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ИММУНОЛОГИЯОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Высокая изменчивость вируса гриппа приводит к его быстрой адаптации к лекарственным 
средствам и вакцинным препаратам, что требует изменения стратегии и тактики борьбы с 
гриппозной инфекцией. Для создания более эффективных средств профилактики и терапии 
гриппа требуется более глубокое понимание природы врожденного и адаптивного иммунитета 
при гриппозной инфекции. 

Целью работы являлось изучение изменения уровней основных маркеров специфическо-
го Th1 противовирусного иммунитета при введении в организм комбинированного иммуности-
мулятора на основе биологически активных соединений растительного происхождения.

Материал и методы. Композитные иммуностимуляторы составляли из очищенного пен-
тациклического тритерпеноида растительного происхождения бетулина с очищенными ме-
токсифлавоноидами: нобилетин, гесперидин и гликозид изорамнетина. Определение уровня 
экспрессии исследуемых генов проводили методом ПЦР. В качестве маркеров Th1 иммунного 
ответа были выбраны гены IL-1, IL-2, Ccr5.

Результаты и обсуждение. Показано, что иммуностимулирующие композиции на основе 
сочетания бетулина с метоксифлавоноидами (гликозид изорамнетина, гесперидин и нобиле-
тин) позволяют в значительной степени стимулировать экспрессию отдельных генов Th1 кле-
точной стадии иммунного ответа. Наибольшая активность стимуляции экспрессии выбранных 
генов-маркеров установлена для гена IL-2 (11-кратное увеличение активности), наименьшая 
- для гена хемокина Ccr5 (2,2-кратное повышение активности экспрессии). 

Вывод. Полученные результаты показывают, что иммуностимулирующие композиции 
на основе сочетания очищенного тритерпенового гликозида бетулина с очищенными меток-
сифлавоноидами могут существенно влиять на структуру специфического иммунного ответа, 
что имеет большое значение для создания новых профилактических и терапевтических про-
тивовирусных препаратов.

Ключевые слова: бетулин, изорамнетин, нобилетин, гесперидин, адаптивный иммунитет, 
Th1 иммунитет, экспрессия генов.
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Результаты мета-анализа, включавшего 50 938 паци-
ентов, показал, что НОАК по сравнению со стандартной 
фармакотерапией варфарином, применяемой для профилак-
тики инсультов и системных тромбоэмболий у пациентов с 
неклапанной фибрилляцией предсердий, являются эффек-
тивной и безопасной альтернативой, широко применяемой 
в большинстве стран [38, 39]. При непрямом сравнении 
препараты попарно сравнивались по полученным резуль-
татам ОР и 95%ДИ (табл.1)

Лучший профиль эффективности и безопасности по-
казал апиксабан, имеющий более низкие статистические 
показатели (ОР=0,83 95%ДИ 0,62-1,09). 

Для проведения изучения экономической эффектив-
ности апиксабана в сравнении с варфарином и другими 
НОАК, были рассчитаны прямые затраты в соответствии 
с дозировкой и временем (день, месяц, год). Прямые за-
траты на варфарин в сутки составили 19,73 тг., в месяц 
– 591,9 тг., в год – 7 201,45 тг. Тогда как на НОАК затра-
ты оказались существенно выше. Для прогнозирования 
вероятности развития сердечно-сосудистых осложнений 
(ССО) и ассоциированных с ними прямых медицинских 
затрат, связанных с развитием инсульта при использовании 

различных терапевтических стратегий, была построена 
Марковская модель. Длина цикла для модели составляла 
30 дней с горизонтом продолжительности жизни из-за хро-
нического характера течения ФП неклапанной этиологии и 
рисков развития мозгового инсульта и кровотечений, моди-
фицируемых в зависимости от клинического состояния и 
назначенной терапии. Модель Маркова включала 5 основ-
ных и 2 дополнительных состояний. Согласно условиям 
модели, в течение каждого цикла у каждого из пациентов 

в моделируемой популяции 
было возможно развитие 
одного из указанных исхо-
дов, смерть или отсутствие 
изменения клинического 
состояния. Определение 
каждого из осложнений со-
ответствовало критериям 
исследований ARISTOTLE, 
RE-LY, ROCKET-AF. Моде-
лируемая когорта состояла 

из 10 тысяч пациентов. «Временной горизонт» анализа был 
взят на уровне продолжительности жизни моделируемых 
пациентов. Популяция пациентов в Марковской модели 
соответствовала больным, включённым в исследования 
ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF.

Профиль пациента в модели включал наличие ФП не-
клапанной этиологии в сочетании с хотя бы одним дополни-
тельным фактором риска инсульта/тромбоэмболии (согласно 
системе стратификации по шкале CHADS2). Было сделано 
предположение о том, что около 20% больных в модели-
руемой когорте в анамнезе имели ишемический инсульт, что 
соответствовало распределению пациентов, включённых в 
исследования ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF (табл. 2). 
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Жұмыстың мақсаты өсімдік текті биологиялық белсенді қосылыстар негізінде біріктірілген 
иммунды ынталандырғышты ағзаға енгізу арқылы нақты Th1 вирусқа қарсы иммунитеттің негіз-
гі маркерлерінің деңгейіндегі өзгерістерді зерттеу.

Материал және әдістері. Оқшауланған иммунды ынталандырушыларды тазартылған 
метоксифлавоноидтары бар пентациклді тритерпенді бетулиннен құрады: нобилетин, геспе-
ридин және изорамнет гликозиді. Зерттелген гендердің экспрессия деңгейі ПТР әдісі арқылы 
анықталды. Th1 иммундық реакциясының маркері ретінде IL-1, IL-2 және Ccr5 гендері таңдалды.

