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актуальность специфической профилакти-
ки чумы в настоящее время обусловлена наличи-
ем активных природных очагов данной болезни на 
территории российской Федерации в сочетании с 
другими факторами риска возникновения ее эпиде-
мических проявлений. в россии для специфической 

профилактики чумы применяется вакцина живая 
чумная (вжч), представляющая собой лиофилизат 
для приготовления суспензии для инъекций, накож-
ного скарификационного применения и ингаляций. 
вакцина разработана в 30-х годах прошлого столе-
тия на основе вакцинного штамма Yersinia pestis EV 
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выявление аССоциаций генов HLA II клаССа главного коМПлекСа  
гиСтоСовМеСтиМоСти С оСоБенноСтяМи иММунного ответа у лиц,  

вакцинированных живой чуМной вакциной в реСПуБлике калМыкия
1ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов;  

2Управление Роспотребнадзора по Республике Калмыкия, Элиста, Российская Федерация

цель исследования: определение аллельных вариантов гаплотипов HLA II класса у лиц, проживающих в 
республике калмыкия на территории прикаспийского песчаного природного очага чумы, иммунизированных по 
эпидпоказаниям вакциной живой чумной, и поиск ассоциаций гаплотипов HLA II класса с особенностями раз-
вития поствакцинального иммунитета. материалы и методы. в исследовании принимали участие 20 человек. 
HLA-типирование проводили методом мультиплексной пцр. продукцию иммунорегуляторных цитокинов и ти-
тры антител к фракции 1 чумного микроба определяли методом иммуноферментного анализа. статистическую 
обработку результатов проводили с использованием стандартных программ. результаты и выводы. определены 
аллельные варианты гаплотипов HLA-DQA1, HLA-DQв1 и HLA-DRB1 II класса главного комплекса гистосов-
местимости у 20 жителей лаганского и черноземельского районов республики калмыкия. выявлены различия 
в соотношении аллельных вариантов HLA-DQA1 и продукции цитокинов INF-γ, TNF-α, IL-4 и IL-10 по районам 
проживания. отмечено, что аллель HLA-DRB1*01 сопряжена с высоким уровнем спонтанной и индуцирован-
ной продукции IL-10 в различные сроки после ревакцинации вжч. дальнейшее изучение генов, регулирующих 
развитие иммунитета, наряду с иммунологическими методами позволит персонифицировать применение суще-
ствующей вакцины против чумы, а также прогнозировать иммуногенность и эффективность разрабатываемых 
профилактических препаратов.

Ключевые слова: чума, вакцина, люди, HLA-система, иммунологическая эффективность.
Корреспондирующий автор: Кудрявцева Ольга Михайловна, e-mail: rusrapi@microbe.ru.

O.M.Kudryavtseva1, T.N.Shchukovskaya1, N.I.Mikshis1, S.N.Klyueva1, S.A.Bugorkova1, D.N.Sandzhiev2, 
S.V.Konusheva2, S.P.Savchenko2, B.A.Khasykova2, S.A.Shcherbakova1

Identification of HLA II Class Gene Associations of the Main Histocompatibility Complex 
with Peculiarities of Immune Response in Persons Vaccinated with Live Plague Vaccine  
in the Republic of Kalmykia
1Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation; 2Rospotrebnadzor Administration in the Republic 
of Kalmykia, Elista, Russian Federation

Objective of the study was to determine allelic variants of HLA II class haplotypes in persons living in the Republic of Kalmykia 
in the territory of Pre-Caspian sandy natural focus of the plague, immunized for epidemic reasons with live plague vaccine and search 
for associations of HLA class II haplotypes with peculiarities of post-vaccinal immunity development. Materials and methods. 20 
individuals took part in the study. HLA typing was performed applying multiplex PCR. Production of immune-regulatory cytokines 
and antibody titers to fraction 1 of the plague microbe was determined using enzyme immunoassay. Statistical processing of the re-
sults was carried out using standard programs. Results and conclusions. Allelic variants of haplotypes HLA-DQA1, HLA-DQB1 and 
HLA-DRB1 class II of the main histocompatibility complex of 20 persons residing in Lagansky and Chernozemelsky districts of the 
Republic of Kalmykia have been identified. Determined have been the differences in the ratio of allelic variants of HLA-DQA1 and 
cytokine production INF-γ, TNF-α, IL-4 and IL-10 by the areas of residence. Association of the HLA-DRB1*01 allele with a high 
level of spontaneous and induced IL-10 cytokine production has been revealed at various times after booster vaccination. Further study 
of genes that regulate the development of immunity, along with immunological methods will make it possible to personalize the use of 
the existing vaccine against plague, and predict the immunogenicity and effectiveness of preventive drugs under development.
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нииэг, характеризующегося обширной делецией 
в pgm-области хромосомы [1]. для людей, прожи-
вающих на энзоотичной по чуме территории и лиц, 
работающих с возбудителем чумы рекомендуется 
однократная первичная вакцинация с последующи-
ми ежегодными ревакцинациями. опыт более чем 
полувекового применения вжч свидетельствует в 
пользу ее безопасности и эффективности. вместе с 
тем современные методы исследования предостав-
ляют новые возможности для более детального изу-
чения реакций макроорганизма на введение средств 
специфической профилактики.

