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Рекомбинантный человеческий интерферон-бета (ИФН-β) является наиболее часто используемым для лечения 
ремиттирующей-рецидивирующей формы рассеянного склероза лекарственным средством. У части пациентов от-
сутствует клинический ответ на проводимую терапию, что может быть обусловлено появлением антител к био-
препарату. В зависимости от возможности блокировать связывание ИФН-β со своим рецептором все антитела, об-
разующиеся против ИФН-β, делятся на связывающие и нейтрализующие. Целью данной работы является исследова-
ние аналитических и клинико-диагностических параметров тестов, использующихся для определения различных типов 
антител, синтезирующихся против ИФН-β. В исследовании участвовали 33 пациента с диагнозом рассеянный склероз, 
ремиттирующая-рецидивирующая форма, получавших терапию ИФН-β-1а, а также 40 доноров и 15 больных рассеян-
ным склерозом, не получавших терапию ИФН-β. Концентрация связывающих антител измерялась с помощью иммуно-
ферментного анализа (ИФА), а также методом иммуноблоттинга. Титр нейтрализующих антител был определен с 
помощью чувствительной к ИФН-β клеточной линии HL-116. Связывающие и нейтрализующие антитела у доноров и 
пациентов, не получавших ИФН-β, выявлены не были. Распространенность связывающих антител к препаратам ИФН-
β-1а составила 57,6% при исследовании образцов с помощью метода иммуноблоттинга и 60,6% при использовании ком-
мерческой тест-системы. Статистический анализ результатов показал высокую сходимость и корреляцию значений 
концентраций связывающих антител, полученных при использовании метода иммуноблоттинга и иммуноферментного 
теста (r = 0,9159, p < 0,0001). У 21,21% пациентов обнаружены клинически значимые титры нейтрализующих анти-
тел. Все пациенты с клинически значимым титром нейтрализующих антител были положительны в отношении свя-
зывающих антител, измеренных методами ИФА и иммуноблоттинга. Показана высокая корреляция значений титров 
нейтрализующих антител с концентрацией связывающих антител, измеренных методом иммуноблоттинга (r = 0,7909, 
p = 0,0055). Использование в клинической практике данных о наличии связывающих и нейтрализующих антител к ИФН-β 
поможет оптимизировать терапию дорогостоящими биологическими препаратами у пациентов с рассеянным склеро-
зом и другими аутоиммунными заболеваниями.
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вающие антитела.
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The human recombinant β-interferon is most frequently applied for treatment of remittent recurrent form of multiple sclerosis using 
pharmaceuticals. The clinical response to applied therapy is absent in some of patients that can be conditioned by development of 
antibodies too preparations. Depending on possibility of blocking binding of human recombinant β-interferon with its receptor, all 
antibodies are divided on binding and neutralizing ones. The purpose of study is to investigate analytical and clinical diagnostic 
parameters of tests using for detection of different types of antibodies synthesized against human recombinant β-interferon. The 
study sampling consisted of 33 patients with remittent recurrent form of multiple sclerosis receiving therapy with human recombinant 
β-interferon and also of 40 donors and 15 patients with multiple sclerosis without therapy with human recombinant β-interferon. 
The concentration of binding antibodies was measured by enzyme-linked immunosorbent assay. Also immune blotting assay was 
applied. The titer of neutralizing antibodies was determined using cell line HL-116 sensitive to human recombinant β-interferon. 
The binding and neutralizing antibodies were not detected in donors and patients without human recombinant β-interferon 
therapy. The prevalence of binding antibodies to human recombinant β-interferon amounted to 57.6% when analysis of samples 
using immune blotting assay was used and 60.6% when commercial testing system was applied. The statistical analysis of results 
demonstrated high convergence and correlation of values of concentrations of binding antibodies obtained using immune blotting 
assay and enzyme-linked immunosorbent assay (r=0.9159, p<0.0001).  The clinically significant titers of neutralizing antibodies 
were detected in 21.21% of patients. All patients with clinically significant titer of neutralizing antibodies were positive in relation 
to binding antibodies measured by immune blotting assay and enzyme-linked immunosorbent assay. The high correlation between 
values of titers of neutralizing antibodies and concentration of binding antibodies measured by immune blotting assay (r=0.7909, 
p=0.0055). The application in clinical practice of data concerning presence of binding and neutralizing antibodies to human 
recombinant β-interferon can input into optimization of therapy with expensive biologic preparations in patients with multiple 
sclerosis and other autoimmune diseases.
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Введение. Рассеянный склероз (РС) представляет со-
бой хроническое аутоиммунное заболевание центральной 
нервной системы, характеризующееся эпизодами демиели-
низации и прогрессирующей атрофией головного мозга [1, 
2]. Препараты интерферона-бета (ИФН-β) являются наи-
более часто используемым для лечения ремиттирующей-
рецидивирующей формы рассеянного склероза (РРРС) ле-
карственным средством [3—5]. Несмотря на доказанную 
эффективность препаратов ИФН-β при РРРС, у 30—50% па-
циентов отсутствует клинический ответ на проводимую тера-
пию [6, 7]. Некоторые авторы связывают это с высоким уров-
нем эндогенной экспрессии генов интерферонового ответа, а 
также со снижением фармакологической активности ИФН-β, 
что обусловлено иммуногенностью генно-инженерного био-
логического препарата (ГИБП) [8, 9].