Нәтижелері және талқылауы. Метоксифлавоноидтарымен (изорамнетин гликозиді, ге-
перидин және нобилетин) бетулиннің тіркесіміне негізделген иммунды ынталандырушы ком-
позициялар иммундық жауаптың жасушалық сатысында жеке Th1 генінің көрінісін едәуір ын-
таландыратыны көрсетілді. Таңдалған гендердің экспрессиясын ынталандырудың ең жоғары 
белсенділігі IL-2 генінде (белсенділіктің 11 есе артуы), ең төмені - Ccr5 химокиндік ген үшін 
(экспресс белсенділігінің 2,2 есе артуы) байқалды.

Қорытынды. Алынған нәтижелер тазартылған тритерпен бетулин гликозидінің меток-
сифлавоноидтарымен үйлесуіне негізделген иммунды ынталандырушы композициялар нақты 
иммундық жауаптың құрылымына айтарлықтай әсер етуі мүмкін, яғни жаңа алдын-алу және 
емдік вирусқа қарсы препараттарды жасауда үлкен маңызы барын көрсетті.

Негізгі сөздер: бетулин, изорамнетин, нобилетин, гесперидин, бейімделу иммунитеті, Th1 
иммунитеті, ген экспрессиясы.
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The high variability of the influenza virus leads to its rapid adaptation to drugs and vaccines, which 
requires a change in the strategy and tactics against influenza infection. A deeper understanding of the 
nature of innate and adaptive immunity for influenza infection is required to create more effective means 
of influenza preventing and treating.

The aim of the work was to study the changes in the levels of the main markers of specific Th1 
antiviral immunity after introduction of a composite immunostimulant based on biologically active com-
pounds of plant origin.

Material and methods. Composite immunostimulants were mixed of purified pentacyclic triterpe-
noid betulin with purified methoxy flavonoids: nobiletin, hesperidin and isorhamnetin glycoside of plant 
origin. The expression level of the studied genes was determined by PCR. The genes IL-1, IL-2, and 
Ccr5 were chosen as markers of the Th1 immune response.

Results and discussion. It was shown that immunostimulants compositions based on a combi-
nation of betulin with methoxy flavonoids (isorhamnetin glycoside, hesperidin and nobiletin) can sig-
nificantly stimulate the expression of studied genes of Th1 cellular stage of the immune response. 
The highest activity of stimulating in expression of selected marker genes was found for the IL-2 gene 
(11-fold increase in expression activity), the smallest for the Ccr5 chemokine gene (2.2-fold increase in 
expression activity).

Conclusions. The results show that immunostimulants compositions based on the combination 
of purified triterpene betulin glycoside with purified methoxy flavonoids can significantly effect on the 
structure of a specific immune response, which is of great importance for the creation of new preventive 
and therapeutic antiviral preparations.

Keywords: betulin, isorhamnetin, nobiletin, hesperidin, adaptive immunity, Th1 immunity, genes 
expression.

For reference: Turmagambetova AS, Bogoyavlenskiy AP, Alexyuk PG, Alexyuk MS, Berezin VE. 
Effect of the composite immunostimulants of plant origin on the expression of some Th1 cell immune 
response genes. Meditsina (Almaty) = Medicine (Almaty). 2020;1-2(211-212):47-54. (In Russ.). DOI: 
10.31082/1728-452X-2020-211-212-1-2-47-54

ммунный ответ – это комплексный процесс, вклю-
чающий переработку и представление антигена в 
иммуногенной форме на поверхности фагоцити-

рующих клеток, мобилизацию врожденного иммунитета, 
развитие специфического иммунного ответа и деструкцию 
чужеродного антигена [1].

И Первая линия защиты должна обеспечивать элимина-
цию патогена. Однако это происходит не всегда. В таких 
случаях запускается вторая линия защиты, связанная с 
развитием адаптивного иммунного ответа, включающего 
индуктивную и продуктивную (эффекторную) фазы. Ин-
дуктивная фаза состоит в формировании исполнительных 
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механизмов адаптивного иммунитета и реализуется в пер-
вые 7 суток после появления патогена в организме. В этот 
период основную роль в иммунной защите играет 
врожденный иммунитет. По мере развития эффекторных 
механизмов адаптивного иммунитета они берут на себя 
основную нагрузку в защите организма. Одновременно с 
активацией факторов врожденного иммунитета происходит 
событие, иллюстрирующее связь между врожденным и 
адаптивным иммунитетом [2].

Дендритные клетки, как и макрофаги, присутствующие 
в барьерных тканях, поглощают патогены или их фрагмен-
ты и транспортируют их в региональный лимфатический 
узел. В процессе перемещения в гранулах данных клеток 
происходит расщепление поглощенных антигенов на фраг-
менты, взаимодействующие с молекулами MHC-II, и 
транспорт образовавшихся комплексов на клеточную по-
верхность. Это необходимо для запуска адаптивного имму-
нитета, поскольку Т-лимфоциты способны распознавать 
антиген только в комплексе с молекулой MHC. Таким об-
разом, дендритная клетка вовлекает в реакцию Т-лимфоци-
ты, ответственные за запуск других клеток адаптивного 
иммунитета [3].

В лимфатических узлах происходит взаимодействие 
дендритных клеток с Т-лимфоцитами, распознающими 
антигенные пептиды в составе молекул MHC на мембране 
дендритной клетки. Это взаимодействие облегчается лока-
лизацией дендритных клеток и Т-лимфоцитов в одной и 
той же зоне лимфатического узла (Т-зоне), обусловленной 
влиянием одних и тех же хемотаксических сигналов. Ден-
дритные клетки проникают в Т-зоны лимфогенным, а ре-
циркулирущие Т-лимфоциты - гематогенным путем. TCR 
распознает антигенный пептид в составе молекул MHC с 
участием корецепторов CD4 (Т-хелперы) и CD8 (цитоток-
сические Т-клетки или Т-киллеры). Этому способствует 
стерическое сродство взаимодействующих рецепторов. 
Таким образом, для запуска адаптивного иммунитета необ-
ходима предварительная активация клеток врожденного 
иммунитета [4].

