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ВВЕДЕНИЕ

Туберкулез – широко распространенное хрони- 
ческое инфекционное заболевание человека и жи- 
вотных, которое вызывают различные виды мико- 
бактерий из группы Mycobacterium tuberculosis 
complex (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, 
M. microti, M. canettii). Ежегодно туберкулез стано- 
вится причиной более полутора миллионов смер- 
тей [1–3]. Специалисты отмечают, что за последние 
годы существенно возросла лекарственная ус- 
тойчивость штаммов микобактерий. В настоящее 

время все чаще наблюдается инфицирование 
пациентов штаммами, устойчивыми практически 
ко всем антибиотикам, что требует срочного 
поиска новых лекарственных препаратов и ме- 
тодов лечения [4].

Отличительная особенность микобактерии – 
сложность ее клеточной стенки. Эта структура 
состоит из плазматической мембраны, ядра кле- 
точной стенки и внешней оболочки, помимо этого 
она включает множество сложных липидов, пеп- 
тидогликанов и миколеевых кислот [5–8]. Мико- 
левые кислоты – длинноцепочечные разветвлен- 
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ные жирные кислоты с перекрестными сшив- 
ками, содержащие по 60–90 атомов углерода в 
молекуле, – это исключительный компонент кле- 
точной стенки микобактерий; они делают по- 
верхность бацилл воскообразной и сильно гидро- 
фобной, обеспечивая тем самым защиту от гидро- 
фильных антибиотиков, окислительного пов- 
реждения и иммунного ответа хозяина [9].

Несмотря на усилия мирового сообщества по 
искоренению туберкулеза, в период с 2021 по 
2023 гг. от него умерло в общей сложности ~5 млн 
человек, фактически в этот период он был вто- 
рым по значимости инфекционным убийцей 
после COVID-19. С 2024 г. туберкулез, вероятно, 
снова станет основной причиной смертности 
в мире, тем более что во время пандемии 
COVID-19 все ресурсы здравоохранения были 
направлены на сдерживание SARS-CoV-2, а 
важные противотуберкулезные программы были 
проигнорированы. Кроме того, серьезной проб- 
лемой становится лекарственно-устойчивый ту- 
беркулез: его лечение сложное, длительное, доро- 
гостоящее и часто требует применения токсич- 
ных и плохо переносимых препаратов [10]. В 
этой связи внимание специалистов все больше 
привлекают пептиды, применение которых обе- 
щает решить проблемы существующих схем ле- 
чения туберкулеза. По сравнению с уже сущест- 
вующими противотуберкулезными препара- 
тами, пептиды имеют ряд преимуществ. Во-
первых, они обладают широким спектром 
активности в отношении различных штаммов 
микобактерий туберкулеза, в том числе штаммов, 
устойчивых к лекарственным средствам, что 
делает их потенциальными кандидатами на ле- 
чение лекарственно-устойчивого туберкулеза. 
Во-вторых, пептиды действуют быстро, и это оз- 
начает, что они могут оперативно убивать микро- 
бов, что сократит продолжительность лечения. 
В-третьих, пептиды имеют низкий риск развития 
лекарственной устойчивости, поскольку они 
одновременно воздействуют на несколько ком- 
понентов бактериальных клеток и клетки орга- 

низма-хозяина. И наконец, они, как правило, хо- 
рошо переносятся организмом. Эти преимущества 
делают потенциальные противотуберкулезные 
пептидные препараты привлекательным вариан- 
том для разработки новых схем лечения тубер- 
кулеза [4].

Несколько лет назад мы синтезировали пеп- 
тид LKEKK, соответствующий последователь- 
ностям 16–20 тимозина-α1 (TM-α1) и 131–135 ин- 
терферона-α2 (IFN-α2) человека. Исследование 
активности пептида показало, что он способен 
оказывать противомикробное и противовоспа- 
лительное действие in vitro и in vivo [11–14].