На данный момент существует два типа препаратов 
ИФН-β. Идентичный человеческому аналогу ИФН-β-1а 
синтезируют в клетках яичника хомячка, а негликозилиро-
ванный рекомбинантный ИФН-β-1b — в бактериальной кле-
точной линии E. coli. Препараты ИФН-β, являясь по своей 
структуре белковыми молекулами, потенциально иммуно-
генны [10]. Иммуногенностью называют склонность ГИБП 
вызывать иммунный ответ в отношении молекул биопре-
парата, а также родственных белков организма [11]. Одним 
из следствий иммуногенности препаратов ИФН-β являет-
ся появление антител, ингибирующих их биологическую и 
фармакологическую активность. Данные антитела синте-
зируются в результате постепенного снижения толерантно-
сти иммунной системы к молекуле ГИБП, что обусловлено 
многократным введением ИФН-β [12]. На иммуногенность 
ИФН-β значительное влияние оказывают различия в ами-
нокислотной последовательности с эндогенным аналогом, 

отсутствие гликозилирования, формулировка препарата, 
путь введения и наличие молекулярных агрегатов [12, 13]. 
Кроме этого, аберрации гуморального иммунного ответа, 
наблюдаемые при РС, также предрасполагают к появлению 
антител к ИФН-β. Пациенты с олигоклональным синтезом 
иммуноглобулинов в спинно-цереброспинальной жидкости, 
принимающие ИФН-β, имеют больший риск появления ней-
трализующих антител (НАТ), чем пациенты с нормальным 
паттерном интертекального синтеза [14]. Различают два ти-
па синтезирующихся против препаратов ИФН-β антител — 
связывающие антитела (САТ) и НАТ. Образующиеся против 
ИФН-β САТ представляют собой совокупность всех антител, 
способных связываться с молекулой ГИБП [15, 20]. Однако 
остается неясной клиническая значимость выявления САТ к 
ИФН-β. Высокие концентрации САТ могут изменять фарма-
кодинамику и фармакокинетику препаратов ИНФ-β, а также 
предсказывать снижение клинической эффективности прово-
димого лечения в будущем. В методах, направленных на вы-
явление САТ, используется специфическое взаимодействие 
антител с исследуемым иммобилизированным ГИБП, что 
позволяет получить количественную информацию о концен-
трации САТ. Иммуноферментный анализ (ИФА) и иммуно-
блоттинг являются распространенными методами определе-
ния САТ. В свою очередь НАТ представляют собой высоко-
аффинную фракцию иммуноглобулинов класса g, входящую 
в пул САТ, способную препятствовать связыванию ИФН-β со 
своим рецептором и таким образом нарушать фармакологи-
ческую активность и ингибировать терапевтический эффект 
препарата [10, 15]. Показано снижение эффективности тера-
пии, а именно увеличение количества рецидивов и появление 
новых очагов в головном мозге, детектируемых с помощью 
магнитно-резонансной томографии, у пациентов с РС в при-
сутствии высоких титров НАТ к ИФН-β [5, 16]. Концен-
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трация НАТ к препаратам ИФН-β определяется с помощью 
чувствительных к ИФН клеточных линий. Любой образец, 
содержащий НАТ, будет снижать или полностью устранять 
ответ клеточной линии, индуцированный известной концен-
трацией ИФН-β [16, 17].

Целью данной работы является исследование аналити-
ческих и клинико-диагностических параметров тестов, ис-
пользующихся для определения различных типов антител, 
синтезирующихся против ИФН-β.

Материал и методы. В исследовании принимали участие 
33 амбулаторных больных РРРС, получавших терапию пре-
паратами ИФН-β-1а различных производителей более одного 
года. Кроме того, были использованы сыворотки 40 доноров 
крови, не получавших препараты ИФН-β и не имевших ауто-
иммунных заболеваний, 15 пациентов с диагнозом РРРС, не 
получавших препараты ИФН-β, а также контрольные поло-
жительные и отрицательные образцы на САТ и НАТ. У всех 
33 пациентов с РС была измерена концентрация САТ с по-
мощью иммуноблоттинга и ИФА.