При активации Т-клетки начинают экспрессировать 
гены своего ростового фактора - IL-2 и его рецептора. В 
результате аутокринного действия IL-2, Т-клетки активи-
рованных клонов пролиферируют. Пролиферации, индуци-
рованной антигеном, подвергаются также Т-киллеры и 
В-лимфоциты. На следующем этапе CD4+ Т-клетки диф-
ференцируются на основные разновидности Т-хелперов, из 
которых наиболее изучены Th1- и Th2-клетки. Эти клетки 
различаются, главным образом, спектром синтезируемых 
цитокинов, отвечающих за развитие двух важных ветвей 
иммунного ответа - клеточного, направленного на элими-
нацию внутриклеточных патогенов, и гуморального, игра-
ющего основную роль в борьбе с внеклеточными патогена-
ми и макропаразитами. Окончательная дифференцировка 
Т-хелперов происходит в Т-зонах вторичных лимфоидных 
органов. Th1-клетки мигрируют из Т-зон в очаги воспале-
ния, в том числе в места проникновения патогенов, вызы-
вающих иммунный ответ. Th2-клетки, как правило, взаимо-
действуют с В-лимфоцитами. Запуск Th1-зависимого 
иммунного ответа происходит, если клетка фагоцитировала 
микроорганизм или вирус, но не смогла его убить и расще-

пить. В этом случае фагоцит (макрофаг) получает стимули-
рующие сигналы со стороны Т-хелперов типа Th1 [4, 5].

Особую роль играет третий вариант реакции адаптив-
ного иммунитета - ответ цитотоксических Т-лимфоцитов. 
Презентацию антигенного пептида этим Т-клеткам тоже 
осуществляют дендритные клетки, но с участием молекул 
MHC-I. Цитотоксические клетки, предназначенные для 
защиты от вирусов и других внутриклеточных патогенов 
(присутствуют в цитозоле), в меньшей степени зависят от 
Т-хелперов. Контактные взаимодействия цитотоксических 
Т-клеток с Т-хелперами не играют такой важной роли, как 
для эффекторных клеток при развитии двух других рассмо-
тренных выше форм ответа. Акцессорная функция 
Th1-клеток в реакциях цитотоксичности состоит, главным 
образом, в снабжении Т-киллеров необходимым для экс-
пансии их клонов ростовым цитокином IL-2 [6].

В настоящее время существует острая необходимость в 
преобразовании накопленных знаний об адаптивном имму-
нитете в эффективные терапевтические меры. Необходимы 
дополнительные исследования для понимания временных 
особенностей развития адаптивного ответа на грипп в за-
висимости от времени терапевтического вмешательства, 
что будет способствовать устранению таких недостатков, 
как низкая эффективность и развитие лекарственной устой-
чивости.

Скорость развития клинических симптомов при гриппе 
и их выраженность обусловлены не только самим патоге-
ном, но также и способностью факторов иммунной систе-
мы оказывать эффективное воздействие на инфекционный 
агент, подавлять репродукцию вируса и элиминировать 
инфекцию из организма. Большое значение в борьбе с ин-
фекцией также имеет способность иммунной системы к 
формированию длительного адаптивного иммунитета про-
тив конкретного вирусного штамма.

Активацию факторов адаптивного иммунитета можно 
осуществлять путем применения специфических иммуно-
стимуляторов с доказанной безопасностью, иммунотроп-
ной активностью и клинической эффективностью. Одним 
из способов оказывать влияние на иммуномодулирующую 
способность биологически активных соединений является 
изменение структуры молекулы и формы ее простран-
ственной организации. Так, изменение надмолекулярной 
организации и пространственной структуры иммуностиму-
лятора может значительно повышать его иммуностимули-
рующую активность, возможно, за счет улучшения срод-
ства к рецепторам клеток врожденного иммунного ответа. 
Применение иммуностимуляторов на основе биологически 
активных соединений растительного происхождения, не 
содержащих в своем составе дополнительных компонентов 
(минеральные адъюванты, липидные и белковые компо-
ненты и пр.), позволяет сократить нагрузку на организм и 
уменьшить алергенность/реактогенность вводимого имму-
ностимулятора. Возможность для этого дает контролируе-
мый подбор биологически активных молекул с различной 
структурой (флавоноиды, сапонины, фенольные кислоты и 
т.д.) и исследование активности основных звеньев адаптив-
ного иммунного ответа при их введении в организм для 
выяснения зависимости между структурой молекулы и ее 
способностью стимулировать противовирусный иммуни-
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Результаты мета-анализа, включавшего 50 938 паци-
ентов, показал, что НОАК по сравнению со стандартной 
фармакотерапией варфарином, применяемой для профилак-
тики инсультов и системных тромбоэмболий у пациентов с 
неклапанной фибрилляцией предсердий, являются эффек-
тивной и безопасной альтернативой, широко применяемой 
в большинстве стран [38, 39]. При непрямом сравнении 
препараты попарно сравнивались по полученным резуль-
татам ОР и 95%ДИ (табл.1)

Лучший профиль эффективности и безопасности по-
казал апиксабан, имеющий более низкие статистические 
показатели (ОР=0,83 95%ДИ 0,62-1,09). 