Цель настоящей работы – изучить действие 
пептида LKEKK на модели туберкулеза у мышей, 
инфицированных Mycobacterium bovis-bovinus 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основные характеристики пептидов LKEKK 
и KKEKL приведены в табл. 1. Реакцией высо- 
котемпературного твердофазного каталитичес- 
кого изотопного обмена был получен меченный 
тритием пептид LKEKK ([3H]LKEKK, 2 мКи, 
уд. активность 42 Ки/моль). Время удерживания 
[3H]LKEKK и немеченого LKEKK на колонке 
Kromasil С18 (условия хроматографии приведены 
в разделе “Экспериментальная часть”) совпадало; 
отношения экстинкций при 220 и 280 нм для 
меченого и немеченого пептида также совпадали, 
что свидетельствует о сохранении химического 
строения LKEKK при замещении водорода на 
тритий.

Мы получили характеристики связывания 
[3H]LKEKK с плазматическими мембранами пе- 
ритонеальных макрофагов и спленоцитов ин- 
тактных мышей и сравнили их с соответствую- 
щими показателями мышей, инфицированных 
M. bovis-bovinus 8. Эксперименты показали, что 
в выбранных нами условиях (см. раздел “Экспе- 
риментальная часть”) [3H]LKEKK с высоким 
сродством связывается с мембранами из обоих ти- 
пов клеток неинфицированных животных. Вели- 
чину специфического связывания [3H]LKEKK 

Таблица 1. Основные характеристики синтезированных пептидов

Пептид Чистота, % Данные аминокислотного анализа М, Да

LKEKK >98 Glu 1.09 (1), Leu 1.00 (1), Lys 3.27 (3) 645.2 (расчетное значение – 644.87)
KKEKL >97 Glu 1.12 (1), Leu 1.03 (1), Lys 3.32 (3) 648.6 (644.87)
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определяли по разности между его общим и неспе- 
цифическим связыванием. Величину неспеци- 
фического связывания [3H]LKEKK оценивали 
в присутствии 10 мкМ немеченого LKEKK. На 
рис. 1 показана зависимость величины общего 
(график 1), специфического (2) и неспецифи- 
ческого (3) связывания пептида [3H]LKEKK с 
плазматическими мембранами перитонеальных 
макрофагов (рис. 1а) и спленоцитов (рис. 1б) мы- 
ши при 4°C от времени инкубации. Видно, что 
в обоих случаях динамическое равновесие в сис- 
теме “[3H]LKEKK – участок специфического 
связывания (рецептор)” устанавливалось при- 
мерно через 1 ч и сохранялось по крайней мере 
2 ч. Поэтому для определения величины равно- 
весной константы диссоциации (Kd) реакцию свя- 
зывания проводили в течение 1 ч. В этих усло- 

виях неспецифическое связывание [3H]LKEKK 
с мембранами макрофагов и тимоцитов состав- 
ляло, соответственно, 7.2 ± 0.6 и 4.8 ± 0.4% от ве- 
личины его общего связывания.

Анализ специфического связывания [3H]- 
LKEKK с плазматическими мембранами перито- 
неальных макрофагов (рис. 2а, график 1) и 
спленоцитов (рис. 2а, график 2) неинфицирован- 
ных мышей в координатах Скэтчарда показал, 
что на поверхности этих клеток имеется один 
класс участков связывания (рецепторов) пеп- 
тида – графики представляют собой прямую ли- 
нию. Величина Kd, равная 2.1 ± 0.1 нМ (мем- 
браны макрофагов) и 3.1 ± 0.2 нМ (мембраны 
спленоцитов), свидетельствует о высокой аффин- 
ности связывания.
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Рис. 1. Зависимость общего (1), специфического (2) и неспецифического (3) связывания пептида [3H]LKEKK с 
мембранами перитонеальных макрофагов (а) и спленоцитов (б) мыши от времени инкубации. Величину специфического 
связывания меченого пептида определяли как разность между его общим и неспецифическим связыванием.
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Рис. 2. Анализ в координатах Скэтчарда специфического связывания пептида [3H]LKEKK с плазматическими 
мембранами перитонеальных макрофагов (1) и спленоцитов (2) интактных мышей (а) и мышей, инфицированных 
M. bovis-bovinus 8 (б). B и F – молярные концентрации связанного и свободного меченого пептида [3H]LKEKK 
соответственно.
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Для характеристики специфичности связыва- 
ния в качестве потенциальных конкурентов 
[3H]LKEKK были протестированы немеченые 
пептиды LKEKK и KKEKL. Оказалось, что 
только пептид LKEKK способен ингибировать 
специфическое связывание [3H]LKEKK с мембра- 
нами макрофагов и спленоцитов (Ki = 2.5 ± 0.2 нМ 
и 2.9 ± 0.3 нМ соответственно), пептид с инверти- 
рованной последовательностью KKEKL был не- 
активен. Таким образом, связывание [3H]LKEKK 
с мембранами перитонеальных макрофагов и 
спленоцитов интактных мышей характеризуется 
высокой специфичностью.

