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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Пыльца берёзы является одним из главных аллергенов в средней полосе России, в Европе, Север-
ной Америке и ряде других регионов. Аллергены, содержащиеся в пыльце берёзы, часто вызывают перекрёстную  
IgE-реактивность с гомологичными белками пыльцы других деревьев и различных пищевых продуктов. Аллерген-
специфическая иммунотерапия в настоящий момент является единственным методом лечения аллергии, воздейст-
вующим напрямую на различные звенья патогенеза заболевания, изменяя ответ организма на действие аллергена. 
Клиническая эффективность аллергенспецифической иммунотерапии достигает 80–90% и выражается уменьшением 
клинических проявлений и потребности в лекарственных средствах. Аллергоид, в отличие от аллергена, сохраняет 
иммуногенность, но значительно теряет IgE-связывающую способность, что является более безопасным при аллер-
генспецифической иммунотерапии.
Цель ― получение аллергоида из пыльцы берёзы бородавчатой (лат. Bétula péndula) путём обработки глутаровым 
альдегидом.
Материалы и методы. Очищенный аллерген, выделенный из пыльцы путём обезжиривания и водно-соле-
вой экст ракции, растворяли в фосфатно-буферном физиологическом растворе pH 7,5 и проводили полимеризацию  
в 0,1% раст воре глутарового альдегида. Стабилизацию проводили раствором боргидрида натрия.
Результаты. После оценки специфической активности с использованием конкурентного иммуноферментного ана-
лиза было видно, что у аллергоида IgE-связывающая способность значительно снижена по сравнению с исходным 
 аллергеном.
Заключение. В ходе работы был получен аллерген берёзы бородавчатой. Полученный аллерген содержит мажорные 
и минорные антигены берёзы бородавчатой (Bet v 1, Bet v 2, Bet v 3, Bet v 6, Bet v 7). На его основе получен аллергоид 
путём полимеризации глутаровым альдегидом. Полученный аллергоид имеет большую молекулярную массу, а также 
низкую IgE-связывающую способность в сравнении с исходным аллергеном. В связи с этим данный аллергоид может 
стать основой для получения новых препаратов аллергенспецифической иммунотерапии.

Ключевые слова: аллергоид; берёза; аллергенспецифическая иммунотерапия; АСИТ; стандартизация; пыльцевые 
аллергены; иммуноферментный анализ; ИФА.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Birch pollen is one of the main allergens in central Russia, Europe, North America, and several other regions. 
Allergens contained in birch pollen often cause immunoglobulin E cross-reactivity with homologous proteins both in other 
trees and in various foods. Allergen immunotherapy is currently the only allergy-treating method that directly affects various 
links in disease pathogenesis, thereby changing the body’s response to the action of the allergen. The clinical effectiveness of 
allergen immunotherapy reaches 80%–90% and is expressed by decreased clinical manifestations and the need for drugs. An 
allergoid, unlike an allergen, retains its immunogenicity, but significantly loses its allergenicity, which makes it safer for use 
with allergen immunotherapy.
AIM: To obtain an allergoid from the pollen of silver birch (Bétula péndula) by processing it with glutaraldehyde.
MATERIALS AND METHODS: The purified allergen isolated from pollen, by degreasing and water–salt extraction, was dissolved 
in phosphate-buffered saline at 7.5 pH and polymerized in 0.1% of glutaraldehyde solution. Stabilization was conducted with a 
sodium borohydride solution.
RESULTS: The allergoid significantly reduced its allergenicity compared to the original allergen after assessing the specific 
activity using a competitive enzyme-linked immunosorbent assay.
CONCLUSIONS: This study obtained an allergen of the silver birch. The resulting allergen contains major and minor antigens 
of silver birch (Bet v 1, Bet v 2, Bet v 3, Bet v 6, and Bet v 7). Based on these, an allergoid was obtained by polymerization 
with glutaraldehyde. The resulting allergoid has a large molecular weight and a low allergenic activity, in comparison with the 
original allergen. Thereby, this allergoid can become the basis for obtaining new allergen immunotherapy preparations.

