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Проведено исследование иммунологической реактивности сывороток, полученных- 
при иммунизации кроликов галактоцсрсброзидамн (ГалЦ). которые являются специ 
фическими антигенами миелина и клеточной поверхности миелинобраэующих клеток. 
При помощи реакции связывания комплемента с использованием двух различных по 
составу антигенов, содержащих варьирующее количество хроматсграфичсски чистых 
ГалЦ и вспомогательных липидов, показано, что протнво-ГалЦ антитела выявляются 
п широком диапазоне концентраций ГалЦ и вспомогательных липидов. Аутоантитела 
к ГалЦ обнаружены также в сыворотке крови больных с различными поражениями 
НС. и при немощи кривых иззфиксацни продемонстрировано, что эти антитела иден
тичны Протнво-ГалЦ антителам, полученным при иммунизации кроликов, и обладают, 
одинаковом с ними иммунологической реактивностью.

Гликолипиды цереброзиды, построенные из аминоспирта сфингози
на, длиннопепочечнон жирной кислоты и моносахарида галактозы, яв
ляются специфическими структурными компонентами миелиновых оболо
чек и плазматических мембран миелинформирующих клеток нервной 
ткани [I—3]. ГалЦ обладают выраженными антигенными свойствами, 
но из-за низкой величины Мг являются неполными антигенами, и для 
получения противо-ГалЦ антител животных иммунизируют смесью 
ГалЦ с белком-носителем и полным адыовантом Фрейнда [2—6]. ГалЦ 
обладают более сильной иммуногенностью по сравнению с другими гли
колипидными антигенами нервной ткани—ганглиозидами, сульфоцеребро- 
экдами, моногалактозил диглицеридом [7].

Противо-ГалЦ антитела, получаемые в эксперименте, высокоспец н- 
фичны. так как направлены против единственной в молекуле ГалЦ ан
тигенной детерминанты (р-Э-галактоза) и не дают перекрестных реакций 
с гомогенатами и экстрактами никаких других органов и тканей, кроме 
нервной ткани и миелина [8]. Исследованиями на культуре нервной 
ткани показано, что эти антитела играют важную роль в развитии де
миелинизации и задержке миелиногенеза [9—12]. Аналогичным дейст-
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зием обладает также сыворотка кров» некоторых больных с аутоиммун
ными демиелинизирующими заболеваниями НС [13. 14]. В связи с 
тем. что эти заболевания занимают значительное место среди тяжелых 
поражений НС, становится очевидной необходимость изучения иммуно
логической реактивности антител к ГалЦ и их роли в механизмах, уча
ствующих в повреждении миелиновой оболочки.

Присутствие антител в организме обычно выявляют при помощи 
различных иммунологических реакций со специфическим антигеном, под
бирая оптимальное соотношение антител и антигена. Выявление антител 
к липидным антигенам встречает дополнительные трудности в связи с 
тем. что они могут вступать во взаимодействие с антигеном только в 
присутствии «вспомогательных липидов»—холестерина и лецитина или 
других фосфолипидов, без которых эти антитела вообще не удается об
наружить [7]. Мы исследовали иммунореактивность антител к ГалЦ в 
зависимости от содержания ГалЦ и состава и соотношения вспомога
тельных липидов в суспензии антигена. Кроме того, сравнительный 
анализ иммунологической реактивности противо-ГалЦ антител живот
ных и человека может дать дополнительную информацию о степени их 
идентичности и специфичности. В связи с этим проведено также срав
нительное исследование иммунологической реактивности антител к ГалЦ. 
полученных в эксперименте на животных и обнаруженных в сыворотке 
крови больных с поражениями НС.

Материалы и методы

Опыты ставили на взрослых кроликах-самцах массой 2,4—2.8 кг, 
которых однократно иммунизировали путем введения эмульсии, содер
жащей 3 мг хроматографически чистых ГалЦ. 1.5 мг яичного альбумина, 
1,0 мл 0,15 М фосфатного буфера, pH 7.4 и 1.0 мл полного адъюванта 
Фрейнда с содержанием микобактерий 2.5 мг/мл. Эмульсию вводил:! 
по 0,4 мл в подушечки задних лап, по 0,25 мл в подушечки передних 
лап, 0,3 мл внутрикожно в область спины и 0.4 мл подкожно в область 
шеи животного. Кровь брали до иммунизации и на 25—30-й день после 
иммунизации. Кроме того, использовали сыворотку 11 здоровых взрос
лых доноров и 40 неврологических больных, находившихся на лечении 
в различных стационарах Ленинграда. Для отбора больных использо
вали диагнозы, указанные в историях болезни.

