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Введение. Пневмолизин (Ply) – бактериальный холестеролзависимый цитолизин, продуцируемый практически 
всеми штаммами Streptococcus pneumoniae. Антитела, индуцированные к Ply, способны в определенной степени 
нейтрализовать его патогенное действие на клетки.
Цель исследования  – изучить действие моноклональных антител (МкАт), полученных к  нативной (натPly) 
и  рекомбинантной (рекPly) формам Ply, на  нейтрализацию цитолитической активности бактериального Ply 
in vitro и их превентивные свойства при заражении мышей вирулентным штаммом S. pneumoniae.
Материалы и методы. МкАт к натPly- и рекPly-форме получали из асцитной жидкости мышей. Поликлональные 
антитела ПкАт (рекPly) получали из сыворотки кроликов, иммунизированных рекPly. Ингибирование гемолиза 
эритроцитов оценивали по минимальной концентрации МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly), предот-
вращающей лизис эритроцитов, индуцированный натPly. Нейтрализующую способность антител оценивали 
на клетках яичника китайского хомячка CHO-K1 по минимальной концентрации антител, необходимых для защиты 
клеток от 4 цитопатогенных доз натPly. Протективные свойства антител исследовали при однократном внутри-
брюшинном введении мышам 200 мкг антител с последующим заражением летальной дозой S. pneumoniae.
Результаты. Показано, что через 24 ч после внутрибрюшинного введения мышам натPly снижалась масса тела 
животных и появлялись дегенеративные формы эритроцитов в крови. В опытах in vitro натPly вызывал гемолиз 
эритроцитов и разрушение клеток CHO-K1 по механизму апоптоза. МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly) 
ингибировали гемолиз эритроцитов и нейтрализовали разрушение клеток CHO-K1. Наиболее высокой нейтра-
лизующей активностью характеризовались МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly). Однократное введение мышам иссле-
дованных антител вызывало замедление их гибели при заражении штаммом S. pneumoniae. Различий в протек-
тивной активности антител не выявлено.
Заключение. Методы, основанные на нейтрализации токсического действия Ply S. pneumoniae с помощью ан-
тител, можно рассматривать как инструмент снижения патогенности пневмококка.
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Background. Pneumolysin (Ply)  – bacterial cholesterol-dependent cytolysin produced by almost all strains 
of  Streptococcus pneumoniae. Antibodies induced to  pneumolysin for some extend are able to  neutralize its 
pathogenic effect on cells.
Aim. Investigation of the effect of monoclonal antibodies obtained to native (nPly) and recombinant (rPly) forms 
of Ply on the neutralization of the cytolytic activity of bacterial Ply in vitro and their preventive properties on mice 
challenged with a virulent strain of S. pneumoniae.
Materials and methods. mAbs to  the  nPly and rPly forms of  Ply was obtained from the  ascitic fluid of  mice. 
Polyclonal antibodies pAbs (rPly) were obtained from the serum of  rabbits immunized with rPly. The  inhibition 
of erythrocyte hemolysis was assessed by the minimum concentration of mAbs (nPly), pAbs (rPly) and pAbs (rPly), 
which prevents lysis of erythrocytes induced by nPly. The neutralizing ability of antibodies was evaluated on the ovarian 
cells of  the  Chinese hamster CHO-K1 by the  minimum concentration of  antibodies necessary to  protect cells from 
4 cytopathogenic doses of nPly. The protective properties of the antibodies were studied with a single intraperitoneal 
injection of 200 µg of antibodies to mice, followed by challenge with a lethal dose of S. pneumoniae.
Results. It was shown that 24 hours after intraperitoneal administration of  nPly to  mice, the  body weight 
of the animals decreased and degenerative forms of red blood cells appeared in the blood. In in vitro experiments, 
nPly caused hemolysis of  erythrocytes and destruction of  CHO-K1 cells by the  mechanism of  apoptosis. mAbs 
(nPly), mAbs (rPly) and pAbs (rPly) inhibited erythrocyte hemolysis and neutralized the destruction of CHO-K1 
cells. The highest neutralizing activity was shown by mAbs (rPly) and pAbs (rPly). A single injection of the studied 
antibodies to  mice caused a  decrease of  their death when infected with the  S. pneumoniae strain. There were 
no differences in the protective activity of antibodies.
Conclusion. Methods based on neutralizing the toxic effect of Ply S. pneumoniae with the help of antibodies can be 
considered as a tool to reduce the pathogenicity of pneumococci.
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Введение
Успехи вакцинопрофилактики заболеваний 