На рис. 2б приведены графики Скэтчарда, 
характеризующие специфическое связывание 
пептида [3H]LKEKK с мембранами перитонеаль- 
ных макрофагов (1) и спленоцитов (2) мышей, 
инфицированных M. bovis-bovinus 8. Сравнение 
графиков на рис. 2а и 2б, а также соответствую- 
щих значений Kd позволяет заключить, что ин- 
фицирование приводило к значительному сни- 
жению сродства [3H]LKEKK к рецептору на мем- 
бранах обоих типов клеток; тем не менее значе- 
ния Kd (для мембран макрофагов – 18.6 ± 0.2 нМ, 
для мембран спленоцитов – 16.7 ± 0.3 нМ на 
21-й день с момента инфицирования) показы- 
вают, что оно оставалось высоким, и, следова- 
тельно, чувствительность клеток к действию пеп- 
тида сохранялась по крайней мере в течение трех 
недель после заражения.

Исследование действия пептида LKEKK 
in vivo при экспериментальном туберкулезе у мы- 
шей показало, что его применение тормозило раз- 
витие заболевания. Через 4 дня после окончания 
пятидневной терапии (28-й день с момента зара- 
жения) у мышей, получавших пептид в дозах 0.1, 
1.0 и 10 мкг/кг, наблюдалось значительное сни- 
жение индекса поражения легких: 2.2 ± 0.3, 1.8 ± 
0.2 и 1.4 ± 0.3 соответственно (p < 0.05). В то же 
время у мышей после изониазид-терапии этот 
показатель составлял 2.6 ± 0.2 (p < 0.05), а у 
инфицированных животных без терапии – 3.8 ± 
0.4 (p < 0.05).

Снижение продукции IL-2 в Con A-стимули- 
рованных клетках селезенки наблюдалось у ин- 
фицированных животных с обширным пораже- 
нием легких: 12.5 ± 1.6 ед./мл по сравнению с 
74.3 ± 6.5 ед./мл у неинфицированных животных 
(p < 0.05). Лечение пептидом LKEKK (0.1 и 
1.0 мкг/кг) сопровождалось увеличением продук- 

ции цитокина уже через 4 дня после заверше- 
ния терапии: соответственно, 39.2 ± 2.8 и 41.6 ± 
5.6 ед./мл в сравнении с 25.2 ± 2.4 ед./мл после 
изониазид-терапии (p < 0.05). На 24-й день после 
окончания лечения пептидом продукция IL-2 
была восстановлена до уровня, наблюдаемого у 
неинфицированных животных.

Инфицирование приводило к резкому сниже- 
нию продукции IFN-γ Con A-стимулированными 
клетками селезенки: 10.3 ± 1.4 в сравнении с 22.5 ± 
2.4 ед./мл у неинфицированных мышей (p < 0.05). 
Через 4 дня после завершения терапии пепти- 
дом во всех использованных дозах продукция 
цитокина не отличалась от таковой у животных, 
получавших только изониазид-терапию. Однако 
уже через 10 дней наблюдалось значительное 
повышение его уровня у животных, получавших 
пептид в дозах 1 и 10 мкг/кг: 15.6 ± 2.0 и 18.9 ± 
1.5 ед./мл по сравнению с 12.5 ± 1.7 ед./мл при 
лечении только изониазидом (p < 0.05).

