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Введение

Исследование иммунного ответа является слож-
ной задачей. Оценить состояние клеточного звена 
иммунной системы можно, исследуя количествен-
ное содержание иммунных клеток, относящихся к 
различным функциональным классам. Существу-
ют маркеры, позволяющие различать клетки боль-
шинства субпопуляций лимфоцитов (такие как 
Т-лимфоциты и их субпопуляции, B-лимфоциты, 
НК-клетки и многие другие). Отдельная группа 
маркеров позволяет выделить клетки, находящие-
ся на различных стадиях созревания в составе ос-
новных субпопуляций: наивные, активированные, 
памяти, истощенные и другие. 
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Клеточный иммунный ответ связан непосред-
ственно с клетками и не может быть исследо-
ван изолированно. Одним из подходов к его ис-
следованию является изучение реакций клеток  
in vitro или ex vivo в ответ на различные раздра-
жители. Технологии синтеза пептидных струк-
тур высокой чистоты и небольшой длины (7–12 
аминокислот) – иммуногенных фрагментов 
(эпитопов) белков, компонентов различных жи-
вых организмов, дают возможность исследовать 
иммунную реакцию клеток на специфические 
стимулы. 

Иммунные клетки в ответ на стимуляцию спо-
собны проявлять три основные реакции: секреция 

Abstract
Cellular immune response plays a central role in control 

of intracellular pathogens like viruses, some bacteria and 
parasites. Evaluation of presence, specificity and strength of 
cellular immune response can be done by investigation of re-
action of immune cells to specific stimulus, like antigen. The 
major cellular reactions to antigen stimulation are produc-
tion of cytokines, proliferation and cytotoxicity. This review 
is focused on interferon-gamma as one of the central Th1 cy-
tokines: its biology, immunological role and application as 
marker of cellular immune response. 
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Резюме
Клеточный иммунный ответ играет важную роль в 

борьбе с внутриклеточными патогенами, такими как 
вирусы, некоторые бактерии и паразиты. Оценить на-
личие, специфичность и напряженность клеточного от-
вета можно путем исследования реакции клеток иммун-
ной системы на специфические раздражители, такие 
как антиген. К основным реакциям на антиген-стимуля-
цию относятся продукция цитокинов, пролиферация и 
цитотоксичность. В данном обзоре рассмотрен интер-
ферон-гамма как один из центральных Тх1 цитокинов: 
его биология, иммунологическая роль и использование в 
качестве маркера клеточного иммунного ответа. 

Ключевые слова: интерферон-γ, ИФН-γ, Interferon-
gamma releasing assay, IGRA, Enzyme-Linked ImmunoSpots, 
ELISpot.
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на выраженная индукция «противовирусного» 
состояния клеток. При этом большинство клеток 
способны реагировать на ИНФ I типа, в то время 
как способностью реагировать на ИФН III типа 
обладают в основном клетки, подвергающиеся 
высокому риску инфицирования – слизистые 
оболочки. Таким образом, ИФН-λ способен ин-
дуцировать выраженную противовирусную ре-
акцию в тканях с высоким риском инфицирова-
ния, без индукции генерализованного воспали-
тельного ответа [3].

В отличие от интерферонов I и III типов, про-
дуцируемых различными клетками человеческого 
организма, в основном, в ответ на вирусную ин-
фекцию, продукция ИФН-γ, являющегося един-
ственным представителем II типа интерферонов, 
специфична для активированных клеток иммун-
ной системы: Tх1, цитотоксические лимфоциты 
(ЦТЛ), натуральные киллеры (НК) и антиген-пре-
зентирующие клетки (АПК) [4]. Хотя B-лимфоциты 
являются основными элементами гуморального 
иммунного ответа, недавно идентифицированные 
их субпопуляции, так называемые «врожденные» 
В-лимфоциты, также продуцируют ИФН-γ в ответ 
на бактериальные инфекции, способствуя актива-
ции макрофагов и врожденного иммунного ответа 
[5]. 

У человека ген ИФН-γ расположен на длинном 
плече 12 хромосомы. Зрелая мРНК ИФН-γ имеет 
длину около 1,2 кб и кодирует белок молекуляр-
ной массой 17 кДа. Функциональную активность 
ИФН-γ приобретает как N-гликозилированный го-
модимер [6]. 

При инфицировании клетки внутриклеточ-
ными патогенами, такими как вирусы, в первую 
очередь реагирует система врожденного имму-
нитета. НК-клетки являются основным элемен-
том последнего, так как для их активации не 
требуется специфическая антиген-стимуляция. 
Сигналом для активации НК служит уменьшение 
экспрессии специфических молекул на поверх-
ности клеток, например, основного комплекса 
гистосовместимости (MHC) класса I (HLA-С), 
происходящее при нарушении (например, 
вследствие репликации вируса) внутриклеточ-
ного метаболизма, а также экспрессия клетками 
(по тем же причинам) стресс-индуцированных 
молекул (рис.). Активация НК-клеток приводит 
к секреции ими молекул перфорина и гранзима Б, 
осуществляющих лизис поврежденных/изме-
ненных клеток и выбросу ИФН-γ. Следует отме-
тить, что для НК характерна постоянная транс-
крипция генов, кодирующих ИФН-γ, ведущая к 
постоянному присутствию внутриклеточного 
ИФН-γ и способности секретировать последний 
непосредственно, при первичном контакте с по-
врежденной клеткой [7, 8].