при осуществлении иммунологического мони-
торинга в ходе массовых вакцинаций населения на-
ряду с общими тенденциями отмечают значительные 
колебания показателей адаптивного иммунитета. 
индивидуальные особенности зависят от множества 
факторов, таких как пол, возраст, сопутствующие за-
болевания и т.д. в настоящее время принято считать, 
что определяющую роль в вариабельности иммун-
ного ответа играет полиморфизм генов иммунного 
ответа (Immune response genes), регулирующих ак-
тивность всех звеньев и факторов иммунитета [13]. 
предполагают, что они входят в систему генов чело-
веческого лейкоцитарного антигена (HLA – Human 
Leukocyte Antigen) главного комплекса гистосовме-
стимости (мнс – мajor нistocompability сomplex) 
или тесно связаны с нею [11].

система генов HLA является наиболее поли-
морфной во всем человеческом геноме. высокий 
полиморфизм HLA возник как механизм естествен-
ного отбора в результате взаимодействия человека 
со множеством инфекционных патогенов. он позво-
ляет противостоять постоянно эволюционирующему 
множеству патогенов [3]. гены главного комплекса 
гистосовместимости HLA включают три основных 
региона: HLA I, II и III класса. гены HLA I класса 
(локусы A, B, C) играют ведущую роль во взаимо-
действии между т-киллерами (CD8+клетками) и 
клеткой-мишенью в процессе иммунного ответа. 
продукты этих генов присутствуют практически на 
всех клетках организма, занимая около 1 % клеточ-
ной поверхности. гены мнс II класса (локусы DP, 
DQ, и DR) наиболее полиморфны. молекулы HLA 
II класса экпрессируются на антигенпрезентирую-
щих клетках (APC – antigen-presenting cell) и опо-
средуют взаимодействие т-хелперов (CD4+клеток), 
в-лимфоцитов и макрофагов в иммунном ответе [4, 
14]. таким образом, система генов HLA выполняет 
в иммунном ответе важнейшую роль, обеспечивая 
презентацию чужеродных пептидов для дальнейше-
го развития иммунного ответа. 

в настоящее время достаточно интенсивно ве-
дутся исследования по поиску ассоциаций между 
особенностями HLA-фенотипа или гаплотипа и со-
стоянием защитных систем макроорганизма (ком-
понентов комплемента, интерферонов, цитокинов, 
иммуноглобулинов и т.д.) [5]. установлена большая 
группа аутоиммунных и онкологических заболева-
ний, в определенной степени ассоциированных с от-

дельными антигенами и гаплотипами HLA [7]. кроме 
того, выявлены популяционные и этнические осо-
бенности ассоциаций HLA-комплекса с различными 
инфекционными заболеваниями, такими как острые 
респираторно-вирусные инфекции, вирусные гепа-
титы, а также бактериальные инфекции [4]. 

связь генов HLA с развитием поствакциналь-
ного иммунитета в настоящее время является мало-
изученной областью. проводились исследования по 
выявлению зависимости между характером ответ-
ной реакции организма на вакцинацию и фенотипом 
HLA. такая корреляция продемонстрирована на не-
скольких вирусных вакцинах – против оспы, грип-
па, кори, краснухи и эпидемического паротита [10]. 
опубликованы данные по ассоциации между гетеро-
зиготностью по различным гаплотипам HLA классов 
I (HLA-A) и II (HLA-DQA1 и HLA-DQB1) и более 
выраженными клеточными иммунными реакциями 
(пролиферация лимфоцитов) у лиц, иммунизирован-
ных американской химической сибиреязвенной вак-
циной AVA [9].