пневмококковой этиологии не исключают необхо-
димости разработки новых биотерапевтических ме-
тодов лечения тяжелых случаев заболеваний, вызы-
ваемых Streptococcus pneumoniae. Одним из основных 
белковых факторов патогенности пневмококка яв-
ляется пневмолизин (Ply), относящийся к семейству 
бактериальных холестеролзависимых цитолизинов, 
продуцируемый практически всеми штаммами 
S. pneumoniae. С помощью кристаллографического 
анализа установлено, что  молекула Ply состоит 
из 4 доменов [1, 2]. Мономеры Ply взаимодействуют 
с  мембраной клеток через домен 4, соединяясь 
в олигомеры и приводя к критическим структурным 
изменениям, вызывающим в итоге перфорацию кле-
точной мембраны [1, 3]. Формируя крупные поры 
в холестеролсодержащих мембранах клеток, Ply вы-
зывает их гибель, нанося существенный ущерб ин-
фицированному организму хозяина [4, 5]. Специфич-
ные к Ply антитела способны в определенной мере 
нейтрализовать цитопатогенное действие Ply [6]. 
Антитела могут напрямую нейтрализовать цитоли-
тическое действие Ply путем блокирования сайтов 
их связывания с клеткой или путем препятствия оли-
гомеризации протомеров Ply.

Свойства моноклональных антител (МкАт), на-
правленных к различным эпитопам рекомбинантно-
го Ply, охарактеризованы в ряде работ [6–11]. Пока-
зано, что МкАт, распознающие эпитопы в домене 4, 
нейтрализуют цитолитическую активность Ply. Од-
нако свойства МкАт, полученных к нативному пнев-
молизину (натPly), остаются не до конца исследован-
ными. Это объясняется тем, что  на  современном 
этапе получают МкАт к  рекомбинантным (рекPly) 
формам Ply или его фрагментам. Антигенное сходство 
рекPly и натPly подтверждено в реакции иммуноблот-
тинга с  MкAт к  рекPly, способными распознавать 
натPly, выделенный из клинических штаммов пнев-
мококка [6]. Однако не  каждое МкАт подходит 
для определения Ply в клинических образцах, в том 
числе методами иммуноферментного анализа (ИФА) 
[6, 12, 13].

В настоящей работе для оценки функциональной 
активности Ply-специфичных антител использовали 
пневмолизин, полученный из бактериальных клеток 
S. pneumoniae, и рекомбинантный атоксичный пол-
норазмерный пневмолизин. Исследована способ-
ность МкАт, полученных к натPly- и рекPly-форме, 
снижать патогенное действие Ply на клетки. Действие 
МкАт к натPly сравнивали с активностью МкАт и по-
ликлональных антител (ПкАт), полученных к рекPly. 
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МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly) иссле-
довали в опытах пассивной защиты мышей от зара-
жения вирулентным пневмолизинпозитивным штам-
мом S. pneumoniae.

Цель исследования – изучить действие МкАт, по-
лученных к натPly- и рекPly-форме, на нейтрализа-
цию цитолитической активности бактериального Ply 
in vitro и их превентивные свойства при заражении 
мышей вирулентным штаммом S. pneumoniae.

Материалы и методы
Препарат, содержащий натPly, получен с помо-

щью ультразвуковой дезинтеграции бактериальных 
клеток штамма № 3 S. pneumoniae серотипа 3 с после-
дующим осаждением сульфатом аммония [14]. Аток-
сичный полноразмерный рекPly пневмококка экс-
прессирован в штамме Eschericia coli М-15 [15, 16].

ПкАт (рекPly) получали путем 3‑кратной имму-
низации кролика дозой 100 мкг рекPly с полным / не-
полным адъювантом Фрейнда с  интервалом 4 нед. 
Выделение ПкАт (rPly) проводили путем их осажде-
ния из  сыворотки крови насыщенным раствором 
сульфата аммония.