Для определения САТ использовался коммерческий набор 
для ИФА компании bÜhlmann laboratories ag (Швейца-
рия). Исследования проводились в полном соответствии с 
инструкцией производителя. Контрольные образцы были 
предоставлены производителем. Кроме того, для определе-
ния концентрации САТ к препаратам ИФН-β была разрабо-
тана методика, основанная на принципе иммуноблоттинга. 
В качестве несущей поверхности использовалась пористая 
нитроцеллюлозная мембрана (НМ) с размером пор 0,45 мкм 
(gehealthcare, lifeTechnologies), на которую наносился 
ГИБП. После отмывки фосфатно-солевым буфером проводи-
лась забивка свободных участков мембраны путем инкуба-
ции в блокирующем буфере, содержащем 1% твин-20 и 0,5% 
альбумин человека. Далее НМ с иммобилизованным на них 
белковым препаратом инкубировались с исследуемыми сыво-
ротками пациентов. Для детекции связавшихся с мембраной 
антител использовались вторичные антитела к fc-сегменту 
Igg человека, конъюгированные со щелочной фосфатазой 
(life Technologies, США). Количество связавшихся меченых 
антител определялось цветной реакцией с использованием 
хромогена bcIp-ncT (life Technologies, США). Окрашива-
ние мембран измерялось в условных единицах оптической 
плотности (ед. опт. пл.) путем денситометрии окрашенных 
участков мембраны. Принцип метода и характерные резуль-
таты приведены на рис. 1 (см. обложку).

Для определения референсных значений была исследо-
вана концентрация антител в серии пошаговых разведений 
(от 1:10 до 1:200) 40 образцов сывороток крови доноров, ни-
когда не получавших препаратов ИФН-β. Для подтверждения 
специфичности реакции связывания САТ с ИФН-β была про-
ведена проба нейтрализации антител. Пошаговые разведения 
препарата ИФН-β в концентрациях 100; 10; 1 мкг/мл были 
инкубированы с тремя образцами, в которых ранее были вы-
явлены высокие концентрации САТ, что позволило проана-
лизировать ингибирование реакции излишком антигена. По-
сле этого образцы были проанализированы на наличие САТ 
методом иммуноблоттинга. В постановку также был вклю-
чен отрицательный контроль.

В данном исследовании концентрация НАТ была изме-
рена с помощью чувствительной к ИФН-β клеточной ли-
нии hl-116 фибросаркомы человека, несущей стабильный 
трансфект гена люциферазы, экспрессия которого контроли-
руется регуляторной областью интерферонового ответа. Кон-
центрация определялась с помощью метода, предложенного 
y. Kawade [18, 19]. После каждого измерения при расчетах 
использовался поправочный «фактор Каваде». Титр антител 
измерялся в лабораторных единицах на миллилитр (ЛЕ/мл).  
Клеточная линия hl-116, а также контрольные образцы бы-

ли любезно предоставлена проф. g. giovannoni (Лондон, Ве-
ликобритания). Для детекции уровня люциферазы использо-
вались наборы реактивов steady glo luciferase Kit (promega, 
США). Для измерения уровня люминесценции использовал-
ся микропланшетный люминометр lm-01T с термостатом 
(производства Immunotech,Чехия), с программным обеспече-
нием lIana.

В исследовании использовались референтные значения 
титров НАТ к ИФН-β, описанные в международных рекомен-
дациях [16]. Отрицательными в отношении НАТ считались 
сыворотки со значениями < 20 ЛЕ/мл, с низкими/промежу-
точными значениями — 20—100 ЛЕ/мл, с высокими — >100 
ЛЕ/мл. У всех 33 пациентов был проведен скрининг на нали-
чие НАТ, а в дальнейшем рассчитаны точные титры антител с 
использованием метода Kawade и коррекционного фактора.

Для статистической обработки использовалась програм-
ма graphpadprism 6.0. Для изучения связи между двумя пе-
ременными использовался метод ранговой корреляции по 
Спирмену. Уровень значимости для всех статистических те-
стов принимался менее 0,05. Для всех обследованных групп 
проводился анализ на нормальность распределения данных, 
в зависимости от типа которого применялись параметриче-
ские или непараметрические методы оценки выборок. Для 
изучения связи между двумя переменными использовался 
метод ранговой корреляции по Спирмену.