Иммунореактивность обнаруженных противо-ГалЦ антител исследо
вали в реакции связывания комплемента (РСК) [15] с использова
нием метода построения кривых изофиксации, предложенного Rapport, 
Graf [16]. РСК проводили в полистироловых панелях с визуальным 
учетом результатов реакции по 80—100%-ному гемолизу эритроцитов. 
Для проведения реакции применяли веронал-мединаловый буфер, pH 7,35 
(0,1 М), бараньи эритроциты в растворе Олсвера, которые перед опы
том, по меньшей мере три раза, отмывали буфером, центрифугируя по 
15 мин при 500?. и затем 0,8 мл осадка разводили в 100 мл того же
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буфера для приготовления 0.8%-ной суспензии. В реакции использовали 
«Сухую гемолитическую сыворотку» производства НИИ вакцин и сы
вороток им. И. И. Мечникова М3 СССР (Москва), имевшую титр 
1:1200, и «Комплемент сухой» (морских свинок) производства НИИ 
вакцин и сывороток М3 СССР (Пермь). Эти препараты разводили 
перед опытом согласно инструкциям.

В качестве антигенов в РСК использовали различные по липидно
му составу суспензии, приготовленные по методу Niedieck [17], но от
личающиеся по содержанию ГалЦ и вспомогательных липидов. Антиген!: 
суспензия ГалЦ — холестерин — лецитин в весовом соотношении 
0.18:0,62:0,60 мг/мл- Антиген II: суспензия ГалЦ—холестерин—фосфо
липиды мозга в соотношении 0.18:0,25:0,14 мг/мл. Из исходных сус
пензий антигенов I и II готовили серии 2-кратных разведений от 
1:2 до 1:256, с уменьшающимся содержанием ГалЦ от 90 до 0,7 мкг/мл 
суспензии антигена. Соответственно уменьшалось и содержание вспомо
гательных липидов в суспензии.

Для приготовления липидных суспензий антигенов I и II исполь
зовали очищенные ГалЦ, полученные хроматографией хлороформ-мета- 
нолового экстракта мозга быка в системе растворителей хлороформ—ме
танол—NH<OH (80:20:0,4) на силикагеле марки «\Voelni» (ФРГ). В 
этой системе липиды экстракта разделяются на 2 фракции фосфолипи
дов, 1, реже 2 фракции сульфоцереброзидов, 3 фракции ГалЦ, фракцию 
холестерина и фракцию жирных кислот, которая движется с фронтом 
растворителя [18]. Обе фракции фосфолипидов после элюции разделяли 
повторным хроматографированием в смеси растворителей хлороформ— 
метанол—уксусная кислота—НеО—петролейный эфир (50:25:7:3:15). 
Оказалось, что стартовая фракция фосфолипидов содержала в основном 
холинфосфатид (лецитин) с примесью сфингомиелина и в дальнейшем 
была использована нами как источник лецитина. Содержане ГалЦ в 
элюатах с хроматограмм определяли колориметрически модифицирован
ным՛ методом Radin [19], содержание фосфолипидов — по методу Bart
lett [20]. В работе использован холестериц фирмы "Serva» (ФРГ).

Результаты и обсуждение
Определяли титры антител к ГалЦ в сыворотке крови в парал

лельных опытах одновременно с антигенами I и П- В преиммунной сы
воротке кроликов прот.чво-ГалЦ антитела отсутствовали. Результаты, 
полученные при исследовании иммунных сывороток, свидетельствуют о 
том. что в реакции с антигеном I (табл. 1) антитела к ГалЦ выявля
ются в широком диапазоне концентраций ГалЦ. однако для выявления 
максимальной реактивности антител требуется концентрация не менее 
11,2 мкг ГалЦ/мл при исследовании сывороток как с высокими, так и 
с низкими титрами антител.

Эта закономерность полностью подтвердилась в параллельных ис
следованиях. выполненных с антигеном II. Более того, выявлено близ
кое совпадение уровней титров противо-ГалЦ антител при определении 

221



их с антигеном I и антигеном II (табл. 1). При повышении концентра* 
ции ГалЦ до 45 мкг мл (соответственно в антигене I повышается содер
жание лецитина до 150 мкг/мл и содержание холестерина до 155 мкг/мл, 
а в антигене II содержание фосфолипидов—до 35 мкг-.^л, и содержание 
холестерина—до 63 мкг/мл) сохраняется максимальный уровень титров 
как в реакции с антигеном I. так и в реакции с антигеном II. Это поз
воляет сделать вывод, что при концентрациях ГалЦ свыше 11,2 мкг/мл 
.яротиво-ГалЦ антитела проявляют максимальную иммунологическую 
реактивность в РСК. несмотря на варьирующий липидный состав анти- 

Таб.-шца /
Титры крстиао-галактсксрсброзидяых антител, выявленные п реакции свя

зывания комплемента в сыворотке кроликов, иммупизир-занных галакто- 
цереброзидами (ГалЦ) при различных концентрациях в суспензии антигена