Для проведения изучения экономической эффектив-
ности апиксабана в сравнении с варфарином и другими 
НОАК, были рассчитаны прямые затраты в соответствии 
с дозировкой и временем (день, месяц, год). Прямые за-
траты на варфарин в сутки составили 19,73 тг., в месяц 
– 591,9 тг., в год – 7 201,45 тг. Тогда как на НОАК затра-
ты оказались существенно выше. Для прогнозирования 
вероятности развития сердечно-сосудистых осложнений 
(ССО) и ассоциированных с ними прямых медицинских 
затрат, связанных с развитием инсульта при использовании 

различных терапевтических стратегий, была построена 
Марковская модель. Длина цикла для модели составляла 
30 дней с горизонтом продолжительности жизни из-за хро-
нического характера течения ФП неклапанной этиологии и 
рисков развития мозгового инсульта и кровотечений, моди-
фицируемых в зависимости от клинического состояния и 
назначенной терапии. Модель Маркова включала 5 основ-
ных и 2 дополнительных состояний. Согласно условиям 
модели, в течение каждого цикла у каждого из пациентов 

в моделируемой популяции 
было возможно развитие 
одного из указанных исхо-
дов, смерть или отсутствие 
изменения клинического 
состояния. Определение 
каждого из осложнений со-
ответствовало критериям 
исследований ARISTOTLE, 
RE-LY, ROCKET-AF. Моде-
лируемая когорта состояла 

из 10 тысяч пациентов. «Временной горизонт» анализа был 
взят на уровне продолжительности жизни моделируемых 
пациентов. Популяция пациентов в Марковской модели 
соответствовала больным, включённым в исследования 
ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF.

Профиль пациента в модели включал наличие ФП не-
клапанной этиологии в сочетании с хотя бы одним дополни-
тельным фактором риска инсульта/тромбоэмболии (согласно 
системе стратификации по шкале CHADS2). Было сделано 
предположение о том, что около 20% больных в модели-
руемой когорте в анамнезе имели ишемический инсульт, что 
соответствовало распределению пациентов, включённых в 
исследования ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF (табл. 2). 

Š=K�,�= 1 $ o! �/� C%C=!…/� “!="…�…,  , !�ƒ3��2=2/

№ o! �/� “!="…�…, p�ƒ3�
2=2/ …�C! �/. “!="…�…,L

1
"=!-=!,…/=C,*“=K=… (WRF/APX)
"=!-=!,…/ =K,=2!=… (WRF/DBG)

=C,*“=K=…/ =K,=2!=… (APX/DBG)

2
"=!-=!,…/ =K,=2!=… (WRF/DBG)
"=!-=!,…/!,"=!%*“=K=… (WRF/RVX)

 =K,=2!=…/!,"=!%*“=K=… (DBG/RVX)

3
"=!-=!,…/!,"=!%*“=K=… (WRF/RVX)
"=!-=!,…/=C,*“=K=… (WRF/APX)

!,"=!%*“=K=…/=C,*“=K=… (RVX/APX)

Š=K�,�= 2 - j��
�"/� C=!=��2!/ �%	��, l=!*%"=

o=!=��2! g…=��…,� n2*�%…�…,�

e›���“ �…/� ƒ=2!=2/, 2	

b=!-=!,… (“ C%�K%!%� �%ƒ/ , *%…2!%��� .--�*2,"…%“2, , 
K�ƒ%C=“…%“2, 2�!=C,,)

3 348,84 na

p,"=!%*“=K=… 20 104,50 na

d=K,	=2!=… 18 921,60 na

`C,*“=K=… 17 643,00 na

o%*=ƒ=2��, ,���,��“*%	% ,…“3��2= C!, C!,��…�…,, "=!-=!,…=  ��  !=ƒ�,�…/.  ƒ…=��…,L CHADS
2

a=�� 1 C% �*=�� CHADS
2

0,72 na

a=�� 2 C% �*=�� CHADS
2

1,27 na

a=�� 3 C% �*=�� CHADS
2

2,00 na

a=�� 4 C% �*=�� CHADS
2

2,35 na

a=�� 5 , 6 C% �*=�� CHADS
2

4,60 na

j�,…,��“*=  .--�*2,"…%“2� mn`j

n2…%��…,� !,“*%" ��  ,���,��“*%	% ,…“3��2=, mn`j C!%2," "=!-=!,…=

p,"=!%*“=K=… 0,94 0,75-1,17

d=K,	=2!=… 0,76 0,60-0,98

`C,*“=K=… 0,92 0,74-1,13

n2…%��…,� !,“*%" ��  "…32!,��!�C…%	% *!%"%,ƒ�, …, , mn`j C!%2," "=!-=!,…=
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тет. В настоящее время проводятся интенсивное изучение 
механизмов активации врожденного и специфического 
противовирусного иммунитета и поиск новых иммуности-
муляторов, способных повысить активность иммунного 
ответа [7, 8].

Целью работы являлось изучение воздействия компо-
зитных иммуностимуляторов на основе биологически ак-
тивных соединений растительного происхождения на 
уровни экспрессии генов основных маркеров специфиче-
ского Th1 противовирусного иммунитета (гены IL-1, IL-2, 
Ccr5 ) при введении таких иммуностимуляторов в орга-
низм животного в сочетании с вирусными антигенами. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Очищенные препараты сапонина и метоксифлавонои-

дов получали из надземных частей растения Polygonum sp., 
коры растения Betula sp. и кожуры плодов растения Cytrus 
sp. Растительные экстракты получали описанным ранее 
методом [9]. Специфические реакции на метоксифлавоно-
иды и сапонины ставили известным методом [10, 11].