Результаты. В ходе исследования порога нормы САТ в 
контрольной группе доноров крови, измеряемых с помощью 
методики иммуноблоттинга, было установлено, что рефе-
ренсное значение Ед. опт. пл. составляет 16,08 (доверитель-
ный интервал 95% ± 0,43). Данное значение нормы было по-
лучено путем пошагового разведения сывороток доноров и 
определения наименьшей возможной ОП при наибольшем 
разведении образца.

Для подтверждения специфичности САТ к препарату 
ИФН-β была проведена реакция нейтрализации. Высокие 
концентрации ИФН-β (100 мкг/мл), инкубированные с об-
разцами, вызвали связывание САТ с растворенным препара-
том, что привело к ингибированию их связывания с ИФН-β, 
иммобилизованным на НМ. С увеличением концентрации 
растворенного препарата снижается оптическая плотность 
хромогенной реакции, что указывает на эффективное пода-
вление связывания САТ с растворенным препаратом. Данные 
приведены в таблице.

У 15 пациентов с РРРС, не получавших терапию пре-
паратами ИФН-β, проведено исследование концентраций 
САТ к ИФН-β с помощью ИФА и иммуноблоттинга, а также 
определены титры нейтрализующих антител. Концентрации 
САТ, измеренные двумя лабораторными методами, а также 
титры НАТ к ИФН-β не достигли положительных значений 
ни у одного из пациентов данной группы.

У 33 больных РС, получавших терапию ИФН-β-1а бо-
лее одного года, был уточнен уровень САТ с помощью двух 
методов: иммуноблоттинга и коммерческого ИФА-теста. По 

Результаты реакции нейтрализации связывающихся антител к 
препаратам ИФН-β

Концетрация пре-
парата в буфере 
для инкубации, 

мкг/мл

Отрицатель-
ный контроль

Образец 1 Образец 2 Образец 3

Ед. опт. пл.

0 1,17 105 98 58
1 1,44 90 90 58
10 1,09 58 20 37
100 1,23 30 3,9 6
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данным иммуноблоттинга, у 19 (57,6%) пациентов были вы-
явлены положительные титры САТ, в то время как по дан-
ным ИФА у 20 (60,7%) пациентов титр САТ соответствовал 
критериям позитивности. Корреляционный ранговый анализ 
результатов тестов иммуноблоттинга и ИФА показал стати-
стически значимое соответствие полученных данных (r = 
0,9159, p < 0,0001). Данные приведены на рис. 2.

Кроме того, у всех 33 пациентов был измерен титр НАТ. С 
помощью скрининг-теста нами были обнаружены НАТ к пре-
паратам ИФН-β в 11 (33,3%) из 33 образцов. Из исследован-
ных 11 образцов, положительных по результатам скрининга, 
в семи выявлено клинически значимое повышение титра НАТ 
(>20 ЛЕ/мл), а в четырех — крайне высокое содержание НАТ. 
У всех пациентов с клинически значимыми значениями НАТ 
были высокие концентрации САТ. Также была обнаружена 
статистически значимая зависимость между титром НАТ и 
концентрацией САТ, измеренных методом иммуноблоттинга 
(r = 0,7909, p = 0,0055) и ИФА (r = 0,6636, p = 0,0306). Дан-
ные приведены на рис. 3 и 4. У всех пациентов, имеющих 
клинически значимые титры НАТ, были обнаружены САТ, 
измеренные как методом иммуноблоттинга, так и ИФА.

Обсуждение. Препараты ИФН-β являются рекомбинант-
ными белковыми молекулами. Они хорошо зарекомендовали 
себя во многих научных и клинических исследованиях в ка-
честве базисных средств терапии РС, позволяющих достичь 
стойкой ремиссии у большинства пациентов и поддержать ее 
[20]. Развитие терапевтической резистентности к препаратам 
данной группы остается серьезной проблемой при лечении 

этого тяжелого и инвалидизирующего заболевания. Одной из 
причин сниженного ответа на терапию может быть образо-
вание антител, ингибирующих эффект ИФН-β. Допускается, 
что САТ к ИФН-β синтезируются у 80% пациентов [21, 22]. 
И хотя САТ не обязательно ингибируют действие ИНФ-β, 
рядом авторов показано, что отсутствие САТ исключает 
возможность наличия НАТ [23]. Распространенность НАТ 
к ИФН-β-1а сильно варьирует в различных исследованиях: 
НАТ были обнаружены у 2—35,4% пациентов, принимав-
ших ИФН-β [15, 24]. После окончания трехлетнего исследо-
вания nabInms (neutralizing antibodies on Interferon-beta in 
multiple sclerosis) были изданы международные рекоменда-
ции, уточняющие референсные значения титров НАТ, пред-
почтительные способы измерения НАТ, клиническое исполь-
зование титров НАТ, а также подходы к ведению пациентов, 
имеющих высокие титры НАТ к ИФН-β [16].