Мыши линии BALB / c, самки, получены из пи-
томника «СМК СТЕЗАР» (г. Владимир). Животных 
содержали в условиях вивария в соответствии с меж
государственным стандартом по содержанию и ухо-
ду за лабораторными животными (ГОСТ 33217-2014). 
Дизайн исследования одобрен этическим комитетом 
НИИВС им. И. И.  Мечникова (протокол № 1 
от 29.01.2025).

Работа выполнена с использованием научного 
оборудования и штаммов коллекции центра кол-
лективного пользования НИИВС им. И. И.  Меч-
никова.

Специфичные к  Ply МкАт получали по  стан
дартному протоколу, включающему иммунизацию 
мышей, культивирование клеток мышиной миело-
мы Р3‑X63‑Ag8.653, слияние спленоцитов с клетками 
миеломы (гибридизацию), отбор гибридных клонов, 
клонирование гибридом, оценку специфичности 
МкАт к Ply методом непрямого ИФА, определение 
классов и  подклассов продуцируемых МкАт, кон
центрирование МкАт и  их  криоконсервацию [17]. 
Особенностью отбора клонов продуцентов МкАт 
(натPly) явилось определение специфичности анти-
тел в ИФА при адсорбции на планшетах натPly и па-
раллельная оценка способности МкАт (натPly) ин-
гибировать гемолитическую активность натPly. 
Выделение МкАт из асцитной жидкости мышей про-
водили методом двукратного осаждения сульфатом 
аммония. Осадок растворяли в фосфатно-солевом 
буфере (ФСБ), диализовали против того же буфера 
и  затем концентрировали с помощью полиэтилен-
гликоля с молекулярной массой 40 000 [14].

Оценку гемолитической активности натPly про-
водили в 96‑луночных круглодонных микропланше-
тах для иммунологических реакций (Thermo Fisher 
Scientific, США). Препарат, содержащий натPly, ти-
тровали двукратным шагом в ФСБ в объеме 25 мкл 
с последующим добавлением 25 мкл 1,25 % эритро-
цитов крови лошади. Планшеты инкубировали при 
температуре 37 ºС в течение 30 мин. За отрицательный 
результат принимали концентрацию натPly, вызыва-
ющую гемолиз 50 % эритроцитов. Концентрацию 
натPly, вызывающую полный гемолиз эритроцитов 
в предшествующей отрицательному результату лунке, 
принимали за 1 гемолитическую единицу (ГЕ).

При  постановке реакции ингибирования гемо-
лиза эритроцитов исследуемые антитела титровали 
в объеме 25 мкл двукратным шагом. Затем в каждую 
лунку прибавляли 1 ГЕ натPly в объеме 25 мкл. После 
инкубации планшета в течение 30 мин при 37 ºС во 
все лунки прибавляли по 25 мкл суспензии эритро-
цитов. В контрольные лунки с рабочей концентраци-
ей натPly прибавляли вместо антител по 25 мкл ФСБ. 
Планшет инкубировали в течение 2 ч при температу-
ре 37 ºС. Результат учитывали визуально. Протектив-
ным титром считали разведение антител, при котором 
гемолиз эритроцитов был полностью нейтрализован. 
Исследование проводили в 4 повторах.

Нейтрализацию цитопатогенного действия натPly 
с помощью исследуемых антител оценивали на куль-
туре пролинзависимых эпителиоподобных клеток 
яичника китайского хомячка CHO-К1. Первоначаль-
но определяли 1 цитопатогенную дозу натPly [4]. 
Для  этого в  лунки 96‑луночного культурального 
микропланшета вносили по 100 мкл серийных дву-
кратных разведений натPly начиная с  концентра-
ции 2 мг / мл. Затем в каждую лунку прибавляли по 
104 клеток CHO-К1 в объеме 100 мкл. Планшеты ин-
кубировали при температуре 37 ºС в СО