Содержание 
ГалЦ в сус

пензии антиге
на (мкг мл)

Кролик 1 Кролик 2 Кролик 3

антиген антиген антиген

1 II I и I 11

180
90
45
22,5
11.2
5.6
2.8
1,4
0.7

1 : 16 
1:16
1 : 16
1:8
1 :8
1:1”
1:1

1 : 16 
1:32
1 : 32
1 :32
1 :8
1:4
1:2
1 :2

1 :256 
1 :256 
1 :255 
1 : 256 
1:128 
1:4
1:4

1:256 
1:512
1 : 512
1 : 512 
1:512
1 : 256 
1 : 16
1:3

1 : 128 
1:128
1 : 128
1:64
1 :61

нет л 
0

1 :256 
1:256
1 :256 
1 =64
1 :64 

«иных
0

Примечание. Зде.՝։» и а табл. 2 учет результатов невозможен из-за высоких ан- 
тиксмплсментарных свойств суспензии антигена кри ‘данной концентрации липидов: 
‘ 'цельная, неразведанная сыворотка.

гена в широком диапазоне концентраций ГалЦ и вспомогательных липи
дов в суспензии антигена, что обеспечивает надежность выявления прс- 
тиво-ГалЦ антител. Наглядно демонстрируют сходство иммунологиче
ской реактивности противо-ГалЦ антител с антигенами I и П кривые 
изофиксации, полученные в РСК с противо-ГалЦ сыворотками (рис. 1). 
Это сходство проявхяется к?к при высокой, так и при низкой концен
трации антител в сыворотке в реакциях с различными разведениями 
антигенов I и II. Кроме того, анализ кривых позволяет несколько рас
ширить диапазон оптимальных концентраций ГалЦ до 6.0—50.0 мкг 
ГалЦ/мл суспензии антигена. При концентрации ГалЦ ниже, чем 
6,0 мкг/мл антитела к ГалЦ выявляются не полностью (титры зани
жены), а при концентрации ГалЦ свыше 50 мкг/мл, фосфолипидов— 
свыше 39 мкг/мл. а холестерина—свыше 69 мкг/мл резко возрастают 
антикомплементарные свойства суспензии антигена, что делает невоз
можным полное определение противо-ГалЦ антител в РСК. По-вндимому, 
при концентрации липидов в суспензии, превышающей указанные цифры, 
происходит инактивация комплемента за счет сорбции его компонентов 
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на липидных мицеллах [21]. о чем свидетельствует отсутствие гемолиза 
эритроцитов при взаимодействии с антиэритроцитзрной сывороткой, 
если концентрация липидоз в суспензии антигена превышает названные 
пределы.

Рис. 1. Кривые изсфикс.чнии. полученные для протино-ГллЦ сыворотки 
кролика с антигенами I (I) и II (2)

Рис. 2. Кривые иэофнксании. полученные для сыворотки больного со 
спинномозговой травмой в РСК с антигенами I (1) и II (2)

Рис. 3. Кривые изофиксацки, полученные для противо-ГалЦ сыворотки 
кролика Г/? «< сыворотки больного рассеянным склерозом (2) в РСК 

с антигеном I

Таким образом, полученные результаты позволяют рекомендовать 
для оптимального выявления противо-ГалЦ антител использование ли
пидных суспензий антигена с содержанием ГалЦ от 6,0 до 50,0 мкг/мл, 
фосфолипидов—от 18.0 до 39 мкг/мл и холестерина—от 18,6 до 69 мкг/мл.

Собственные ГалЦ мозга не вызывают антителообразования в здо
ровом организме. Однако иммуногенные свойства собственных ГалЦ 
все же реализуются при некоторых патологических состояниях, приводя 
К образованию циркулирующих противо-ГалЦ антител. Так, противо- 
ГалЦ антитела обнаружены нами в сыворотке крови у 5 детей с ин
фекционными энцефаломиелитами в титрах от 1:32 до 1:512. у 6 из 
35 больных рассеянным склерозом в титрах от 1:8 до 1:32 и у боль
ного с травмой спинного мозга в титре 1:512. Исследование иммуно
логической реактивности этих аутоантител установило, что в сыво
ротке больных противо-ГалЦ антитела тоже выявляются в широком 
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диапазоне концентраций антигенов I и II (табл. 2) л проявляют мак
симальную иммунореактивность при концентрации ГалЦ не менее 
11.2 мкг/мл. уровень которой сохраняется при 4-кратном повышении кон
центрации ГалЦ. Это подтверждается кривыми изофиксации, получен
ными с сыворотками этих больных в РСК с антигенами I и II (рис. 2). 
Эти кривые имеют полное сходство с кривыми, представленными на 
рис. 1. Таким образом. противо-ГалЦ аутоантитела, обнаруженные в 
сыворотке больных, тоже проявляют сходную иммунологическую реак
тивность в РСК с различными по составу антигенами. несмотря на 
различную концентрацию антител в исследуемых сыворотках.