Фракционирование частично очищенных раститель-
ных экстрактов выполняли с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хроматогра-
фической системе фирмы “Agilent technologies” с 
использованием полупрепаративной колонки “Zorbax 
C18”, 5u, 9,4x250 мм. Разделение проводили в градиенте 
0,1% трифторуксусная кислота (ТФК) – 80% ацетонитрил 
(ACN). На аналитическую колонку наносили до 10 мг 
материала. Контроль за хроматографическим процессом 
осуществляли спектрофотометрически при 208 нм (по-
глощение сапонинов и большинства окрашенных полифе-
нольных соединений).

Хроматомасс-спектрометрический анализ осуществля-
ли на хроматомасс-спектрометре Shimadzu LCMS-8040 в 
режиме положительной ионизации при электрораспыле-
нии. Напряжение на конусе распыления 3,0 кВ, температу-
ра источника 120°C, температура блока десольватации 
275°C, поток конического газа 50 л/ч, поток газа десольва-
тации 600 л/ч. Определение масс спектров выполняли в 
режиме сканирования 200 – 2000 m/z. Разделение образца 
проводили на аналитической колонке Zorbax C18 (4,6х150 
мм, 5μм), в градиенте 0,1% TФК и ацетонитрила 0-80%.

В экспериментах использовали эпидемически значимый 
штамм вируса гриппа человека А/Алматы/8/98 (H3N2). Ви-
рус гриппа выращивали в аллантоисной полости 10-11-днев-
ных куриных эмбрионов (КЭ) в течение 36 ч. при 37°С. Титр 
вируса в аллантоисной жидкости составлял 108-109 
ЭИД50/мл.

Инфекционный титр вируса гриппа определяли титро-
ванием на куриных эмбрионах методом предельных разве-
дений. О наличии вируса судили по реакции гемагглюти-
нирующей активности [12]. Титр инфекционности вируса 
высчитывали по методу Рида и Менча [12] и выражали в lg 
ЭИД50/мл.

Концентрацию и очистку вируса проводили описанным 
ранее методом [13]. Очищенные гликопротеидные (поверх-
ностные) антигены вируса гриппа - гемагглютинин (HA) и 
нейраминидазу (NA) получали из очищенного концентри-
рованного вируса методом солюбилизации неионным де-

тергентом с последующим диализом, как описано ранее 
[14]. Концентрацию белка определяли по методу Bradford 
с использованием набора M173-KIT Protein Assay Bradford 
Method. Оптическую плотность определяли при длине 
волны 595нм [15].

В экспериментах использовали белых беспородных 
мышей массой 15-25 граммов, обоих полов. Животные 
содержались и подвергались экспериментальным процеду-
рам в соответствии с международными правилами гуман-
ного обращения с животными Для пролиферации 
макрофагов 1-месячным белым мышам внутрибрюшинно 
однократно вводили комбинированные иммуностимулиру-
ющие препараты в сочетании с очищенными гликопроте-
идными антигенами (HA + NA) вируса гриппа, штамм А/
Алматы/8/98 (H3N2). Доза гликопротеидных антигенов 
вируса гриппа составляла 10 мкг/мышь, доза изучаемых 
иммуностимулирующих препаратов - 45 мкг/мышь. Объем 
вводимого материала соответствовал рекомендациям меж-
дународных организаций и не превышал 0,2 мл на одно 
животное [16]. Контрольной группе животных вводили 
фосфатно-солевой буферный (PBS) раствор с очищенными 
гликопротеидными антигенами вируса гриппа (плацебо).

Забор перитонеальных макрофагов осуществляли на 3 
сутки после иммунизации животных методом промывания 
брюшной полости охлаждённой средой 199. Отобранная 
суспензия клеток была дважды отмыта и ресуспендирована 
в концентрации 2х106 клеток/мл среды культивирования. 

Определение уровня экспрессии исследуемых генов 
проводили методом ПЦР и/или ПЦР в режиме реального 
времени с использованием коммерческих наборов реаген-
тов и в соответствии с рекомендациями фирм-производи-
телей (“Qiagen”, “Promega” и т.п.).

Суммарную РНК из отобранных макрофагов выделяли 
с помощью набора для экстракции РНК Rneasy Mini Kit 
(«QIAGEN», Германия) согласно методическому руковод-
ству. Обратную транскрипцию осуществляли с помощью 
M-MLV («Promega», США) в 5 мкл реакционной смеси (2,7 
мкл пробы, 0,725 мкл воды, 1 мкл 5х буфера для обратной 
транскриптазы («Promega», США), 0,2 мкл 2 мМ смеси 
dNTPs, 0,25 мкл 20 ОЕ случайного праймера (9 или 18 ну-
клеотидов) и 0,125 мкл M-MLV). Реакцию проводили при 
37оС в течение 60 мин.

Полимеразную цепную реакцию (RT-ПЦР) в реальном 
времени ставили в 20 мкл реакционной смеси (4 мкл ДНК 
матрицы, 8 мкл SybrGreen, по 1 мкл 20 ОЕ прямого и об-
ратного праймеров, вода). 35 циклов ПЦР на термоциклере 
«PicoReal» проводили при следующих режимах: 94оС – 1 
мин, 48оС – 1 мин, 72оС – 3 мин. [17]. Пары праймеров 
подбирали в соответствии с последовательностью исследу-
емых интерлейкинов [18], для количественного определе-
ния гена Ccr5 были использованы готовые праймеры и 
зонды, согласно рекомендациям фирмы производителя 
(Applied Biosystems) (табл. 1). Нормализацию экспрессии 
генов осуществляли с помощью гена актина.

Постановку ПЦР в режиме реального времени для на-
боров TaqMan проводили в 20 мкл реакционной смеси (Fast 
advanced mix для ПЦР - 10 мкл, TaqMan зонд - 1 мкл, деи-
онизированная вода - 6 мкл) (табл. 1), согласно методиче-
ским указаниям фирмы-производителя.
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В каждой серии анализов использовали два контроль-
ных образца: положительный контроль (с РНК вируса 
гриппа), и отрицательный контроль (с деионизованной 
водой). Смеси для контрольных образцов готовили по той 
же прописи, что и для исследуемых образцов.