Keywords: allergoid; birch tree; allergen immunotherapy; AIT; standardization; pollen allergens; enzyme-linked 
immunosorbent assay; ELISA.
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активных антигенных детерминант при взаимодействии 
с альдегидными группами и сокрытие внутри высоко-
молекулярного соединения делает их недоступными для  
IgE-антител и в итоге приводит к снижению аллерген-
ности в полимеризованных аллергенах. Именно это сни-
жение аллергенности делает использование аллергоида  
безопасным, минимизируя риск развития анафилаксии. 
Увеличение молекулярной массы и получение жёстких 
межмолекулярных связей оказывает положительное 
влия ние на иммуногенность [5–7].

Цели исследования ― после получения очищенного 
аллергена из пыльцы берёзы бородавчатой (лат. Bétula 
péndula) изготовить аллергоид методом глутарирования. 
Провести оценку свойств полученного аллергоида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования: пыльца берёзы бородавчатой, 

собранная в 2020 году в период цветения. Остаточная 
влажность после высушивания 3±0,5%. Пыльцу харак-
теризовали по морфологическим признакам (диаметр 
пыльцевого зерна, структура экзимы, форма пыльцевого 
зерна). Допускалось не более 10% примесей других ви-
дов пыльцы (определялось микроскопическим способом). 
Содержание тяжёлых металлов в сульфатной золе из 1 г 
пыльцы (точная навеска) не более 0,001%. Заражённость 
растительной пыльцы амбарными вредителями не превы-
шала I степени чистоты (что отвечает требованиям). Все 
показатели отвечали требованиям Государственной фар-
макопеи Российской Федерации XIV издания.

После обезжиривания пыльцы диэтиловым эфиром 
раствор фильтровали и высушивали с помощью склад-
чатого фильтра. Далее проводили водно-солевую экст-
ракцию раствором бикарбоната аммония. Полученный 
экстракт центрифугировали, собирали надосадочную 
жидкость и последовательно пропускали через фильтры 
с различным диаметром пор. Затем проводили диализ  
надосадочной жидкости против апирогенной воды. Диализат  
повторно центрифугировали и выполняли стерилизующую 
фильтрацию. Полученные аллергены лиофильно высуши-
вали и использовали в дальнейших исследованиях [8]. 
Очищенный аллерген растворяли в фосфатно-буферном 
физиологическом растворе (phosphate-buffered saline, 
PBS) рН 7,5 и проводили полимеризацию в 0,1% растворе 
глутарового альдегида. Реакционную смесь инкубировали 
сутки при температуре 8–10°С, периодически перемеши-
вая. Полученный раствор аллергоида по окончании срока 
инкубации стабилизировали раствором боргидрида натрия 
в течение 2 ч при комнатной температуре, затем диализо-
вали против апирогенной воды на холоде в течение 24 ч. 
Диализат центрифугировали и проводили стерилизующую 
фильтрацию. Полученный аллергоид лиофильно высуши-
вали и использовали в дальнейших исследованиях.

Хроматографический анализ аллергенов берёзы бо-
родавчатой выполняли с помощью хроматографической 

ОБОСНОВАНИЕ
Пыльца берёзы является одним из главных аллерге-

нов в средней полосе России, Европе, Северной Америке 
и ряде других стран. Аллергены, содержащиеся в пыльце 
берёзы, часто вызывают перекрёстную IgE-реактивность 
с гомологичными белками пыльцы других деревьев и раз-
личных пищевых продуктов. Клинические проявления 
данной аллергии разнообразны: аллергический рино-
конъюнктивит, бронхиальная астма, атопический дерма-
тит, пищевая аллергия. Оральный аллергический синдром 
на семечковые и косточковые плоды может значительно 
влиять на качество и образ жизни пациентов с аллергией 
на пыльцу берёзы [1, 2]. 

Аллергенспецифическая иммунотерапия (АСИТ) в нас-
тоящий момент является единственным методом лечения 
аллергии, который действует на разные звенья патогене-
за заболевания, изменяя ответ организма на воздействие 
аллергена. Клиническая эффективность АСИТ может дос-
тигать 90%, выражаясь уменьшением клинических про-
явлений и потребности в лекарственных средствах [3]. 

Основным показанием для назначения АСИТ явля-
ются респираторные симптомы с подтверждённой IgE-
зависимой природой, в то время как изолированный 
оральный аллергический синдром не является показани-
ем к АСИТ. Однако примерно у 70% пациентов, имеющих 
перекрёстную пищевую аллергию и получивших АСИТ 
аллергенами пыльцы берёзы, симптоматика значительно 
снижается [1, 3].