Напротив, продукция IL-4 в Con A-стимули- 
рованных клетках селезенки инфицированных 
мышей была резко повышена: 20.2 ± 2.6 против 
11.2 ± 1.6 ед./мл у неинфицированных живот- 
ных (p < 0.05). Лечение изониазидом оказалось 
неэффективным: 19.0 ± 2.2 ед./мл, в то время 
как пептид в дозах 1 и 10 мкг/мл уже через 4 дня 
после окончания лечения значительно снижал 
уровень цитокина: 15.7 ± 2.1 и 14.3 ± 2.0 ед./мл. 
Следует отметить, что другие авторы также от- 
мечали повышенный уровень IL-4 и значитель- 
ное снижение уровней IL-2 и IFN-γ у животных 
и людей с туберкулезом [15–17].

За последние несколько лет достигнут значи- 
тельный прогресс в понимании иммунопато- 
генеза туберкулеза: стало понятно, что ключевую 
роль в прогрессировании и тяжести заболевания 
играет дисбаланс в активности Т-хелперных Th1- 
и Th2-клеток, в результате которого происходит 
снижение продукции IL-2, IL-12, IFN-γ и на- 
рушение экспрессии их рецепторов [18–21]. 
Адекватный иммунный ответ на Mycobacterium 
характеризуется большей активностью Th1-
клеток и продукцией IFN-γ и IL-2, в то время как 
низкая устойчивость к инфекции – это результат 
стимуляции Th2-клеток и продукции IL-4 
[22–24]. Более того, установлено, что реакти- 
вация латентного туберкулеза сопровождается 
повышенной продукцией Th2-цитокинов и сни- 
жением активности Th1-клеток [23, 25].
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Имеются данные, свидетельствующие о на- 
личии у Th1-цитокинов противотуберкулезной ак- 
тивности. Так, показано, что терапия с исполь- 
зованием рекомбинантного IL-2 (rIL-2) приводит 
к нормализации экспрессии рецептора IL-2, про- 
лиферации лимфоцитов и, частично, продукции 
IFN-γ в культурах лимфоцитов, полученных от 
пациентов с активным туберкулезом [25–27]. Те- 
рапия с применением IFN-γ приводила к умень- 
шению количества бактериальных клеток в 
культурах органов мышей, инфицированных 
M. avium и M. tuberculosis [28, 29]. У пациентов 
с тяжелой формой туберкулеза, инфицирован- 
ных M. tuberculosis, терапия IFN-γ приводила к 
улучшению клинической картины и повышению 
функциональной активности лимфоцитов [30]. 
Более того, положительное влияние IFN-γ на 
клиренс M. tuberculosis было обнаружено у па- 
циентов с множественной лекарственной устой- 
чивостью [31]. И наконец, IL-12 оказался эффек- 
тивным вспомогательным средством при лече- 
нии пациентов, страдающих прогрессирую- 
щим клиническим туберкулезом [32, 33].

Мы установили, что у мышей с обширным 
поражением легких наблюдается снижение ак- 
тивности перитонеальных макрофагов, о чем 
свидетельствует слабое переваривание дрож- 
жевых клеток. Средняя фагоцитарная актив- 
ность через 28 дней после заражения составила 
4.6% по сравнению с 64.2% у неинфицирован- 
ных мышей (p < 0.01). Терапия пептидом в дозах 
1.0 и 10 мкг/кг приводила к значительному по- 
вышению этого показателя – до 29.8 и 38.5% со- 
ответственно; лечение изониазидом также со- 
провождалось возрастанием фагоцитарной ак- 
тивности – в среднем до 19.4% (p < 0.05).

Следует отметить, что фагоцитоз дрожжей – 
чувствительный маркер активности макрофагов 
при экспериментальном туберкулезе. Полагают, 
что ингибирование функций макрофагов – 
результат действия не только Mycobacterium, но 
и противотуберкулезных препаратов, в частности 
изониазида [34–36]. Полученные нами резуль- 
таты показывают, что лечение пептидом LKEKK 
стимулирует функции макрофагов значительно 
активнее, чем изониазид-терапия.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали Mycobacterium bivis-
bovinus 8 (коллекция ВНИИ экспериментальной 