цитокинов, цитотоксичность и пролиферация. Су-
ществуют методики, позволяющие оценить каж-
дую из них. В данном обзоре мы остановимся на 
одной – секреции цитокинов в ответ на стимуля-
цию специфическим антигеном. 

Согласно существующему представлению, 
тип иммунного ответа может быть классифи-
цирован на основании продуцируемых специ-
фическими клетками, Т-хелперами цитокинов. 
T-хелперы 1 класса (Тх1) продуцируют интер-
лейкин (ИЛ)-2, интерферон (ИФН)-γ, фактор не-
кроза опухоли (ФНО)-α и координируют клеточ-
ный иммунный ответ. Т-хелперы 2 (Tх2) класса 
координируют, в основном, гуморальный им-
мунный ответ, продуцируя ИЛ-4, ИЛ-13, ИЛ-10 
и другие цитокины. Здесь мы остановимся на 
рассмотрении лабораторных методов, основан-
ных на изучении антигениндуцированной про-
дукции интерферона гамма (ИФН-γ) в качестве 
маркера специфического Tх1-иммунного отве-
та. Вначале мы представим имеющиеся данные 
относительно самого ИФН-γ – его природы и 
функции, поскольку без их понимания невоз-
можно интерпретировать получаемые результа-
ты. Затем рассмотрим примеры использования 
метода в лабораторной практике.

Интерферон-γ
Интерфероны (от английского to interfere) 

были открыты в 1957 г. сотрудниками Лондон-
ского национального института Айзексом и 
Линдерманом, изучавшими феномен интерфе-
ренции вирусов [1]. Интерференция вирусов – 
это подавление репликации вируса в результате 
предшествующей инфекции другим вирусом.  
В своей работе авторы изучали интерференцию 
инактивированного нагреванием вируса гриппа 
с ростом живого вируса гриппа на фрагментах 
куриной хорион-аллантоисной мембраны. Было 
установлено, что инкубация инактивированно-
го вируса и мембраны приводит к выделению 
ранее не известного фактора, способного вызы-
вать интерференцию. Открытый фактор полу-
чил название интерферон. В дальнейшем было 
установлено, что интерферон представляет со-
бой не уникальную молекулу, а целое семейство 
протеинов, которое, на основании характери-
стик специфичного рецепторного аппарата, раз-
делено на три типа: I тип – ИФН-α/β, II тип – 
ИФН-γ и III тип – ИФН-λ. Активация рецепторов 
специфичных к различным типам (и подтипам) 
интерферонов приводит к различным клеточ-
ным реакциям, определяемым профилем транс-
крипции интерферон-стимулированных генов 
и, как следствие, различной противовирусной, 
антипролиферативной и иммуномодулирующей 
активностью [2]. Для ИФН I и III типов характер-
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обзорной статье Brownlie и Zamoyska [9]. Вкрат-
це, связывание комплекса АГ-MHC и TCR при-
водит к фосфориллированию внутриклеточного 
домена последнего, активации внутриклеточных 
сигнальных каскадов реакций, связанных с мито-
ген-активируемой протеинкиназой (MAPK) и ну-

Первичным сигналом к активации Т-лимфо-
цитов является связывание T-клеточного рецеп-
тора (TCR) с комплексом антиген (АГ)-MHC на 
поверхности клетки (инфицированные клетки в 
случае MHC-I, АПК в случае MHC-II). Механиз-
мы сигнального пути TCR детально изложены в 