2
‑инкубаторе 

(Sanyo, Япония) при 5 % концентрации СО
2
. Резуль-

таты учитывали через 48 ч с помощью инвертирован-
ного микроскопа (Leitz, Германия). За 1 цитопато-
генную единицу (ЦПЕ) принимали наименьшую 
концентрацию натPly, индуцирующую полное разру-
шение клеток, которая составляла 100 мкг / мл натPly. 
Для  оценки способности антител нейтрализовать 
токсическое действие натPly на  клетки CHO-K1 
в первые лунки планшета вносили исследуемые ан-
титела начиная с  концентрации 4  мг / мл в  объеме 
100 мкл, и проводили их титрование двукратным ша-
гом. Далее во все лунки планшета прибавляли 4 ЦПД 
натPly (400 мкг / мл) в объеме 50 мкл. Планшет инку-
бировали при температуре 37 ºС в СО

2
‑инкубаторе 

в течение 30 мин. Затем прибавляли клетки CHO-К1 
в указанной концентрации и инкубировали в течение 
48 ч. В качестве отрицательного контроля вместо ан-
тител использовали серийные двукратные разведения 
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ФСБ в RPMI-1640. Оценку целостности клеток прово-
дили через 48 ч после инкубации. Микрофотографии 
получали с помощью инвертированного микроскопа 
(Leica DMi8, Leica, Германия) с программным обеспе-
чением LAS V 4.12; объектив 10 × окуляр 10, увеличение 
100. Размер изображения 1245 × 93,75 мкм.

Превентивные свойства МкАт (натPly), МкАт 
(рекPly) и ПкАт (рекPly) исследовали при однократ-
ном внутрибрюшинном введении мышам 200 мкг 
исследуемых антител в объеме 0,5 мл. В качестве кон-
троля использовали нормальный иммуноглобулин 
(Ig) мыши (Calbiochem, США) в той же концентра-
ции. Через 1 ч мышей заражали внутрибрюшинно 
летальной дозой (105 микробных клеток) штамма № 3 
S. pneumoniae серотипа 3 в объеме 0,5 мл. Наблюдение 
за животными проводили в течение 8 сут. Учитывали 
количество выживших мышей в опытных и контроль-
ной группах.

Статистическую обработку данных проводили 
методом Манна–Уитни для  независимых выборок 
при  использовании программного обеспечения 
Statistica 10. Данные представлены средним значени
ем ± стандартное отклонение (M ± SD). Статистически 
достоверными считали различия при р <0,05.

Результаты
Для оценки токсического действия пневмолизи-

на мышам однократно внутрибрюшинно вводили 
препарат, содержащий натPly, в дозах 25, 50 и 100 мкг 
на мышь в объеме 0,5 мл; контрольной группе жи-
вотных вводили 0,9 % раствор натрия хлорида для 
инъекций в том же объеме.

Через 1 сут после введения натPly отмечали сни-
жение массы тела мышей во всех опытных группах 

по сравнению с контролем. В ходе дальнейшего на-
блюдения масса мышей не отличалась от контрольных 
значений. Различий в массе тела мышей в диапазоне 
доз от 25 до 100 мкг / мышь натPly не выявлено.

В этот же срок (через 24 ч) у мышей исследовали 
морфологию эритроцитов в мазках крови из хвостовой 
вены. С увеличением дозы отмечено появление в кро-
ви дегенеративных форм эритроцитов (рис. 1, а–в). 
Значительные изменения морфологии эритроцитов 
наблюдали при введении дозы 100 мкг, которые харак-
теризовались появлением большого количества акан-
тоцитов – эритроцитов с зоной просветления в центре 
и  с  неровными зубчатыми выростами цитоплазмы 
(рис. 1, в).

Для оценки функциональной активности МкАт, 
специфичных к натPly и рекPly, использовали метод 
ингибирования гемолиза эритроцитов, вызываемого 
натPly. Результаты сравнивали с активностью ПкАт 
(рекPly).