до недавнего времени сведения об эпитопах 
антигенов возбудителя чумы, ассоциированных с 
развитием т-клеточного иммунного ответа, были до-
статочно ограниченными. однако в 2017 г. получены 
результаты, основанные на передовых технологиях 
с использованием биоинформационных ресурсов и 
методов прогнозирования связи т-клеточных эпито-
пов бактериальных и вирусных белков с антигенами 
главного комплекса гистосовместимости человека 
[15]. протестировано 1532 пептида на их способ-
ность вызывать специфический т-клеточный ответ. 
в результате отобрали 178 эпитопов, входящих в 
состав 113 белков Y. pestis, потенциально способ-
ных вызывать специфический ответ CD8 т-клеток. 
полученные знания о новых иммуногенных эпито-
пах Y. pestis внесут вклад в определение рациональ-
ного дизайна будущих вакцин.

целью нашего исследования явилось определе-
ние аллельных вариантов гаплотипов HLA у лиц, про-
живающих на территории прикаспийского песчаного 
природного очага чумы, вакцинированных (ревакци-
нированных) по эпидпоказаниям вжч, и поиск ассо-
циаций HLA-гаплотипов с особенностями развития 
клеточных и гуморальных иммунных реакций.

материалы и методы

в исследование взяты 20 образцов цельной пе-
риферической крови людей в возрасте от 24 до 53 лет 
(средний возраст – 43,3 года), проживающих на тер-
ритории прикаспийского песчаного природного оча-
га чумы в лаганском (г. лагань) и черноземельском 
(п. артезиан) районах республики калмыкия, и ре-
вакцинированных вжч по эпидпоказаниям (вторая 
ревакцинация после первичной вакцинации, прове-
денной в 2014 г.).

от каждого участвующего в исследовании пред-
варительно получено письменное согласие на его 
осуществление. работа одобрена этическим коми-
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тетом саратовского государственного медицинского 
университета. вакцинация вжч (производства Фкуз 
«ставропольский научно-исследовательский проти-
вочумный институт» роспотребнадзора) проводилась 
накожным способом персоналом районных больниц 
лаганского и артезианского районов калмыкии.

взятие крови для типирования генов HLA II клас-
са проводили однократно перед началом второй ревак-
цинации. при заборе крови, предобработке и хране-
нии материала руководствовались инструкцией к ком-
плекту реагентов для типирования генов гистосовме-
стимости HLA-днк-тех («нпо днк-технология», 
россия). выделение днк проводили набором «проба 
гс-генетика» («нпо днк-технология», россия). 
типирование генов главного комплекса гистосовме-
стимости проводили методом мультиплексной пцр 
в режиме реального времени на амплификаторе дт-
лайт («нпо днк-технология», россия) с использо-
ванием комплектов реагентов HLA-днк-тех для де-
текции аллелей локусов DQA1, DQB1 и DRB1 («нпо 
днк-технология», россия). 

для сравнения частот аллелей и их носите-
лей использовали базу данных по распределению 
HLA-анти генов в мировом сообществе («Allele 
Frequency Search» Classical ресурса http://www.
allelefrequencies.net).

забор крови из локтевой вены для определения 
показателей адаптивного иммунитета проводили в 
соответствии с гост р 53079.4-2008 до второй ре-
вакцинации и через 1, 6 и 12 месяцев после ее осу-
ществления. для оценки уровня продукции цитоки-
нов гепаринизированную венозную кровь разводи-
ли в соотношении 1:4 средой RPMI 1640 (панэко, 
россия), содержащей 100 мкг/мл гентамицина (Фгуп 
им. н.а.семашко, россия). в один из опытных об-
разцов вносили т-клеточный митоген конканавалин 
а (Sigma, сШа) в концентрации 15 мкг/мл, в кон-
трольный – физиологический раствор. опытный и 
контрольный образцы инкубировали в течение 24 ч 
при температуре 37 °с [2]. уровни спонтанной и ин-
дуцированной конканавалином а продукции иммуно-
регуляторных цитокинов INF-γ, TNF-α, IL-4 и IL-10 
определяли с применением коммерческих наборов 
реагентов для иммуноферментного определения кон-
центрации цитокинов в крови человека («зао вектор-
бест», россия) и спектрофотометра Genesys 10S UV-
Vis (Thermo Fisher Scientific, сШа). для определения 
титров антител к фракции 1 чумного микроба исполь-
зовали коммерческую тест-систему «иФа-ат-Ф1 
YERSINIA PESTIS» (Фкуз роснипчи «микроб», 
россия) и микропланшетный фотометр Stat Fax-3200 
(Awareness Technology, сШа).

статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием стандартных ста-
тистических программ, определяли среднее зна чение 
анализируемого показателя (м), ошибку средней 
арифметической (m). достоверность уровня различия 
сравниваемых величин оценивали с помощью U-кри-
терия манна-уитни. различия считали ста тистически 
достоверными при уровне значимости р˂0,05.

результаты и обсуждение

в результате типирования по восьми аллелям гена 
HLA-DQA1 установлено, что для 75 % исследуемых 
лиц, проживающих в г. лагань лаганского района, ха-
рактерно наличие аллельного варианта DQA1*03:01, 
а для 75 % тестированных лиц, проживающих в  
п. артезиан черноземельского района – DQA1*05:01. 
согласно базе данных www.allelefrequencies.net, ал-
лельные варианты DQA1*03:01 и DQA1*05:01 наи-
более часто встречаются у жителей россии.

в процессе иммунологического исследования 
ревакцинированных вжч лиц, проживающих в 
черноземельском и лаганском районах, выявлены 
следующие общие закономерности. непосредствен-
но перед второй ревакцинацией (через 12 месяцев 
после первой) отмечали выраженный иммунный от-
вет, характеризующийся высокими уровнями спон-
танной и индуцированной продукции цитокинов 
IFN-γ, TNF-α и низкими показателями цитокина IL-4. 
через 6 месяцев после второй ревакцинации в 100 % 
случаев отмечалось достоверное изменение цитоки-
нового статуса – резкое снижение продукции IFN-γ и 
TNF-α и повышение продукции IL-4 (рис. 1).

на этом фоне нами отмечено, что выраженность 
иммунных процессов в исследованных группах име-
ет достоверные различия по районам проживания. 
индивидуальные значения уровней продукции про-
воспалительного цитокина IFN-γ у исследованных 
жителей двух районов до второй ревакцинации в 
черноземельском районе в среднем были достовер-
но выше, чем в лаганском (рис. 1). на этом фоне 
наблюдали различную реакцию на вторую ревак-
цинацию. через месяц после второй ревакцинации 
у исследованных лиц из черноземельского района 
отмечали более высокие уровни продукции IL-4 и 
IFN-γ (рис. 2). повышение уровня IL-4 (биомаркер 
гуморального иммунного ответа) свидетельствовало 

рис. 1. результаты определения уровней спонтанной продук-
ции INF-γ, TNF-α и IL-4 в образцах крови лиц, проживающих 
в лаганском (А) и черноземельском (Б) районах республики 
калмыкия, до (1) и через 1 месяц (2), 6 месяцев (3), 12 месяцев 
(4) после второй ревакцинации вжч. по оси ординат – уровни 
спонтанной продукции цитокинов клетками крови (средние зна-
чения, пг/мл), по оси абсцисс – сроки ревакцинации вжч
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о наметившейся тенденции к изменению состояния 
иммунной системы, которое впоследствии выразит-
ся в переключении иммунного ответа с Th1 (клеточ-
ный) на Th2 (гуморальный). в эти же сроки у жи-
телей лаганского района отмечали достоверно более 
высокие уровни продукции TNF-α и IL-10. цитокин 
IL-10, также как и IL-4, подавляет синтез IFN-γ, в то 
же время его ассоциируют с иммуносупрессией. 

выявленные нами различия в продукции ци-
токинов у людей в зависимости от района про-
живания могут быть связаны с превалированием 
аллели DQA1*03:01 в лаганском районе, и аллели 
DQA1*05:01 в черноземельском районе. вместе с 
тем не исключено и влияние на иммунную систему 
внешних факторов. для выяснения этого необходимо 
существенное расширение охвата обследуемых лиц. 

при типировании аллелей гена HLA-DRB1, в по-
давляющем большинстве проб от жителей обоих рай-
онов отмечен только один из 13 известных аллельных 
вариантов – DRB1*04. исключение составил один об-
разец, в котором выявлена аллель DRB1*01. согласно 
базе данных http://www.allelefrequencies.net, часто-
та встречаемости варианта DRB1*01 относительно 
других аллелей HLA-DRB1 у жителей российской 
Федерации крайне низкая, в то время как гаплотип 
DRB1*04 встречается чаще всех остальных.