Среднее квадратичное отклонение (StD) для отрица-
тельного и положительного контролей и процента выжив-
ших клеток для каждой концентрации исследуемого веще-
ства рассчитывали по формуле:

где Yi – результат измерения ОП у каждого объекта 
группы; n – число объектов в группе; Y  - среднее арифме-
тическое значение ОП [19].

Статистическую обработку результатов проводили с 
использованием пакета программ «Microsoft Excel». Для 
табличного и графического изображения полученных ре-
зультатов использовалась программа Microsoft Office Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Иммуностимулирующие композитные препараты со-

ставляли из очищенного пентациклического тритерпенои-
да растительного происхождения бетулина в сочетании с 
очищенными метоксифлавоноидами (нобилетин, геспери-
дин, гликозид изорамнетина) растительного происхожде-
ния (рис. 1). Использовали следующие иммуностимулиру-
ющие композиции:

1. Смесь бетулина с гликозидом изорамнетина;
2. Смесь бетулина с гесперидином;
3. Смесь бетулина с нобилетином.

Рисунок 1 - Структурная формула исследуемых соединений

Таблица 1 - Последовательность использованных в исследовании праймеров

Наименование 
праймеров

Последовательность праймеров (5’-3’)
Величина ампликона, 

п.н.

Ccr5 Mm01963251_s1 FAM-MGB 153

Rn18s/Rn45s 
(контроль)

Mm03928990_g1 FAM-MGB 61

IL-1
caa cca aca agt gat att ctc cat g (прямой)

gat cca cac tct cca gct gca (обратный)
152

IL-2
сcc aag cag gcc aca gaa ttg aaa (прямой)
agt cca cca cag ttg ctg act cat (обратный)

211

Actin
(контроль)

aga ggg aaa tcg tgc gtg ac (прямой)
caa tag tga tga cct ggc cgt (обратный)

137
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Результаты мета-анализа, включавшего 50 938 паци-
ентов, показал, что НОАК по сравнению со стандартной 
фармакотерапией варфарином, применяемой для профилак-
тики инсультов и системных тромбоэмболий у пациентов с 
неклапанной фибрилляцией предсердий, являются эффек-
тивной и безопасной альтернативой, широко применяемой 
в большинстве стран [38, 39]. При непрямом сравнении 
препараты попарно сравнивались по полученным резуль-
татам ОР и 95%ДИ (табл.1)

Лучший профиль эффективности и безопасности по-
казал апиксабан, имеющий более низкие статистические 
показатели (ОР=0,83 95%ДИ 0,62-1,09). 

Для проведения изучения экономической эффектив-
ности апиксабана в сравнении с варфарином и другими 
НОАК, были рассчитаны прямые затраты в соответствии 
с дозировкой и временем (день, месяц, год). Прямые за-
траты на варфарин в сутки составили 19,73 тг., в месяц 
– 591,9 тг., в год – 7 201,45 тг. Тогда как на НОАК затра-
ты оказались существенно выше. Для прогнозирования 
вероятности развития сердечно-сосудистых осложнений 
(ССО) и ассоциированных с ними прямых медицинских 
затрат, связанных с развитием инсульта при использовании 

различных терапевтических стратегий, была построена 
Марковская модель. Длина цикла для модели составляла 
30 дней с горизонтом продолжительности жизни из-за хро-
нического характера течения ФП неклапанной этиологии и 
рисков развития мозгового инсульта и кровотечений, моди-
фицируемых в зависимости от клинического состояния и 
назначенной терапии. Модель Маркова включала 5 основ-
ных и 2 дополнительных состояний. Согласно условиям 
модели, в течение каждого цикла у каждого из пациентов 

в моделируемой популяции 
было возможно развитие 
одного из указанных исхо-
дов, смерть или отсутствие 
изменения клинического 
состояния. Определение 
каждого из осложнений со-
ответствовало критериям 
исследований ARISTOTLE, 
RE-LY, ROCKET-AF. Моде-
лируемая когорта состояла 

из 10 тысяч пациентов. «Временной горизонт» анализа был 
взят на уровне продолжительности жизни моделируемых 
пациентов. Популяция пациентов в Марковской модели 
соответствовала больным, включённым в исследования 
ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF.

Профиль пациента в модели включал наличие ФП не-
клапанной этиологии в сочетании с хотя бы одним дополни-
тельным фактором риска инсульта/тромбоэмболии (согласно 
системе стратификации по шкале CHADS2). Было сделано 
предположение о том, что около 20% больных в модели-
руемой когорте в анамнезе имели ишемический инсульт, что 
соответствовало распределению пациентов, включённых в 
исследования ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF (табл. 2). 

Š=K�,�= 1 $ o! �/� C%C=!…/� “!="…�…,  , !�ƒ3��2=2/

№ o! �/� “!="…�…, p�ƒ3�
2=2/ …�C! �/. “!="…�…,L

1
"=!-=!,…/=C,*“=K=… (WRF/APX)
"=!-=!,…/ =K,=2!=… (WRF/DBG)

=C,*“=K=…/ =K,=2!=… (APX/DBG)

2
"=!-=!,…/ =K,=2!=… (WRF/DBG)
"=!-=!,…/!,"=!%*“=K=… (WRF/RVX)

 =K,=2!=…/!,"=!%*“=K=… (DBG/RVX)

3
"=!-=!,…/!,"=!%*“=K=… (WRF/RVX)
"=!-=!,…/=C,*“=K=… (WRF/APX)

!,"=!%*“=K=…/=C,*“=K=… (RVX/APX)