Для  определения 1 ГЕ натPly разводили до за
ранее оттитрованной концентрации, составляющей 
0,76 мкг / лунка и делали двукратно уменьшающиеся 
разведения в ФСБ в лунках круглодонного микро-
планшета. После этого в лунки прибавляли 1,5 % сус
пензию эритроцитов. Инкубировали при температу-
ре 37 ºС в  течение 30 мин. Концентрация натPly, 
равная 0,76 мкг / лунка, вызывала 100 % лизис эри-
троцитов (рис. 2, а). В 2 раза меньшая концентрация 
(0,39 мкг / лунка) натPly индуцировала 50 % лизис 
эритроцитов. На основании этого за 1 ГЕ принимали 
концентрацию натPly 0,76 мкг / лунка. Эту концентра-
цию использовали при оценке ингибирующей актив-
ности антител (рис. 2, б). Для этого проводили титро-
вание антител в двукратных разведениях. Затем во все 

Таблица 1. Динамика массы тела мышей после однократного внутрибрюшинного введения нативного пневмолизина (натPly)

Table 1. Dynamics of body weight of mice after a single intraperitoneal injection of native pneumolysin (nPly)

Доза препарата 
Drug dose

Масса мышей, г 
Mice weight, g

до введения 
before injection

после введения натPly, сут 
аfter injection of nPly, days

1 2 3 4 6

натPly, мкг / 0,5 мл 
nPly, μg / 0,5 mL

25
50
100

14,4 ± 0,2
14,0 ± 0,2
14,3 ± 0,2

12,7 ± 0,1*
13,2 ± 0,3*
12,5 ± 0,3*

14,4 ± 0,2
13,4 ± 0,4
14,4 ± 0,2

15,6 ± 0,2
14,4 ± 0,2
15,5 ± 0,4

16,5 ± 0,2
15,2 ± 0,2
16,1 ± 0,2

20,9 ± 0,2
18,1 ± 0,3
20,0 ± 0,3

0,9 % раствор натрия хлорида 
(контроль), 0,5 мл 
0.9 % sodium chloride solution 
(control), 0.5 mL

14,7 ± 0,2 14,4 ± 0,3 14,5 ± 0,2 15,5 ± 0,2 16,3 ± 0,2 20,8 ± 0,2

*Достоверность различий между опытными группами и контролем, p <0,05. 
*Significance of differences between experimental groups and the control, p <0.05.
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Рис. 2. Ингибирование лизиса эритроцитов: а – расчет концентрации нативного (натPly) пневмолизина (Ply), вызывающей 100 % лизис 
эритроцитов; б – концентрация антител, вызывающая ингибирование 1 гемолитической единицы (ГЕ) натPly

Fig. 2. Inhibition of  red blood cell lysis: a  – the  calculation of  the  concentration of  native (nPly) pneumolysin (Ply), which causes 100  % lysis 
of erythrocytes; б – the concentration of antibodies, which causes the inhibition of 1 hemolytic unit (HU) of nPly

Рис. 1. Морфология эритроцитов мышей через 24 ч после внутрибрюшинного введения нативного пневмолизина. Доза препарата, мкг / мышь: 
а – 25; б – 50; в – 100; г – 0,9 % раствор натрия хлорида (контроль). Окраска мазков крови по Романовскому–Гимзе. Световая микроско-
пия, иммерсия, ×90

Fig. 1. Morphology of mouse red blood cells 24 hours after intraperitoneal administration of native pneumolysin. Drug dose, μg / mouse: а – 25; б – 50; 
в – 100; г – 0.9 % sodium chloride solution (control). Blood smears stained by Romanowsky–Giemsa. Light microscopy, immersion, ×90
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лунки планшета прибавляли 1 ГЕ натPly, инкубиро-
вали и вносили эритроциты. 100 % ингибирование 
гемолиза при прибавлении МкАт (натPly) составля-
ло 32 мкг / лунка; для МкАт (рекPly) требовалась 
меньшая концентрация антител  – 7,0 мкг / лунка; 
для ПкАт (рекPly) ингибирующая концентрация со-
ставляла 3,2 мкг / лунка.

Во 2‑м варианте опытов оценивали нейтрализу-
ющее действие антител при внесении 4 ЦПД натPly 
в  культуру клеток CHO-K1. Результаты учитывали 
с помощью световой микроскопии (рис. 3). Принцип 
метода был таким же, то есть к МкАт (натPly), МкАт 
(рекPly) и ПкАт (рекPly), взятым в двукратных раз-
ведениях, прибавляли 4 ЦПД натPly и затем вносили 
культуру клеток CHO-K1 (см. рис. 3, А–В, а–д). Кон-
трольные лунки вместо антител содержали среду 
культивирования и 4 ЦПД натPly (см. рис. 3, А–В, е). 
Во всех контрольных лунках натPly вызывал фраг-
ментацию клеток с образованием окруженных мем-
браной апоптотических телец, состоящих из цито-
плазмы и плотно расположенных органелл [18].