Рис. Основные пути индукции и биологические эффекты IFN-γ (схематично): A – Инфицированные патогеном 
клетки в результате нарушения функции снижают экспрессию молекул HLA-C на своей поверхности. HLA-C 
через связывание с рецептором KIR на поверхности НК угнетают активность последних. В случае отсутствия на 
поверхности клетки молекул HLA-C угнетения не происходит, НК активируются, вырабатывают ИФН-γ и молекулы 
мембрано-атакующего комплекса. Б – Патоген или его фрагменты (ПАМП), фагоцитированные макрофагами, 
распознаются ПРР, такими как TLR, а также подвергаются расщеплению в антиген-презентирующем компартменте 
макрофагов с последующей экспрессией эпитопов на поверхности в комплексе с молекулами МНС. Активация ПРР 
вызывает продукцию макрофагами цитокинов ИЛ-12, 18, которые, в комплексе с экспрессированными эпитопами, 
активируют продукцию IFN-γ (и других цитокинов) T-хелперами. В – Белки, фрагменты внутриклеточного 
патогена, подвергаются деградации в протеасомах клетки. Эпитопы, продукты деградации, экспрессируются на 
поверхности в составе комплекса с MHC-I. Цитотоксические лимфоциты, активированные связыванием TCR на их 
поверхности с комплексом антиген-MHC на поверхности инфицированной клетки, в совокупности со стимуляцией 
интерлейкинами-12 и -18, лизируют инфицированную клетку и секретируют ИФН-γ. Г – Клетки в ответ на активацию 
рецептора ИФН-γ повышают экспрессию на своей поверхности молекул MHC и переходят в противовирусное 
«состояние» или подвергаются апоптозу. Д – Макрофаги в ответ на стимуляцию ИФН-γ повышают экспрессию 
MHC-II на своей поверхности, повышают микробицидную активность и производят хемокины, привлекающие 
в очаг воспаления лимфоциты. E – Лимфоциты Т-хелперы в ответ на стимуляцию ИФН-γ дифференцируются 
в направлении Tх1. Сокращения: НК – натуральные киллеры, Tх – лимфоциты Т-хелперы, ИЛ- интерлейкин, 
ЦТЛ – цитотоксические лимфоциты, ИФН-γ – интерферон-γ, ПАМП – патоген-ассоциированные молекулярные 
паттерны, ПРР – паттерн-распознающие рецепторы, KIR – Killer-cell Immunoglobulin like Receptor, иммуноглобулин-
подобный рецептор клеток киллеров, HLA – человеческий лейкоцитарный антиген, MHC – основной комплекс 
гистосовместимости, TCR– Т-клеточный рецептор, TLR – Толл-рецепторы
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нях, не относящихся к иммунной системе, – в коже, 
нервной ткани и плаценте (в 10–100 раз превыша-
ет экспрессию в селезенке и кроветворных орга-
нах) [15].

Внутриклеточная передача сигнала от ИФН-γР 
инициируется путём связывания димеров ИФН-γ 
с субъединицей ИФН-γР1, вызывая димеризацию 
рецептора, что, в свою очередь, активирует Янус-
киназу (JAK)-1 и JAK-2 [16]. JAK-1 взаимодейству-
ет с ИФН-γР1 субъединицей рецептора, а JAK-2 
соответственно – с ИФН-γР2. Сигнал от активи-
рованного рецептора к ядру может передаваться 
посредством нескольких сигнальных каскадов.

Наиболее изученным является JAK/STAT-
зависимый путь внутриклеточной сигнализации. 
Активация JAK-киназ приводит к фосфорилли-
рованию белка «проводник сигнала и активатор 
транскрипции» (STAT) 1 типа, латентного цито-
плазматического транскрипционного фактора, 
который, димеризуясь, становится активным. Ак-
тивный STAT-1 гомодимер перемещается к ядру, 
где активирует транскрипцию ИФН-γ активиру-
емых (GAS) генов. На сегодняшний день извест-
но о нескольких сотнях подобных генов, среди 
которых IRF1, IRF9, CIITA, iNOS-2, SOCS-1 и др. 
(табл.) Однако действие ИФН-γ не ограничивается 
транскрипцией только GAS-генов. Через продук-
ты транскрипции GAS-генов данный цитокин ре-
гулирует транскрипцию факторов, индуцируемых 
ИФН I типа. Одним из них является интерферон-
зависимый регуляторный фактор (IRF) – 1. Про-
дукты его транскрипции связываются непосред-
ственно с ИФН-стимулированными элементами 
(ISRE), последовательностью генов, которая явля-
ется мишенью сигнального пути от ИНФ-α и -β. 
Это свидетельствует о тесной взаимосвязи интер-
фероновых систем I и II типа [17]. 

Нарушение JAK/STAT сигнализации приводит 
к тяжелому иммунодефициту. В экспериментах, 
проведенных на мышах, нокаутированных по ге-
нам, кодирующим JAK1, JAK2 и STAT1, продемон-
стрировано влияние данных белков на развитие 
иммунного ответа [18]. Была показана повышен-
ная чувствительность к вирусным и микобактери-
альным инфекциям у людей с мутациями в генах, 
кодирующих STAT1 и ИФН-γР [19].

Помимо классического JAK/STAT пути переда-
чи сигнала, ИФН-γ способен активировать несколь-
ко дополнительных сигнальных каскадов, включая 
митоген-активируемые протеинкиназы (MAPK), 
протеинкиназы, регулируемые внеклеточными 
сигналами (ERK1/2), и др. STAT-независимые пути 
ассоциированы с противовирусным, антипроли-
феративным и противоопухолевым эффектами 
ИФН-γ [20].

клеарного фактора каппа-Б (NFkB), осуществляю-
щих мобилизацию транскрипционных факторов 
генов, ответственных за рост, дифференциацию и 
эффекторные функции Т-клеток. Одной из таких 
функций является продукция различных провос-
палительных цитокинов: ИФН-γ, ФНО-α, ИЛ-2. 
Tх1 и ЦТЛ, относящихся к специфическому им-
мунному ответу, которые в наивном состоянии 
не производят ИФН-γ. Для приобретения способ-
ности к антиген-индуцированной продукции ци-
токинов, клеткам, реализующим специфический 
иммунный ответ, необходимо пройти стадию ак-
тивации. Следовательно, только активированные 
Т-лимфоциты и T-клетки памяти способны выра-
батывать цитокины непосредственно при контак-
те с антигеном. Для активации Т-клеток, помимо 
связывания антигена с TCR, необходима и цитоки-
новая ко-стимуляция. 