при проведении комплексного иммунологиче-
ского исследования мы обратили внимание на воз-
можную ассоциацию аллели HLA-DRB1*01 с вы-

соким уровнем спонтанной и индуцированной про-
дукции IL-10, активирующего клетки гуморального 
иммунитета и связанного с иммуносупрессией. у 
единственного носителя этой аллели уровень спон-
танной и индуцированной продукции IL-10 в раз-
личные сроки после ревакцинации был значительно 
выше нормы и среднего значения для жителей двух 
районов (рис. 3). не исключено, что гиперпродукция 
IL-10 у носителя варианта DRB1*01 повышает риск 
развития нежелательных поствакцинальных ослож-
нений. высокая иммунореактивность часто приво-
дит к аутоиммунным заболеваниям [12]. в частности, 
есть сведения о связи аллели DRB1*01 с развитием 
поствакцинального макрофагального миозита [6]. 
с другой стороны, вероятность ассоциации аллели 
HLA-DRB1*01 с показателями иммунитета против 
чумы подтверждается литературными данными. так, 
в исследовании по изучению взаимодействия эпито-
пов антиген Caf1 Y. pestis с т-клетками гуманизиро-
ванных мышей со встроенным в геном гаплотипом 
DRB1, лучший т-клеточный ответ вызывал эпитоп, 
ассоциациированный с аллелью HLA-DRB1*01 [8].

скрининг других показателей поствакциналь-
ного иммунитета – уровней продукции INF-γ, TNF-α 
и IL-4, содержания в сыворотке крови антител к кап-
сульному антигену фракции 1 чумного микроба, не 
позволил выявить статистически достоверной кор-
реляции с гаплотипами, определенными у жителей 
лаганского и черноземельского районов республики 

рис. 2. результаты определения уровней спонтанной 
продукции IL-4, INF-γ, TNF-α и IL-10 в образцах крови 
лиц, проживающих в лаганском и черноземельском 
районах республики калмыкия через 1 месяц по-
сле второй ревакцинации вжч. по оси ординат – 
уровни спонтанной продукции цитокинов клетками 
крови (пг/мл), по оси абсцисс – ревакцинированные 
лица лаганского (А) и черноземельского (Б) райо-
нов. средние значения спонтанной продукции цито-
кинов клетками цельной крови лиц, проживающих 
соответственно в лаганском и черноземельском рай-
онах (пг/мл): IL-4 – (2,0±1,45) и (14,2±6,4); INF-γ – 
(217,7±7,7) и (313,2±23,8); TNF-α – (262,8±9,1) и 
(91,4±4,75); IL-10 – (286,9±20,3) и (64,2±11,45)

рис. 3. результаты определения уровней 
спонтанной (1) и индуцированной (2, 3) 
продукции IL-10 (индивидуальные зна-
чения) в образцах крови лиц, проживаю-
щих в лаганском (А) и черноземельском 
(Б) районах республики калмыкия через 
1 месяц (1, 2) и 6 месяцев (3) после второй 
ревакцинации вжч. стрелкой обозначен 
носитель аллели HLA-DRB1*01
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калмыкия. дальнейшая работа по выявлению ас-
социации гаплотипов HLA-DQA1 и HLA-DRB1 с 
функциональной активностью клеточного и гумо-
рального звеньев иммунитета в случаях вакцинации 
(ревакцинации) декретированного контингента вжч 
предполагает расширение охвата обследуемых лиц. 

таким образом, нами определены аллельные ва-
рианты гаплотипов HLA-DQA1, HLA-DQв1 и HLA-
DRB1 II класса главного комплекса гистосовмести-
мости у жителей лаганского и черноземельского 
районов республики калмыкия, проживающих на 
территории прикаспийского природного очага чумы 
и ревакцинированных вжч по эпидпоказаниям. 
выявлены различия в распределении аллельных ва-
риантов HLA-DQA1 и выраженности продукции Th1 
и Th2-ассоциированных цитокинов (INF-γ, TNF-α, 
IL-4 и IL-10) по районам проживания. отмечено, 
что аллель HLA-DRB1*01 сопряжена с высоким 
уровнем спонтанной и индуцированной продукции 
IL-10 в различные сроки после ревакцинации вжч. 
дальнейшее изучение генов, кодирующих или ре-
гулирующих активность клеточных и гуморальных 
факторов иммунитета, наряду с иммунологическими 
методами позволит прогнозировать индивидуальный 
ответ на иммунизацию существующей вакциной для 
специфической профилактики чумы, персонифици-
ровать ее применение, а также прогнозировать им-
муногенность и эффективность разрабатываемых 
вакцинных препаратов.
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