Данная работа посвящена исследованию САТ и НАТ у па-
циентов с РРРС, получающих терапию ИФН-β-1а более года, 
с помощью различных лабораторных тестов.

При исследовании концентраций САТ в группе пациен-
тов с РС было обнаружено, что при использовании метода 
иммуноблоттинга у 57,6% больных определяются высо-
кие концентрации САТ к препаратам ИФН-β. В то же время 
при использовании ИФА высокие концентрации САТ были 
обнаружены у 60,6% больных. Оба теста показали высо-
кий уровень сходимости и корреляции результатов измере-
ний концентраций САТ (r = 0,9159, p < 0,0001). Получен-
ные данные о распространенности САТ, измеренных двумя 
лабораторными методами, сопоставимы с таковыми других 
авторов. Так, в исследовании c. gneiss и соавт. (2006) САТ 
определялись у 45—66% пациентов, получающих ИФН-β-1а, 
а n. aarskog и соавт. (2009) обнаружили САТ к ИФН-β-1а в 
45,9—67% случаев [21, 25]. Следует отметить, что данные о 
распространенности САТ у пациентов, принимающих ИФН-
β-1а, сильно варьируют, что связано с разными критериями 
включения пациентов в исследование, временем проведения 
анализа, гетерогенностью пациентов с РС, а также методами 
детекции САТ [26, 27].

При исследовании титра НАТ с помощью клеточной линии 
hl-116 фибросаркомы человека, несущей стабильный транс-
фект гена люциферазы, более чем у 20% пациентов обнару-
жены клинически значимые титры антител. Данные, получен-
ные нами, соответствуют результатам ранних клинических 
исследований препаратов ИФН-β-1а, а также научных работ, 
проведенных различными группами исследователей [28, 29]. 
Исследовательские группы prIsm и specTrIms показали, 
что у 15—22% пациентов, длительно получающих ИФН-β-
1а, обнаруживаются НАТ [4, 5]. Важным результатом про-

Рис. 2. Корреляция значений концентрации связывающих 
антител, измеренных методами ИФА (ось абсцисс, пг/мл) 
и иммуноблоттинга (ось ординат, ед. опт. пл.), (r = 0,9159,  
p < 0,0001).

Рис. 3. Корреляция значений нейтрализующих антител (ось 
абсцисс, ЛЕ/мл) и связывающих антител, измеренных мето-
дом иммуноблоттинга (ось ординат, ед. опт. пл.) (r = 0,7909, 
p = 0,0055).

Рис. 4. Корреляция значений нейтрализующих антител (ось 
абсцисс, ЛЕ/мл) и связывающих антител, измеренных мето-
дом ИФА (ось ординат, пг/мл) (r = 0,6636, p = 0,0306).
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веденного исследования было доказательство возможности 
использования САТ в качестве маркера наличия клинически 
значимых титров НАТ к препаратам ИФН-β. Все пациенты с 
титром НАТ, превышающим 20 ЛЕ/мл, были положительны в 
отношении САТ, измеренных методами ИФА и иммуноблот-
тинга. Также была показана высокая корреляция титра НАТ с 
концентрацией САТ, измеренных методом иммуноблоттинга (r 
= 0,7909, p = 0,0055). Полученные нами данные подтвержда-
ют предположения, выдвинутые рядом других исследователей 
[25]. Так, высокая концентрация САТ говорит о возможном на-
личии НАТ у пациента, а отсутствие САТ полностью исклю-
чает такую возможность. Надо также отметить, что некоторые 
авторы говорят о возможном прогностическом значении САТ. 
Высокий титр САТ на 3-м месяце терапии ИФН-β предсказы-
вает появление НАТ на 2-й год терапии [15]. Данный феномен 
требует дальнейших исследований. Показано, что САТ обра-
зуются у достаточно большого количества пациентов, долгое 
время находящихся на терапии ИФН-β-1а. Кроме того, высо-
кая концентрация САТ предсказывала наличие НАТ, а также 
статистически значимо коррелировала с титром НАТ.

Понимание закономерностей продукции антител к пре-
паратам ИФН-β, а также использование описанных методов 
детекции САТ и НАТ в клинической практике поможет пер-
сонализировать терапию пациентов с РС.
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Рис. 1. Этапы детекции связывающих антител с помощью метода иммуноблоттинга.
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