ИЛ-12 и -18 являются основными ИФН-γ-
индуцирующими цитокинами, которые выделяют 
моноциты и АПК в ответ на патогены, оказавшие-
ся во внутриклеточном пространстве. ИЛ-12 акти-
вирует экспрессию рецептора ИЛ-18, и вместе они 
индуцируют транскрипцию гена ИФН-γ. Совмест-
ное действие данных цитокинов усиливает клеточ-
но-опосредованный иммунный ответ [10, 11].

Хемокины, такие как ИФН-γ индуцируемый 
протеин 10 (IP-10), белок хемоаттрактант моноци-
тов 1 (MCP-1), хемокиновый лиганд 5 (CCL5) при-
влекают в очаг воспаления НК и T-лимфоциты, а 
ИЛ-12 стимулирует продукцию ими ИФН-γ. Про-
должающаяся стимуляция ИЛ-12 и ИЛ-18 приво-
дит к дальнейшему усилению продукции ИФН-γ 
(см. рис.). Помимо ИЛ-12 и ИЛ-18, способностью 
активировать продукцию ИФН-γ обладает и не-
давно выявленный цитокин ИЛ-24 или MDA-7 
(Melanoma differentiation associated 7), относящий-
ся к семейству ИЛ-10, секретируемый активиро-
ванными Т-лимфоцитами и моноцитами [12]. 

Ингибирующими сигналами для продукции 
ИФН-γ являются Tх2 цитокины: ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-
10, ИЛ-13, а также глюкокортикостероиды [13].

Рецептор ИФН-γ (ИФН-γР) состоит из двух 
субъединиц: лиганд-связывающей ИФН-γР1 и 
структурной ИФН-γР2. Ген, кодирующий субъеди-
ницу ИФН-γР1, у человека расположен на 6 хромо-
соме, ИФН-γР2 – на 21 хромосоме [14]. Рецепторы 
к ИФН-γ экспрессируются на поверхности прак-
тически всех клеток человеческого организма, за 
исключением эритроцитов. Установлено, что даже 
тромбоциты экспрессируют ИФН-γР в количестве 
порядка 300 молекул на клетку (в других тканях 
плотность экспрессии варьирует от 200 до 25 000 
молекул на клетку). Также установлено что наи-
большая экспрессия рецептора имеет место в тка-



Обзор

Том 7, № 4, 2015           ЖУРНАЛ ИНФЕКТОЛОГИИ14

так называемых «иммунопротеасом», что значи-
тельно увеличивает активность антигенпрезента-
ции [21]. ИФН-γ также индуцирует экспрессию 
на АПК молекул MHC-II и ко-стимулирующих мо-
лекул CD80/CD86, необходимых для презентации 
антигена CD4+ T-лимфоцитам через TCR [22].

ИФН-γ является одним из основных продуктов 
Tх1 CD4+ клеток. Он приводит к развитию им-
мунного ответа по Tх1 типу, что выражается в ха-
рактерных для этого типа иммунитета клеточных 
реакциях. ИФН-γ-зависимая стимуляция специ-
фического клеточного иммунного ответа реализу-
ется прямыми и косвенными механизмами, таки-
ми, как ингибирование Tх2 клеточной популяции в 
совокупности со стимуляцией процессинга и пре-
зентации антигенов, экспрессией поверхностных 
ко-стимулирующих молекул на АПК, и повыше-
нии дифференциации Tх0 CD4+ T-лимфоцитов в 
направлении Tх1 фенотипа.

Важной функцией ИФН-γ является вызываемое 
им состояние противовирусной защиты (подавле-
ние продукции белка и разрушение РНК) за счет 

Биологические эффекты ИФН-γ
К основным провоспалительным эффектам 

ИФН-γ относятся:
– потенцирование активности системы интер-

феронов I типа;
– активация презентации антигена молекула-

ми MHC-I и MHC-II;
– поляризация клеточного иммунного ответа в 

направлении Tх1;
– активация внутриклеточных противовирус-

ных механизмов;
– контроль клеточного цикла;
– активация микробицидных механизмов 

клетки;
– активация продукции иммуноглобулинов 

IgG B- и плазматическими клетками;
– активация адгезивных свойств лейкоцитов.
Интерфероны I и II типов повышают экспрес-

сию поверхностных молекул MHC-I, что, в свою 
очередь, усиливает способность цитотоксических 
Т-лимфоцитов распознавать антигены. Также 
ИФН-γ смещает протеасомный баланс в сторону 

Таблица

Гены, индуцируемые ИФН-γ, и биологические функции их продуктов [13]

Ген/белок Биологический эффект/функция

Лёгкая цепь MHC I Структурные компоненты MHC I, перемещающие чужеродные или 
собственные пептиды на клеточную поверхность для его распознавания 
цитотоксическими Т-клетками

β 2-микроглобулин

α1, α2, β1, β2 MHC II Структурные компоненты MHC II. MHC II перемещает на клеточную 
поверхность чужеродные и собственные белки для распознавания CD4+ 
лимфоцитами