ветеринарии им. К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко 
РАН, Москва), IL-2, IL-4, IFN-γ, TM-α1 (Immun- 
diagnostik AG, Германия); фенилметилсульфо- 
нилфторид (PMSF), Tris (Fluka, США); феталь- 
ную сыворотку теленка, окись алюминия (Al2O3) 
(Sigma, США); L-глутамин, N-(2-гидроксиэтил)- 
пиперазин-N′-2-этилсульфоновую кислоту 
(HEPES), Rh/Al2O3 (Flow, США); сахарозу, БСА, 
фенилметилсульфонилфторид (PMSF), азид 
натрия (NaN3) (Serva, Германия); N-метилпир- 
ролидон, диизопропилкарбодиимид, 1-гидрокси- 
бензотриазол, тиоанизол (Меrсk, Германия); сцин- 
тиллятор Unisolv 100 (Amersham, Англия). Ос- 
тальные реактивы имели квалификацию “ос. ч.”. 
Для культивирования клеток использовали среду 
199 (ФГБНУ “Научно-исследовательский инсти- 
тут вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова”, 
Москва) и RPMI-1640 (Serva, ФРГ). Дистил- 
лированную воду дополнительно очищали с 
помощью системы Моno-Q (Millipore, США).

Пептиды LKEKK и KKEKL синтезировали на 
автоматических синтезаторах (модель 430A и 
Vega Coupler, модель C250; Applied Biosystems, 
США) с использованием Boc/Bzl-тактики наращи- 
вания пептидной цепи и очищали препаратив- 
ной обращенно-фазовой хроматографией (хро- 
матограф Gilson, Франция), колонка Waters Sym- 
metryPrep C18 (19 × 300 мм) (Malva, Греция). Син- 
тезированные пептиды были охарактеризованы 
данными аналитической обращенно-фазовой 
ВЭЖХ (хроматограф Gilson, Франция; колонка 
XТerra RP18, Malva, Греция), аминокислотного 
анализа (гидролиз 6 М HCl, 24 ч, 110°C; 
аминокислотный анализатор 4151 Alpha Plus, 
LKB, Швеция) и масс-спектрального анализа 
(масс-спектрометр Finnigan, США).

Для получения [3H]LKEKK использовали 
реакцию высокотемпературного твердофазного 
каталитического изотопного обмена (ВТКИО) 
[37]. К раствору пептида (1.0 мг в 1 мл воды) 
добавляли 20 мг окиси алюминия и упаривали 
на роторном испарителе при 20°C. Окись алюми- 
ния с нанесенным пептидом смешивали с 10 мг 
катализатора (5% Rh/Al2O3). Полученную твердую 
смесь помещали в ампулу объемом 10 мл на 
20 мин. Ампулу вакуумировали, заполняли газо- 
образным тритием до давления 250 мм рт. ст., 
нагревали до 170°C и выдерживали при этой 
температуре в течение 20 мин. Затем ампулу 
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охлаждали, вакуумировали, продували водоро- 
дом и повторно вакуумировали. Меченый пеп- 
тид экстрагировали из твердой реакционной 
смеси двумя порциями по 3 мл 50%-ного водного 
этанола, полученный раствор объединяли и упа- 
ривали. Для удаления лабильного трития про- 
цедуру повторяли дважды. Очистку меченого пеп- 
тида проводили методом ВЭЖХ со спектрофото- 
метром Beckman Beckman DU 800 (США) при 
длинах волн 220 и 280 нм последовательно на 
колонках Kromasil C18 (10 × 250 мм) и MN C8 
(8 × 250 мм) при 20°C в градиенте концентрации 
водного раствора ацетонитрила в присутствии 
0.1%-ной трифторуксусной кислоты. Количество 
включенного трития в пептид рассчитывали с 
использованием жидкостного сцинтилляционного 
счета.