Таблица 2
Титры противо-га.\актоцсрс5розиднь։х антител в

реакции связывания комплемента в сыворотке больных людей при 
различных концентрациях галактоцсрсброзидов (ГалЦ) в суспензии антигена

Содержание 
ГалЦ в суспен
зии антигена 

(мкг/мл)

Травма спинного 
мозга

Энцефаломиелит Рассеянный 
склероз

антиген антиген антиген

1 11 И

180
90
45
22,5
11,2
5.6
2.8
1.4

0,7

1 ։ 512
1 : 512
1 ■■ 512
1 = 128 
1:16 
1:2

0

1 : 128
1 =512
1 : 512
1 : 512
1 : 256
1 = 16
1:4

нет 
данных

нет
1 : 32 
1:32 
1:32
1 :4
нет

данных 
1 :2

данных 
1:32
1 : 32
1 :32 
1:2 
1:1**

нет 
данных

1 : 256
1 : 256
1 : 128 
1:128
1:4 
1:4

1:1

1 =128
1 :256
1 : 256
1 : 256
1 : 128 
1:128
1:1

1 :2

Сравнение кривых изофиксации, полученных при параллельном ис
следовании противо-ГалЦ сыворотки кролика и сыворотки крови боль
ного рассеянным склерозом (содержащих одинаковую концентрацию 
противо-ГалЦ антител) с одним и тем же антигеном I показало полное 
слияние кривых как в зоне избытка антител, так и в зоне избытка ан
тигена (рис. 3). Это свидетельствует об идентичности и одинаковой 
специфичности противо-ГалЦ антител, содержащихся в этих сыворот
ках. и об их одинаковой реактивности при взаимодействии с ГалЦ в 
реакции антиген—антитело. Такое же сходство иммунологической реак* 
тивности противо-1 алЦ антител отмечено нами при исследовании сыво
роток больных острым энцефаломиелитом, рассеянным склерозом и трав
мой спинного мозга. Тот факт, что противо-ГалЦ антитела, полученные 
при иммунизации животных ГалЦ. и аутоантитела, обнаруженные в сы
воротке больных, имеют одинаковую иммунологическую реактивность 
при взаимодействии с варьирующими по составу суспензиями антигена, 
свидетельствует об идентичности и одинаковой специфичности этих ан
тител.
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Таким образом, проведенные исследования Позволяют заключить, 
что в ряде патологических состояний в организме человека создаются 
условия, при которых ГалЦ, низкомолекулярные соединения, локализо
ванные в мембранах олигодендроглиальных структур, изолированных в 
норме от иммунной системы, реализуют свои иммуногенные свойства 
к индуцируют՜ образование циркулирующих антител. Какую роль иг
рают противо-ГалЦ аутоантитела, обнаруженные у больных, пока не 
ясно. Однако не исключено. что высокая иммунореактивность этих 
аутоантител может играть важную роль в патогенезе аутоиммунных 
демиелинизирующих заболеваний, поскольку ГалЦ локализованы в на
тивных мембранах миелина и олигодендроцитов таким образом, что ан
тигенная детерминанта доступна для взаимодействия с антителами [7, 
17. 22] и может сказаться вовлеченной в иммунологические реакции, 
развивающиеся ։<։ в самой нервной ткани и приводящие к ее раз
рушению.

IMMUNOLOGICAL REACTIVITY OF ANTIBODIES TO MYELIN 
GALACTOCEREBROSIDES WITH ANTIGEN 5USPENS1ONS 

VARYING IN LIPID COMPOSITION

TARANOVA N. P.. LUCHAKOVA O. S.

I. P. Pavlov Institute of Physidlogy. USSR Academy of Sciences, Leningrad

The immunological reactivity of antibodies against the specific 
■glicolipid antigen of myelin and myelin-producing cells, galactocere
broside (GalC), was studied in complement fixation test (CFT). Two 
different antigen suspensions varying in lipid composition and content 
were used in CFT. It was shown that the antibody to GalC may be 
detected in the serum of GalC-immunized rabbits in CFT using a wide 
range of variations of lipids content and composition in antigen suspen
sions. The antibodies against GalC were also found in the serum of 
patients with some diseases of the nervous system. The isofixation cur
ves with the used antigen suspensions have provided evidence for the 
identity and similar immunoreactivity of the anti-GalC antibodies de
tected in the patients serum and of the anti-GalC antibodies in the 
serum of GalC-immunized rabbits.
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