CIITA
Трансактиватор основного комплекса 
гистосовместимости II класса

Ген белка, выступающего в качестве активатора транскрипции и контроля 
экспрессии генов главного комплекса гистосовместимости II класса

Протеинкиназа R (PKR) Протеинкиназа, активируемая двуцепочечной РНК, обеспечивающая состояние 
противовирусной активности, фактор ингибирования клеточной пролиферации

ADAR
РНК специфичная аденозин деаминаза

Фермент, нарушающий функциональность двуцепочечной РНК путём 
конвертации аденозина в инозин

IRF-1
интерферон-зависимый регуляторный 
фактор 1

Фактор активации и регуляции транскрипции генов, индуцируемых IFN-α и 
IFN-β. Регулятор апоптоза и супрессии опухоли

Каспаза 1 Протеолитический фермент, конвертер/активатор предшественников 
провоспалительных цитокинов (ИЛ-1β и ИЛ-18)

Рецептор ФНОα Индукция транскрипции генов, и активация апоптоза

iNOS/NOS2
индуцируемая синтетаза оксид азота

Группа ферментов, катализирующих образование оксида азота из аргинина, 
кислорода и НАДФ

NRAMP1
Макрофагальный протеин, ассоциированный 
с естественной устойчивостью

Мембранный белок, увеличивающий естественную сопротивляемость 
макрофагов внутриклеточным патогенам

ИЛ-12 Фактор дифференциации CD4+ T-клеток в сторону Th1 фенотипа. Активатор 
НК-клеток

FcγRI
Fc γ-рецептор I

Связывание внеклеточного патогена через IgG в фазу адаптивного иммунного 
ответа

C2,C4, Factor B Белки комплемента, секретируемые макрофагами и фибробластами в ответ 
на ИФН-γ. Связывают внеклеточные патогены для рецептор опосредованного 
фагоцитоза
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клетками с использованием «штатных» элементов 
клетки – протеасом. Протеасомы – органеллы, 
осуществляющие разрушение белковых молекул, 
выполнивших свою функцию. Они разрезают 
длинные белковые молекулы на короткие, имею-
щие длину 8–16 аминокислот. Пептиды, имею-
щие длину 8–10 a.к, связываются с молекулами 
основного комплекса гистосовместимости (MHC) 
класса I. Комплексы пептид-MHC затем мигриру-
ют на поверхность клетки, представляя иммунной 
системе информацию о белковом составе клетки. 
Профессиональные АПК поглощают патоген по-
средством фаго-, макропино- или эндоцитоза и 
затем в антиген-презентирующем компартменте 
клетки подвергают белковые молекулы деграда-
ции. Пептиды, продукты деградации, имеют на-
сколько большую, по сравнению с получаемы-
ми в соматических клетках, длину (15–24 а.к.). 
Последние связываются с молекулами MHC II и 
перемещаются на поверхность АПК. Комплексы 
MHC I в основном служат для представления ан-
тигена цитотоксическим лимфоцитам, в то время 
как MHC II – Т-хелперам. Существует феномен 
кросс-презентации, благодаря которому АПК спо-
собны представлять антиген цитотоксическим 
лимфоцитам, вызывая их активацию [27, 28]. 

Лимфоциты при первичном контакте с анти-
геном проходят фазу активации, результатом ко-
торой является появление антиген-специфичных 
клеток памяти, способных быстро реагировать 
при повторном контакте с антигеном и лежащих 
в основе специфического иммунитета. При по-
вторном контакте с антигеном специфические 
Tх1 и цитотоксические лимфоциты продуцируют 
ИФН-γ in vitro [29]. 

Продукция ИФН-γ может быть измерена на 
различных уровнях:

– концентрация внутриклеточной РНК ИФН-γ 
(ПЦР в реальном времени, вестерн-блот, гибриди-
зация in situ);

– внутриклеточная концентрация ИФН-γ и 
подсчет клеток, секретирующих ИФН-γ (проточ-
ная цитометрия); 

– концентрация внеклеточного ИФН-γ в су-
пернатанте культуры клеток или цельной крови 
(ИФА, Cytometric Bead Array (CBA) и xMAP техно-
логии);

– подсчет числа ИФН-γ продуцирующих лим-
фоцитов (как пропорция антиген-специфических 
клеток в ELISpot).

Вне зависимости от метода детекции продук-
ция ИФН-γ используется как показатель напря-
женности специфического Tх1 клеточного иммун-
ного ответа. Методика может использоваться как 
для определения напряжённости специфического 
иммунного ответа при условии знания молеку-
лярной структуры антигена, так и для выявления 

индукции синтеза протеинкиназы R (PKR) – не-
активной в конститутивной форме и требующей 
сигнала для автофосфориллирования/активации. 
Одним из активаторов PKR является РНК вирусов. 
При взаимодействии PKR и двуцепочечной РНК 
происходит демаскировка каталитического доме-
на PKR, который отвечает за автофосфориллиро-
вание [23]. Активированная PKR фосфориллирует 
фактор инициирования трансляции эукариотов 
(EIF2a), подавляя активность последнего, приводя 
к снижению трансляции белков в клетке и, тем са-
мым, подавляя синтез вирусных белков.