Заражение мышей линии CBA (самцы, воз- 
раст 8–10 недель, вес 20‑25 г), полученных из 
Питомника животных Рапполово (Ленинградская 
область, Россия), проводили путем введения 
суспензии M. bovis-bovinus 8 (0.1 мг в 0.2 мл 
физиологического раствора, ~100 бактериальных 
телец, подкожно). Начиная с 7-го дня после ино- 
куляции, каждые два дня умерщвляли двух мы- 
шей и исследовали легкие. При обнаруже- 
нии единичных субмилиарных очагов (<1 мм) в 
легких у забитой мыши (12-й день после ино- 
куляции) всех остальных животных отбирали в 
одну из групп и проводили терапию изониазидом 
(ежедневно в течение 5 дней в дозе 5 мг/кг внутри- 
брюшинно). Лечение пептидом LKEKK, состоящее 
из одной ежедневной внутрибрюшинной инъек- 
ции в течение пяти дней (дозы 0.1, 1.0 и 10 мкг/кг), 
начиналось на 20-й день после инокуляции (когда 
на аутопсии необработанных мышей были об- 
наружены множественные субмилиарные очаги). 
Контрольные группы включали мышей без те- 
рапии (контроль инфицирования) и мышей, по- 
лучавших только терапию изониазидом (конт- 
роль терапии). Тяжесть экспериментального тубер- 
кулеза оценивали путем визуального осмотра и 
рассчитывали как “индекс поражения легких”. 
Каждая экспериментальная и контрольная группа 
состояла из 15 животных.

Использовали следующие критерии: одиноч- 
ные субмилиарные очаги оценивались в 0.5 ед., 
множественные субмилиарные очаги (<20) – 
в 1.0 ед., множественные субмилиарные очаги 
(>20) – в 1.5 ед., одиночные милиарные очаги –  

в 1.75 ед., множественные ассоциированные 
субмилиарные и милиарные очаги (<10) – 2.25 ед.,  
множественные ассоциированные милиарные 
очаги – 2.75 ед., мелкие казеозные очаги – 3.0 ед., 
множественные казеозные очаги – 4.0 ед., пора- 
жение всего легкого – 5.0 ед. При мацерации лег- 
ких серозной жидкостью показатель, в зависи- 
мости от степени поражения, повышался на 
0.25–1.0 ед. Вес легких и селезенки также изме- 
ряли и сравнивали с общим весом мыши, чтобы 
получить индекс веса органа.

Спленоциты и макрофаги брюшной полости 
мышей получали и культивировали согласно 
предложенным нами ранее методикам [38, 39]. 
Жизнеспособность клеток по тесту с акридино- 
вым оранжевым составляла 93–95%. Мембраны 
из клеток селезенки и макрофагов получали по 
методу [40]. Концентрацию белка определяли с 
помощью метода Лоури, используя в качестве 
стандарта БСА [41].

Реакцию связывания [3H]LKEKK с мембра- 
нами, выделенными из спленоцитов и макро- 
фагов, проводили в Трис-HCl-буфере (pH 7.4), 
по следующей схеме: в стеклянные пробирки вно- 
сили 100 мкл меченого пептида (10–10–10–7 М, три 
параллельные пробы для каждой концентра- 
ции), 100 мкл буфера (общее связывание) или 
100 мкл 10–3 М раствора немеченого пептида в 
буфере (неспецифическое связывание) и 800 мкл 
свежеприготовленной суспензии мембран (2 мг 
белка). Пробирки инкубировали при 4°C в течение 
1 ч. По окончании инкубации реакционную смесь 
фильтровали через стекловолокнистые фильтры 
GF/C (Whatman, Англия). Фильтры трижды про- 
мывали 5 мл ледяного буферного раствора. Радио- 
активность на фильтрах подсчитывали с помощью 
жидкостного сцинтилляционного счетчика LS 
5801 (Beckman, США). Величину специфического 
связывания [3H]LKEKK с мембранами опреде- 
ляли по разности между его общим и неспецифи- 
ческим связыванием, а величину его неспецифи- 
ческого связывания – в присутствии 100 мкМ 
немеченого LKEKK (1000-кратный избыток по 
отношению к самой большой концентрации ме- 
ченого пептида – 100 нМ) и выражали в молях 
на 1 мг белка. Для определения равновесной Kd 
строили график зависимости отношения моляр- 
ных концентраций связанного (B) и свободного (F) 
[3H]LKEKK от молярной концентрации связан- 
ной 125I-меченной CT-B (B) [42].
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Для оценки способности TM-α1, IFN-α2, пепти- 
дов LKEKK и KKEKL ингибировать специфи- 
ческое связывание [3H]LKEKK с мембранами 
спленоцитов и макрофагов, суспензию мембран 
(2 мг белка) инкубировали с меченым пептидом 
(5 нМ) и одним из потенциальных конкурентов 
(диапазон концентраций 100 нМ–10 мкМ, три 
повтора для каждой концентрации), как описано 
выше. Константу ингибирования (Ki) определяли 
по формуле:

Ki = IC50/(1 + [L]/Kd)                    [43],
где [L] – молярная концентрация [3H]LKEKK; 
Kd – равновесная константа диссоциации комп- 
лекса [3H]LKEKK–рецептор; IC50 – концентрация 
немеченого лиганда, вызывающая 50%-ное инги- 
бирование специфического связывания мече- 
ного пептида. Величину IC50 определяли графи- 
чески на основании кривой ингибирования. Зна- 
чение Kd измеряли предварительно, как описано 
выше.

Для определения продукции спленоцитами ци- 
токинов, 100 мкл суспензии клеток (107 кл./мл 
RPMI 1640, содержащей 10% FCS, апротинин, 
лейпептин, пепстатин А – 10 мкг/мл каждого) до- 
бавляли в каждую лунку 96-луночного планшета 
для культуры клеток. В контрольные лунки до- 
бавляли только RPMI 1640. Выработку цитоки- 
нов индуцировали конканавалином А (Con A, 
конечная концентрация 2.5 мкг/мл). Клетки 
инкубировали в течение 24 ч при 37°C в атмос- 
фере 5% CO2. После инкубации из каждой лунки 
отбирали по 150 мкл супернатанта. Супернатанты 
хранили при –70°С. Концентрацию цитокинов 
в супернатантах определяли с помощью ELISA 
Kits (BD Biosciences, США) в соответствии с 
прилагаемой инструкцией.

Активность перитонеальных макрофагов оце- 
нивали по их способности к фагоцитозу in vitro. 
Клетки высевали в концентрации 106 клеток на 
чашку Петри и добавляли среду, содержащую 107 

клеток Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D 
(коллекция Института биохимии и физиологии 
микроорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН, 
Пущино, Московская область), опсонизирован- 
ных мышиной сывороткой. Под микроскопом 
(Биомед 4 LED, Биомед, Россия) при увеличении 
1350× определяли фагоцитарную активность (про- 
цент макрофагов, участвующих в фагоцитозе) и 
переваривающую способность (количество кле- 

ток, переваренных макрофагами в течение 1.5 ч 
инкубации).

Достоверность различий между контролем 
и опытом оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента, p < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучено действие пептида LKEKK на модели 
туберкулеза у мышей, инфицированных Myco- 
bacterium bovis-bovinus 8. Установлено, что син- 
тетический пептид LKEKK обладает значитель- 
ной противотуберкулезной активностью и мо- 
жет быть использован в комплексной терапии 
этого заболевания.
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In this work, the activity of the synthetic peptide LKEKK was investigated in a mouse model of tuberculosis 
induced by Mycobacterium bivis-bovinus 8 strain. Therapy with peptide at doses of 0.01, 0.1 and 1 μg/kg 
(5 daily injections) significantly reduced the lung injury index of mice compared to animals in the control 
groups (no treatment and isoniazid treatment). Using [3H]LKEKK, it was shown that the high sensitivity 
of peritoneal macrophages and splenocytes of infected mice to the peptide was maintained for at least three 
weeks (Kd 18.6 and 16.7 nM for macrophage and splenocyte membranes, respectively).A study of cytokine 
production by splenocytes of infected mice showed that on the 24th day after treatment with the peptide 
(doses of 1 and 10 µg/kg) the secretion of IL-2 was restored to the level observed in uninfected animals. 
IFN-γ production by spleen cells of infected mice also significantly increased upon peptide treatment. At 
the same time, IL-4 production decreased in splenocytes. In addition, the peptide treatment stimulated the 
phagocytic activity of peritoneal macrophages, which was reduced due to tuberculosis infection. Thus, the 
synthetic peptide LKEKK increased the effectiveness of anti-tuberculosis therapy, as well as the strength 
of the immune response. The peptide can be used in complex therapy of tuberculosis.
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