Š=K�,�= 2 - j��
�"/� C=!=��2!/ �%	��, l=!*%"=

o=!=��2! g…=��…,� n2*�%…�…,�

e›���“ �…/� ƒ=2!=2/, 2	

b=!-=!,… (“ C%�K%!%� �%ƒ/ , *%…2!%��� .--�*2,"…%“2, , 
K�ƒ%C=“…%“2, 2�!=C,,)

3 348,84 na

p,"=!%*“=K=… 20 104,50 na

d=K,	=2!=… 18 921,60 na

`C,*“=K=… 17 643,00 na

o%*=ƒ=2��, ,���,��“*%	% ,…“3��2= C!, C!,��…�…,, "=!-=!,…=  ��  !=ƒ�,�…/.  ƒ…=��…,L CHADS
2

a=�� 1 C% �*=�� CHADS
2

0,72 na

a=�� 2 C% �*=�� CHADS
2

1,27 na

a=�� 3 C% �*=�� CHADS
2

2,00 na

a=�� 4 C% �*=�� CHADS
2

2,35 na

a=�� 5 , 6 C% �*=�� CHADS
2

4,60 na

j�,…,��“*=  .--�*2,"…%“2� mn`j

n2…%��…,� !,“*%" ��  ,���,��“*%	% ,…“3��2=, mn`j C!%2," "=!-=!,…=

p,"=!%*“=K=… 0,94 0,75-1,17

d=K,	=2!=… 0,76 0,60-0,98

`C,*“=K=… 0,92 0,74-1,13

n2…%��…,� !,“*%" ��  "…32!,��!�C…%	% *!%"%,ƒ�, …, , mn`j C!%2," "=!-=!,…=
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Метоксифлановоиды отличались между собой не толь-
ко количеством и расположением метокси-групп, но также 
и наличием или отсутствием углеводного компонента в 
молекуле. Например, нобилетин, содержащий в своей 
структуре 6 метокси-групп, не имеет ни одного остатка 
сахара. Гесперидин имеет одну метокси-группу в В-кольце 
и 2 остатка сахара, присоединенные к 7 углероду А-кольца. 
Гликозид изорамнетина в своей структуре содержит, как и 
гесперидин, одну метокси-группу в В-кольце, однако имеет 
3 сахарных остатка, два из которых присоединены к 3 угле-
роду С-кольца и один - к 7 углероду А-кольца.

Изучено влияние полученных иммуностимулирующих 
композиций на экспрессию генов Th1 клеточного иммун-
ного ответа. В качестве маркеров Th1 иммунного ответа 
были выбраны гены IL-1, IL-2, Ccr5 (рис. 2). Для изучения 
экспрессии генов указанных маркеров проводили одно-
кратную иммунизацию белых беспородных мышей компо-
зитными иммуностимулирующими препаратами в сочета-
нии с очищенными гликопротеидными антигенами (HA + 
NA) вируса гриппа H3N2.

Результаты проведенных экспериментов показали, что 
иммуностимулирующие композитные препараты, приго-
товленные на основе пентациклического тритерпеноида 
бетулина в сочетании с очищенными метоксифлавоноида-
ми нобилетином, гесперидином и гликозидом изорамнети-
на, способны существенно усиливать экспрессию генов 
цитокинов, относящихся к Th1 клеточному иммунитету: 
Ccr5 (C-C рецептор хемокина 5 типа, интегральный мем-
бранный белок), IL-1 и IL-2.

Установлено, что сочетание бетулина с гликозидом 
изорамнетина усиливало экспрессию гена IL-1 в 3,5 раза, а 
сочетание бетулина с гесперидином или нобилетином при-

водило соответственно к 3,2-кратному и 3,3-кратному по-
вышению активности экспрессии данного гена.

Смесь бетулина с гесперидином или нобилетином су-
щественно (11-кратно) стимулировала экспрессию гена 
IL-2, тогда как сочетание бетулина с гликозидом изорамне-
тина практически не влияло на экспрессию гена IL-2.

При оценке влияния иммуностимулирующих компози-
ций на активность экспрессии гена Ccr5 показано, что имму-
низация животных гликопротеидными антигенами вируса 
гриппа в сочетании со смесью бетулин + гликозид изорам-
нетина приводит к 2,2-кратному повышению активности 
экспрессии данного гена, а композиция бетулин + нобилетин 
увеличивает активность экспрессии гена в 1,7 раза.

Полученные данные показывают, что изученные имму-
ностимулирующие композиции на основе сочетаний очи-
щенного пентациклического тритерпеноида растительного 
происхождения бетулина с очищенными метоксифлавоно-
идами гесперидином, гликозидом изорамнетина и нобиле-
тином могут быть использованы для повышения активно-
сти экспрессии генов Th1 клеточной стадии иммунного 
ответа. При этом наличие или отсутствие гликозидной со-
ставляющей и количество метокси-групп в молекуле меток-
сифлановоида не оказывают существенного влияния на 
данную стадию иммунного ответа. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований показано, что 

иммуностимулирующие композиции, приготовленные на 
основе сочетания пентациклического тритерпеноида бету-
лина с метоксифлавоноидами (гликозид изорамнетина, 
гесперидин и нобилетин), позволяют в значительной сте-
пени изменять активность экспрессии генов Th1 клеточной 

Рисунок 2 – Модуляция экспрессии генов Th1 стадии иммунного ответа при иммунизации мышей гликопротеидными антигенами 
вируса гриппа (ГП) в сочетании с различными иммуностимуляторами на основе композиций очищенных биологически активных 