Другими клеточными эффектами ИФН-γ явля-
ются контроль клеточного цикла, роста и апопто-
за макрофагов [24]. Также данный цитокин кон-
тролирует созревание моноцитов в эффекторные 
клетки, активацию нейтрофилов, усиление фаго-
цитоза, увеличение бактерицидной активности 
фагоцитирующих клеток (за счёт индукции син-
теза iNOS и цитозольных компонентов НАДФ-Н-
зависимой оксидазы фагоцитов), синтез макрофа-
гального протеина NRAMP-1, который повышает 
резистентность макрофагов к внутриклеточным 
микроорганизмам [25]. Под влиянием ИФН-γ уси-
ливается экспрессия таких комплексов распоз-
навания бактериальных липополисахаридов, как 
Толл-рецепторы (TLR)-2, TLR-4, CD14. Дефицит 
данных молекул влияет на функции макрофагов 
распознавать и захватывать патоген, тем самым 
нарушая процессы активации АПК и запуска им-
мунного ответа. 

Помимо провоспалительных, ИФН-γ обладает и 
рядом противовоспалительных эффектов:

– подавление миграции нейтрофилов;
– активация T-регуляторных клеток;
– подавление дифференциации Tх2 и Tх17 

клеток;
– активация апоптоза клеток эффекторов.
Нарушение функционирования системы 

ИФН-γ может проявляться различными состо-
яниями: от предрасположенности к тяжелым и 
атипичным инфекциям и онкогенезу до аутоим-
мунных заболеваний различных органов и систем 
(воспалительные заболевания кожи, ЖКТ, ЦНС, 
опорно-двигательного аппарата, органов внутрен-
ней секреции и др.) [26].

Лабораторные методики на основе измерения 
продукции ИФН-γ: Interferon Gamma Releasing 
Assay (IGRA)

Оценка функционального состояния иммунной 
системы 

Для исследования иммунной реакции принци-
пиальное значение имеет выбор раздражителя. 
In vivo белковые молекулы внутриклеточного па-
тогена подвергаются деградации соматическими 
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ты после пересадки органов и стволовых клеток. 
Для идентификации пациентов с высоким риском 
реактивации латентной ЦМВ инфекции разрабо-
таны и валидизированы диагностикумы на основе 
инкубации цельной крови и периферических лим-
фоцитов с различными имуногенными пептидами 
ЦМВ. Сниженная продукция ИФН-γ говорит о вы-
соком риске реактивации инфекции. Тесты могут 
применяться в сочетании с определением вирусной 
нагрузки ЦМВ для оценки риска реактивации ЦМВ 
в трансплантологии с целью уточнения показаний 
для назначений противовирусных препаратов или 
коррекции иммуносупрессивной терапии [36, 37]. 

В работе Otani (2009) и позднее в работе Terada 
(2014) были продемонстрированы возможности 
использования вакцины Varicella Zoster в каче-
стве антигена в культуре цельной крови (16–18 ч 
инкубации) для оценки напряженности специ-
фического иммунитета против вируса Varicella 
Zoster (VZV) с целью определить перенесенную 
VZV-инфекцию в анамнезе, VZV-иммунный ста-
тус пациента, риск рецидива заболевания [38], па-
циентов, не ответивших на вакцинацию, а также 
пациентов высокого риска развития клинической 
VZV-инфекции [39].

Schoffelen et al. исследовали диагностические 
возможности методов, основанных на инкуба-
ции цельной крови с последующим измерени-
ем содержания ИФН-γ в ИФА и стимулирования 
периферических лимфоцитов в ELISpot для диа-
гностики инфекций, вызванных Coxiella Burnetti 
(Ку-лихорадка) [40]. В качестве антигенов исполь-
зовались инактивированный формалином штамм 
«Хензерлинг» и инактивированный нагреванием 
штамм «Девятая миля» С. Burnetti. Было установ-
лено, что оба диагностикума имеют высокую чув-
ствительность в диагностике Ку-лихорадки, и их 
результаты значимо коррелируют между собой. 
Авторы рекомендовали проведение валидации ме-
тодов на большей когорте пациентов.

В работе Woolley (2004) было установлено, что 
у ВИЧ-инфицированных пациентов, Chlamidiae 
pneumoniae может вызывать различные клиниче-
ские проявления, в зависимости от преобладания 
клеточного или гуморального иммунного ответа. 
В частности, при недостаточности клеточного им-
мунного ответа или относительном преобладании 
Tх2 ответа (который оценивался по содержанию 
в сыворотке крови специфических антител раз-
личных классов), патоген имеет склонность вызы-
вать сердечно-сосудистую патологию у ВИЧ (+) 
пациентов [41]. Авторы использовали в качестве 
объекта цельную кровь, которую культивировали 
в присутствии антигена, представляющего собой 
элементарные тельца C. pneumoniae.

В серии работ Sundar et al. (2014) использова-
ли различные модификации методики измерения 

иммуногенных эпитопов (пептидов), которые в 
дальнейшем могут использоваться, например, при 
разработке вакцин.