Использование экстрактов аллергенов для подкожно-
го введения при АСИТ сопровождается значительными 
рисками, связанными с IgE-опосредованными нежела-
тельными реакциями. Аллергоид, в отличие от аллер-
гена, сохраняет иммуногенность, но значительно теряет 
IgE-свя зывающую способность, что делает его более  
безопасным для использования при АСИТ [4].

Модифицировать аллерген возможно разными спосо-
бами: полимеризовать, получить сорбированную форму; 
создать аллерген-IgG-содержащий комплекс; использо-
вать плазмидную ДНК, кодирующую аллерген; применить 
IgE-связывающие аллергенные гаптены; произвести био-
технологическими приёмами отдельные молекулы аллерге-
нов или их фрагментов. Разнообразие вышеперечисленных 
методов модификации аллергенов показывает большой ин-
терес учёных-исследователей со всего мира к АСИТ как ва-
рианту лечения аллергических заболеваний.

Жёсткая и стабильная структура аллергоида, которая 
гораздо более устойчива к воздействию денатурирующих 
агентов, в отличие от первоначального аллергена прод-
левает индукцию синтеза антител аллергоидом. За счёт 
стабильности молекулы, при которой она медленнее 
разрушается в организме, появляется пролонгирован-
ное дейст вие, что, несомненно, является важным дос-
тоинством, так как позволяет сделать режим введения 
более удобным для пациента. Уменьшение общего числа 
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С помощью конкурентного иммуноферментного анали-
за (ИФА) определяли специфические IgE-антитела чело-
века. Постановка проводилась с использованием набора 
реагентов «АллергоИФА-специфические IgE» компании 
«АлкорБио» (Россия), необходимого для количественного 
определения в сыворотке крови человека специфических 
IgE. В данном наборе сорбция моноклональных антител 
против IgE человека была проведена на твёрдой фазе 
(планшет для ИФА).

В авторской модификации (внесение исследуемого 
аллергена в конкуренции с биотинилированным аллер-
геном) провели конкурентный анализ. В каждую лунку 
планшета было внесено по 50 мкл пулированной сыво-
ротки лиц с высокой сенсибилизацией к исследуемому 
аллергену. Далее вносили 50 мкл исследуемого препарата 
в заданных количествах (5,000; 2,500; 1,250; 0,625; 0,31 
и 0,155 мкг/лунка) и 50 мкл коммерческого биотинили-
рованного аллергена берёзы. Исследуемый препарат ―  
испытуемый аллерген, разведённый на фосфатном со-
левом буфере (Sigma, США). В контрольную лунку были 
внесены только 50 мкл биотинилированного аллергена 
и 50 мкл фосфатного солевого буфера (Sigma).

После выдерживания на шейкере в течение 1 ч 
при температуре 37±3°С пятикратно промывали раство-
ром для промывания. Далее вносили в каждую лунку 
по 150 мкл конъюгата (стрептавидин-пероксидаза хрена, 
Имтек, Россия). Снова выдерживали на шейкере в течение 
1 ч при температуре 37±3°С и пятикратно промывали рас-
твором для промывания. В конце вносили в каждую лунку 
по 100 мкл готового раствора ТМБ (тетраметилбензидин 
и субстратный буфер, 1:10) и выдерживали на шейкере 
15 мин при температуре 37±3°С. Реакцию останавливали 
стоп-реагентом (серной кислотой). Результат продуктов 
ферментативной реакции определяли через оптическую 
плотность с помощью многоканального спектрофотометра 
Multiscan (Thermo Fisher Scientific Oy, Финляндия) при дли-
не волны 450 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ
С помощью электрофореза в диссоциирующих усло-

виях в 15% полиакриламидном геле был получен белко-
вый профиль пыльцы (рис. 1). В первом столбце показан 
контроль с известной молекулярной массой, во втором ― 
антигены берёзы (Bet v 1, Bet v 2, Bet v 3, Bet v 6, Bet v 7).

По результатам иммуноблоттинга мы видим две вы-
раженные полосы, соответствующие Bet v 6 (~35 кДа), 
и группу Bet v 1 / Bet v 2 / Bet v 7 (~17 кДа); рис. 2. 