МкАт (натPly) в концентрациях 4 и 2 мг / мл ней-
трализовали действие натPly на  клетки (рис. 3, А). 
При концентрации МкАт (натPly) 1 мг / мл появля-
лись первые признаки изменения морфологии кле-
ток, сопровождающиеся их округлением; при кон-
центрации 0,5 мг / мл обнаруживали мелкие округлые 
клетки и  единичные клетки нормальной формы; 
концентрация 0,25 мкг / мл уже не защищала клетки 
от  разрушающего действия натPly. Таким образом, 
минимальная нейтрализующая концентрация МкАт 
(натPly) составляла 2 мг / мл. МкАт (рекPly) вызыва-
ли сходные изменения морфологии клеток. При этом 
минимальная нейтрализующая концентрация анти-
тел была меньше и составляла 1 мг / мл (см. рис. 3, Б). 
Минимальная нейтрализующая концентрация ПкАт 
(рекPly) составляла 0,5 мг / мл (рис. 3, В).

Для оценки способности антител защищать мышей 
от заражения вирулентным штаммом S. pneumoniae 
за 1 ч до заражения им однократно внутрибрюшин-
но  вводили исследуемые антитела в  концентра-
ции 200 мкг / мышь. В качестве контроля использо-
вали нормальный Ig мыши в той же концентрации 
(рис. 4).

Гибель мышей, зараженных летальной дозой 
S.  pneumoniae cеротипа 3, начиналась на  2‑е сутки 
после введения бактериальной культуры. В контроль-
ной группе мышей, получивших нормальный Ig, 
на 2‑е сутки погибло 4 из 8 мышей, тогда как во всех 
опытных группах – по 1 из 8 мышей. На 3‑и сутки на-
блюдения в  контрольной группе осталась в  живых 
1 особь, тогда как в группах мышей, которым вводи-
ли МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly), – 
6, 4 и 5 мышей соответственно. Начиная с 4‑х суток 
различия между опытными группами мышей были 

несущественными. К  6‑м суткам все контрольные 
мыши погибли, а в опытных группах оставалось в жи-
вых по 1 особи. На 7‑е и 8‑е сутки последовательно 
погибли мыши, которым вводили МкАт (рекPly) 
и ПкАт (рекPly) и осталась в живых только 1 особь, 
получившая МкАт (натPly), т. е. однократное введение 
МкАт и ПкАт, специфичных к Ply, вызывало замед-
ление гибели мышей. Полученные предварительные 
результаты, выявившие тенденцию протективного 
действия антител in  vivo, подтверждают результаты 
опытов in  vitro по  нейтрализации цитопатогенного 
действия натPly на  клетки с  помощью антител, 
но  нуждаются в  дальнейшем выборе оптимальных 
доз и схемы пассивной иммунизации мышей.

