè-
ñûâîðîòêè, íå ñîäåðæàùåé àíòèòåë ê Â-ñóáúåäèíèöå ÄÒ,
ïîçâîëèò èñïîëüçîâàòü çàâåäîìî áîëüøèå äîçû àíòèñûâî-
ðîòêè è òåì ñàìûì ñóùåñòâåííî óñèëèòü ýôôåêòèâíîñòü
òåðàïèè. Íàêîíåö, â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà èìååòñÿ âçàèìî-
äåéñòâèå òèïà ëèãàíä—ðåöåïòîð ìåæäó ìîëåêóëàìè èí-
ôèöèðóþùåãî àãåíòà è ìîëåêóëàìè, ïðîäóöèðóåìûìè
êëåòêàìè õîçÿèíà, âîçìîæíîé ìèøåíüþ äëÿ ïåðåêðåñòíîé
èììóííîé ðåàêöèè ìîãóò îêàçàòüñÿ àóòîãåííûå ïàðòíåðû
ýòèõ ðåöåïòîðîâ. Òàêîé ïîäõîä ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûì
ïðè èçó÷åíèè èììóíîëîãè÷åñêèõ îñëîæíåíèé, âîçíèêàþ-
ùèõ ïðè ðàçëè÷íûõ èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèÿõ.
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IMMUNOLOGICAL SIMILARITY OF DIPHTHERIA TOXIN AND EGF RECEPTOR
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Cardiomyopathy and neuropathy are the two commonly observed complications in diphtheria patients and
in, some instances, individuals vaccinated against diphtheria. The nature of these complications remains not
well understood. It was suggested that autoimmunity may play a role in the development of these afflictions. Ba-
sed on functional similarities between diphtheria toxin (DT) and epidermal growth factor receptor (EGFR),
which both can bind to the heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) precursors, we suggested that an-
tibodies developed against DT can cross react with EGFR. Here, using serum from healthy donors (n = 10) and
diphtheria patients (n = 15), we demonstrated that B-subunit of DT has the antigenic epitopes similar to those of
EGFR. Diphtheria toxin as well as EGFR could be recognized by antibodies raised against EGFR and by serum
antibodies from diphtheria patients. Moreover serum of diphtheria patients competitively inhibits binding of an-
ti-EGFR antibodies to the receptor. The truncated diphtheria toxin without B-subunit could be detected by se-
rum antibodies of diphtheria patients, but not by anti-EGFR antibodies. Collectively, these studies demonstrate
cross-reactivity of antibodies raised against B-subunit of DT and extracellular domain of EGFR and suggest that
clinically observed post-diphtheria complications may result from autoimmune inhibition of EGFR function and
possible destruction of receptor-positive tissues.

K e y w o r d s: diphtheria toxin, epidermal growth factor receptor, cross-immunoreactivity, post-diphtheria
complications.
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