соединений растительного происхождения. Экспрессия генов показана как кратность изменения их копий.  
Результаты представляют собой среднее значение данных, полученных в опытах на четырех отдельных животных (p ≤0,05)
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стадии иммунного ответа, что может быть использовано 
для разработки иммуностимулирующих препаратов и спо-
собов повышения резистентности организма к вирусной 
инфекции и имеет большое значение для создания новых 
профилактических и терапевтических противовирусных 
препаратов.
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Результаты мета-анализа, включавшего 50 938 паци-
ентов, показал, что НОАК по сравнению со стандартной 
фармакотерапией варфарином, применяемой для профилак-
тики инсультов и системных тромбоэмболий у пациентов с 
неклапанной фибрилляцией предсердий, являются эффек-
тивной и безопасной альтернативой, широко применяемой 
в большинстве стран [38, 39]. При непрямом сравнении 
препараты попарно сравнивались по полученным резуль-
татам ОР и 95%ДИ (табл.1)

Лучший профиль эффективности и безопасности по-
казал апиксабан, имеющий более низкие статистические 
показатели (ОР=0,83 95%ДИ 0,62-1,09). 

Для проведения изучения экономической эффектив-
ности апиксабана в сравнении с варфарином и другими 
НОАК, были рассчитаны прямые затраты в соответствии 
с дозировкой и временем (день, месяц, год). Прямые за-
траты на варфарин в сутки составили 19,73 тг., в месяц 
– 591,9 тг., в год – 7 201,45 тг. Тогда как на НОАК затра-
ты оказались существенно выше. Для прогнозирования 
вероятности развития сердечно-сосудистых осложнений 
(ССО) и ассоциированных с ними прямых медицинских 
затрат, связанных с развитием инсульта при использовании 

различных терапевтических стратегий, была построена 
Марковская модель. Длина цикла для модели составляла 
30 дней с горизонтом продолжительности жизни из-за хро-
нического характера течения ФП неклапанной этиологии и 
рисков развития мозгового инсульта и кровотечений, моди-
фицируемых в зависимости от клинического состояния и 
назначенной терапии. Модель Маркова включала 5 основ-
ных и 2 дополнительных состояний. Согласно условиям 
модели, в течение каждого цикла у каждого из пациентов 

в моделируемой популяции 
было возможно развитие 
одного из указанных исхо-
дов, смерть или отсутствие 
изменения клинического 
состояния. Определение 
каждого из осложнений со-
ответствовало критериям 
исследований ARISTOTLE, 
RE-LY, ROCKET-AF. Моде-
лируемая когорта состояла 

из 10 тысяч пациентов. «Временной горизонт» анализа был 
взят на уровне продолжительности жизни моделируемых 
пациентов. Популяция пациентов в Марковской модели 
соответствовала больным, включённым в исследования 
ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF.

Профиль пациента в модели включал наличие ФП не-
клапанной этиологии в сочетании с хотя бы одним дополни-
тельным фактором риска инсульта/тромбоэмболии (согласно 
системе стратификации по шкале CHADS2). Было сделано 
предположение о том, что около 20% больных в модели-
руемой когорте в анамнезе имели ишемический инсульт, что 
соответствовало распределению пациентов, включённых в 
исследования ARISTOTLE, RE-LY, ROCKET-AF (табл. 2). 

Š=K�,�= 1 $ o! �/� C%C=!…/� “!="…�…,  , !�ƒ3��2=2/

№ o! �/� “!="…�…, p�ƒ3�
2=2/ …�C! �/. “!="…�…,L

1
"=!-=!,…/=C,*“=K=… (WRF/APX)
"=!-=!,…/ =K,=2!=… (WRF/DBG)

=C,*“=K=…/ =K,=2!=… (APX/DBG)

2
"=!-=!,…/ =K,=2!=… (WRF/DBG)
"=!-=!,…/!,"=!%*“=K=… (WRF/RVX)

 =K,=2!=…/!,"=!%*“=K=… (DBG/RVX)

3
"=!-=!,…/!,"=!%*“=K=… (WRF/RVX)
"=!-=!,…/=C,*“=K=… (WRF/APX)

!,"=!%*“=K=…/=C,*“=K=… (RVX/APX)

Š=K�,�= 2 - j��
�"/� C=!=��2!/ �%	��, l=!*%"=

o=!=��2! g…=��…,� n2*�%…�…,�

e›���“ �…/� ƒ=2!=2/, 2	

b=!-=!,… (“ C%�K%!%� �%ƒ/ , *%…2!%��� .--�*2,"…%“2, , 
K�ƒ%C=“…%“2, 2�!=C,,)

3 348,84 na

p,"=!%*“=K=… 20 104,50 na

d=K,	=2!=… 18 921,60 na

`C,*“=K=… 17 643,00 na

o%*=ƒ=2��, ,���,��“*%	% ,…“3��2= C!, C!,��…�…,, "=!-=!,…=  ��  !=ƒ�,�…/.  ƒ…=��…,L CHADS
2

a=�� 1 C% �*=�� CHADS
2

0,72 na

a=�� 2 C% �*=�� CHADS
2

1,27 na

a=�� 3 C% �*=�� CHADS
2

2,00 na

a=�� 4 C% �*=�� CHADS
2

2,35 na

a=�� 5 , 6 C% �*=�� CHADS
2

4,60 na

j�,…,��“*=  .--�*2,"…%“2� mn`j

n2…%��…,� !,“*%" ��  ,���,��“*%	% ,…“3��2=, mn`j C!%2," "=!-=!,…=

p,"=!%*“=K=… 0,94 0,75-1,17

d=K,	=2!=… 0,76 0,60-0,98

`C,*“=K=… 0,92 0,74-1,13

n2…%��…,� !,“*%" ��  "…32!,��!�C…%	% *!%"%,ƒ�, …, , mn`j C!%2," "=!-=!,…=
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