Заключение
В ранее проведенных нами исследованиях пока-

зано, что  иммунизация мышей рекPly приводила 
к образованию анти-рекPly-антител и защищала мы-
шей от  заражения S. pneumoniae [19]. Это явилось 
основанием для оценки нейтрализующей активности 
МкАт, направленных к  функционально значимым 
эпитопам молекулы Ply. Так как  использованный 
в  работе рекомбинантный полноразмерный Ply 
не  оказывал цитопатогенного действия в  опытах 
in  vitro и  in  vivo [16], для  оценки нейтрализующей 
способности антител использовали натPly, получен-
ный из бактериальных клеток S. pneumoniae [4]. По-
казано, что натPly обладал токсичностью, вызывая 
быстрое (через 24 ч) снижение массы тела мышей, 
что сопровождалось появлением в крови мышей мор-
фологически измененных и  дегенеративных форм 
эритроцитов. В тестах in vitro исследована пневмоли-
зин-нейтрализующая способность 2 мышиных мо-
ноклональных IgG-антител, одно из которых полу-
чено к  натPly-форме, другое  – к  рекPly-формам, 
а также ПкАт, индуцированных к рекPly. Показано, 
что МкАТ (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly) 
обладали способностью ингибировать гемолиз эри-
троцитов, т. е. были направлены к домену 4 молекулы 
Ply, ассоциированного с гемолитической активностью 
[6]. В тесте нейтрализации цитопатогенного действия 
Ply на клетки яичника китайского хомячка СНО-К1 
установлены протективные свойства всех исследо-
ванных антител в ответ на прямое действие высокой 
концентрации натPly на клетки CHO-K1, защищаю-
щее клетки от апоптоза, вызванного действием пнев-
молизина. Таким образом, в 2 разных опытах, прове-
денных in vitro, показана способность МкАТ (натPly), 
МкАт (рекPly) и  ПкАт (рекPly) защищать от  раз
рушения клетки, подвергнутые действию натPly. Бо-
лее высокая функциональная активность МкАт 
(рекPly) по  сравнению с  МкАт (натPly) зависела 
от клона-продуцента МкАт [13]. Следует отметить, 
что функционально активные МкАт (рекPly) могут 
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Рис. 3. Нейтрализация цитопатогенного действия нативного (натPly) пневмолизина (Ply) (4ЦПД) на клетки CHO-K1 с помощью монокло-
нальных (МкАт) антител (Ат): А – МкАт (натPly); Б – МкАт рекомбинантного Ply (рекPly); В – поликлональные Ат (рекPly). Концен-
трация Ат: а – 4 мг / мл; б – 2 мг / мл; в – 1 мг / мл; г – 0,5 мг / мл; д – 0,25 мг / мл; е – контроль, среда культивирования. Увеличение 100, 
объектив ×10, окуляр 10

Fig. 3. Neutralization of the cytopathogenic effect of native (nPly) pneumolysin (Ply) (4 cytopathogenic doses) on CHO-K1 cells using monoclonal (mAbs) 
antibodies (Abs): A – mAbs (nPly); Б – mAbs recombinant Ply (rPly); В – polyclonal Abs (rPly). Abs concentration: a – 4 mg / mL; б – 2 mg / mL; в – 1 mg / mL; 
г – 0.5 mg / mL; д – 0.25 mg / mL; e – control, culture medium. Magnification 100, lens ×10, eyepiece 10
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не распознавать и слабо распознавать натPly в имму-
нохимических тестах (непрямой и  сэндвич-ИФА), 
взаимодействуя при этом с натPly в реакции имму-
ноблоттинга [4, 6, 13]. Результаты, свидетельству
ющие о протективной активности антител в опытах 

in vitro, подтвердились в опытах in vivo. Все исследо-
ванные антитела при пассивном введении мышам 
за 1 ч до заражения вирулентным штаммом S. pneu-
moniae снижали его патогенное действие, что прояв-
лялось в замедлении гибели опытных мышей о срав-
нению с контролем. Полученные предварительные 
данные по превентивной активности антител требу-
ют подтверждения с использованием других доз ан-
тител и схем их введения мышам.

На  основании проведенных нами исследова-
ний установлено, что МкАт (натPly), МкАт (рекPly) 
и  ПкАт (рекPly) нейтрализовали цитотоксическое 
действие натPly на  эритроциты и  клетки CHO-K1 
в опытах in vitro и способствовали продлению жизни 
мышей, зараженных S. pneumoniae в опытах in vivo. 
Дальнейшие исследования в этом направлении це-
лесообразно проводить при  использовании МкАт 
(рекPly) с учетом их направленности к участкам мо-
лекулы Ply, ассоциированным с формированием про-
тективного иммунного ответа.

В перспективе МкАт (Ply) можно рассматривать 
как инструмент, предназначенный для снижения па-
тогенности пневмококка у пациентов с тяжелой фор-
мой пневмококковой инфекции методом пассивной 
иммунотерапии.

Рис. 4. Превентивные свойства антител (Ат), специфичных к пнев-
молизину (Ply)

Fig. 4. Preventive properties of antibodies (Abs) specific to pneumolysin 
(Ply)
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