Диагностика инфекционных заболеваний

Для диагностики туберкулеза (ТБ) относитель-
но недавно разработаны и валидизированы диа-
гностические системы, основанные на измерении 
продукции ИФН-γ в ответ на стимуляцию «кок-
тейлем» из двух белков M.Tb, относящихся к так 
называемому отличительному региону 1: Early 
secretory antigenic target-6 (EAST-6) и culture filtrate 
protein-10 (CFP-10) в культуре цельной крови и в 
реакции ELISpot. Повышенное содержание ИФН-γ 
в супернатанте после инкубации говорит об акти-
вации инфекции. Большим числом исследований 
подтверждены преимущества метода над рутин-
ной туберкулиновой пробой, проявляющиеся бо-
лее высокой чувствительностью и специфично-
стью, способностью идентифицировать лиц с ла-
тентной инфекцией и высоким риском активации. 
Потенциально этот метод позволяет дифференци-
ровать ТБ и поствакцинальный иммунитет (БЦЖ). 
Продолжаются исследования, направленные на 
уточнение эффективности метода в отдельных по-
пуляциях пациентов (дети, ВИЧ-инфицированные, 
лица из эндемичных регионов и др.) [30–34]. 
Tebruegge et al. с целью идентифицировать цито-
киновый профиль, специфичный для туберкулеза, 
исследовали специфическую продукцию ИФН-γ, 
ИФН-γ индуцируемый белок 10 (IP10), ФНО-α, ан-
тагонист рецептора ИЛ-1 (ИЛ-1ра), ИЛ-2, ИЛ-13 и 
провоспалительный белок макрофагов 1β (MIP-1β) 
в цельной крови в ответ на стимуляцию белками 
ESAT-6, CFP-10 и туберкулином у 149 детей, обсле-
дованных на активный и латентный туберкулез 
[35]. Продукция данных цитокинов была значи-
тельно повышена у пациентов как с активным, так 
и с латентным туберкулезом. Авторы установи-
ли, что измерение антиген-индуцированной про-
дукции IP-10, ФНО-α и ИЛ-2 позволяет с высокой 
чувствительностью и специфичностью выявлять 
тубинфцирование. При этом измерение продук-
ции ФНО-α, ИЛ-1ра и ИЛ-10 наилучшим образом 
позволяет дифференцировать латентный и ак-
тивный туберкулез. Использование отношений 
ФНО-α/ИЛ-1ра и ФНО-α/ИЛ-10 позволило пра-
вильно классифицировать 95,5% и 100% случаев 
соответственно. Авторы рекомендовали включить 
перечисленные биомаркеры в иммунодиагности-
ческие системы для повышения чувствительности 
последних.

Цитомегаловирусная (ЦМВ) инфекция также 
широко распространена и имеет преимуществен-
но латентное течение, но представляет смертель-
ную опасность для пациентов с иммуносупрессией: 
ВИЧ-инфицированные, новорожденные, пациен-
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ний играет значимую роль. Другим направлением 
использования IGRA является оценка иммуно-
генности пептидов, при тестировании возможно-
сти их использования для разработки новых вак-
цин. ELISpot (Enzyme linked immunosorbent spot, 
ELISpot) – методика, основанная на принципах 
иммуноферментного анализа, в отличие от послед-
него, использует в качестве исследуемого объекта 
не жидкие среды (сыворотка, плазма), а клетки 
крови. Принцип метода заключается в культиви-
ровании известного количества периферических 
лимфоцитов с антигеном на поверхности полупро-
ницаемой мембраны, покрытой антителами к ис-
следуемому цитокину (ИФН-γ). Клетки, при кон-
такте с антигеном, вырабатывают ИФН-γ, который 
связывается антителами. В дальнейшем мембрана 
обрабатывается биотинилированнными антитела-
ми к тому же цитокину (ИФН-γ) и далее обрабаты-
вается стрептавидин-связанным ферментом (пе-
роксидаза или щелочная фосфатаза). В результате 
в тех участках мембраны, где находились клетки, 
вырабатывающие ИФН-γ, образуются участки с 
ферментативной активностью, способные при на-
несении субстрата трансформировать последний 
с окрашиванием мембраны. Подсчет числа окра-
шенных пятен (spots) позволяет количественно 
оценить содержание антиген-специфических кле-
ток. ИФН-γ ELISpot является наиболее часто ис-
пользуемым и валидизированным методом [45]. 

Основной областью применения ELISpot яв-
ляется скрининг антигенов с целью выявления 
иммуногенных эпитопов. Для этого создаются 
библиотеки перекрывающихся пептидов длиной 
7–12 аминокислот, в совокупности охватываю-
щие всю длину исследуемого белка. Те пептиды, 
которые распознаются антиген-специфическими 
клетками и вызывают выработку ИФН-γ, иденти-
фицируются как иммуногенные и используются в 
составе вакцин. В дальнейшем, при иммунизации 
(лабораторных животных или человека) выбран-
ными пептидами возможно оценить эффектив-
ность вакцины, исследовав подобным образом 
клетки до и после иммунизации. 

ELISpot широко используется (в сочетании с 
другими методами) при разработке ДНК-вакцин 
против Кори [46], ВИЧ [47, 48], гепатита С [49–51], 
лихорадки Эбола [52], а также при разработке кле-
точных вакцин против онкологических заболева-
ний [53, 54]. 

Постановка IGRA

Поскольку исследование антиген-индуциро-
ванной продукции цитокинов требует одновре-
менной оценки способности лимфоцитов произ-
водить и секретировать цитокины, необходимо 
включение в постановку неспецифических сти-
муляторов в качестве положительного контроля. 

продукции ИФН-γ в ответ на стимуляцию раство-
римым антигеном лейшмании [42]. В результате 
было установлено, что при использовании в каче-
стве объекта периферических лимфоцитов доста-
точно сложно выявить продукцию ИФН-γ в ответ 
на антиген-стимуляцию у пациентов с активным 
лейшманиозом. Однако при использовании в ка-
честве объекта культуры цельной крови был вы-
явлен значимый ответ в виде продукции ИФН-γ и 
ИЛ-10. Авторы заключили, что использование по-
казателя продукции ИФН-γ в качестве единствен-
ного маркера не эффективно, и рекомендовали 
использовать сочетание цитокинов и хемокинов, 
более полно отражающих специфический иммун-
ный ответ.

Chapey et al. использовали методику IGRA для ди-
агностики врожденного токсоплазмоза. В качестве 
объекта использовалась цельная кровь, которая 
культивировалась в течение 24 ч в присутствии ан-
тигена. В качестве стимула применялся фильтрат 
разрушенной несколькими циклами заморозки/
разморозки с последующей обработкой ультра-
звуком токсоплазмы. При тестировании метода 
на взрослых пациентах (114 инфицированных и 58 
не инфицированных) были установлены чувстви-
тельность и специфичность 96% и 91%, соответ-
ственно. В дальнейшем метод был использован для 
диагностики врожденного токсоплазмоза у детей. 
У 16 из 17 инфицированных детей была выявлена 
значительно более высокая продукция ИФН-γ в 
цельной крови, чем у 45 не инфицированных (все 
дети были рождены от матерей, имевших серокон-
версию к токсоплазме во время беременности). 
В результате были установлены 94% чувствитель-
ность и 98% специфичность метода у детей. Авто-
ры заключили, что метод является простым и до-
ступным для исключения врождённого токсоплаз-
моза [43].

В работе Liu et al. продемонстрирована возмож-
ность использования анализа профиля продукции 
цитокинов при стимуляции митогенами в клини-
ческой практике для оценки функции иммунной 
системы у пациентов, получающих иммуносу-
прессивную терапию. Установлено, что различ-
ные иммуносупрессоры имеют специфический, 
доза-зависимый профиль снижения реактивности 
лимфоцитов, что может быть использовано для оп-
тимального выбора препарата и подбора дозиров-
ки [44].

ELISpot

IGRA с использованием цельной крови в ка-
честве исследуемого объекта является относи-
тельно простым и эффективным методом, позволя-
ющим исследовать напряженность Tх1 клеточного 
иммунного ответа в диагностике тех инфекцион-
ных заболеваний, в патогенезе которых послед-
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– в отдельных случаях антиген-стимулирован-
ные клетки памяти могут подвергаться апоптозу;

– клетки памяти могут вырабатывать интерфе-
рон при изолированном (без антиген стимуляции) 
воздействии цитокинов (ИЛ-12 и -18);

– функциональное состояние тестируемых 
клеток, на которое оказывают влияние использу-
емые протоколы выделения и сохранения клеток;

– особое внимание следует уделять интерпре-
тации результатов – определению границ поло-
жительных/отрицательных значений;

– соотнесение положительных результатов с 
реальной картиной: антиген индуцированная про-
дукция ИФН-γ не означает наличие защитного им-
мунитета.

Заключение

Детекция и исследование функциональной ак-
тивности антиген-специфических Т-клеток предо-
ставляет важную информацию о функционирова-
нии иммунной системы, наряду с определением 
специфических антител. Наиболее часто в лабора-
торной практике используются тесты на антиген-
индуцированную продукцию интерферона-гамма. 
ИФН-γ является уникальным цитокином, обеспе-
чивающим взаимодействие множества клеточных 
систем посредством контроля транскрипции боль-
шого количества генов [57]. Однако для всесторон-
него, комплексного понимания функционирова-
ния специфического клеточного иммунного отве-
та у конкретного пациента целесообразно иссле-
дование антиген-индуцированной продукции мно-
жества биоактивных молекул, обеспечивающих 
регуляторные и эффекторные функции Т-клеток 
(например, ИЛ-2, ИЛ-10, перфорин, гранзим-Б 
и др.). Выбор конкретных маркеров активации 
Т-клеток зависит от цели исследования, однако 
современные методики позволяют совмещать де-
текцию нескольких молекул в одной постановке 
лабораторного теста, открывая новые возмож-
ности для исследований в области иммунологии. 
Использование IGRA с комплексе с другими лабо-
раторными методами исследования необходимо 
для преодоления ограничений метода и получения 
результатов, достоверно отражающих состояние 
специфического иммунитета. 
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