Результаты исследования аллергена и аллергоида ме-
тодом гель-хроматографии, представленные на рис. 3, де-
монстрируют, что в результате полимеризации произошло 
значительное увеличение молекулярной массы аллерго-
ида в сравнении с исходным аллергеном. 

В таблице приведены значения оптической плот-
ности колориметрической реакции при 450 нм (ОП450) 

системы среднего давления FPLC Pharmacia Biotech 
(Швеция). Использовали колонку Superdex 200HR 10×30, 
предварительно откалиброванную по белкам с известной 
молекулярной массой (IgG 150 кДа, бычий сывороточный 
альбумин 66 кДа, пероксидаза хрена 44 кДа). Скорость 
потока 0,5 мл/мин; детектирование при 280 нм, объём  
образца 0,2 мл.

По методу Лэмли в полиакриламидном геле был про-
ведён электрофорез [9]. По методу Лоури (метод А) опре-
делили белок [10].

Рис. 1. Исследование аллергена, выделенного из пыльцы берё-
зы бородавчатой, с помощью электрофореза в диссоциирующих 
условиях.
Fig. 1. Study of the allergen isolated from the pollen of the silver 
birch using electrophoresis under dissociating conditions.

Рис. 2. Результаты исследования методом иммуноблоттинга.
Fig. 2. The results of the study by immunoblotting.
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берёзы бородавчатой, связанных с развитием аллергий. 
При этом антигены Bet v 1, Bet v 2 и Bet v 7 слабо раз-
решаются электрофорезом и визуализируются как одна 
широкая полоса. 

Немаловажно было продемонстрировать снижение 
IgE-связывающей способности аллергоида по сравнению 
с аллергеном пыльцы берёзы, что и было сделано в кон-
курентном ИФА с использованием пулированной специфи-
ческой IgE-содержащей сыворотки крови пациентов, сен-
сибилизированных к исследуемому аллергену. Аллергоид, 
изготовленный методом глутарирования из очищенного 
аллергена пыльцы берёзы бородавчатой, продемонстри-
ровал в конкурентном ИФА снижение IgE-связывающей 
способности. Благодаря этому мы можем сделать вывод, 
что использование данного аллергоида значительно сни-
жает возможные анафилактические реакции. 

Увеличение молекулярной массы аллергоида сыграло 
ключевую роль в снижении IgE-связывающей способ-
ности препарата, а точнее, в уменьшении общего числа 

в конкурентном ИФА (в числителе) и процент ингибиро-
вания (в знаменателе). Использование данного метода 
даёт возможность оценить способность препаратов ал-
лергена и аллергоида связываться с IgE, что позволяет 
выявить различия в специфической активности образцов. 
Согласно результатам оценки специфической активнос-
ти в конкурентном ИФА, 55,19% ингибиции аллерго и да  
берёзы (АДБ) мы достигли даже при концентрации  
5 мкг/лунке, а 55,7% ингибиции аллергена берёзы 
(АНБ) ― только при 0,155 мкг/лунке, т.е. продемонстри-
ровано значительное (примерно в 32 раза) снижение  
IgE-связывающей способности АДБ.

ОБСУЖДЕНИЕ
С помощью экстракции из образцов пыльцы берёзы 

был получен препарат аллергена, который послужил осно-
вой для создания аллергоида. Белковый профиль пыльцы 
демонстрирует наличие мажорных и минорных антигенов 

Рис. 3. Результаты исследования аллергена (а) и аллергоида (b) берёзы бородавчатой методом гель-хроматографии.
Fig. 3. The results of the study of the allergen (а) and allergoid (b) of silver birch by gel chromatography.

a b

Таблица. Анализ конкурентного связывания АНБ, АДБ (по изменениям параметров оптической плотности) в зависимости 
от концентрации при конкуренции с биотинилированным аллергеном к пыльце берёзы
Table. Analysis of the competitive binding of ANB, ADB (by changes in optical density parameters), depending on the concentration,  
in competition with a biotinylated allergen to birch pollen

Исследуемый
препарат

ОП450/ Ингибирование, %

Количество препарата, мкг/лунка

0 0,155 0,31 0,625 1,25 2,5 5

Аллерген 1,386 0,614/55,7 0,387/72,08 0,169/87,81 0,121/91,27 0,091/93,43 0,069/95,02

Аллергоид 1,386 1,225/11,62 1,180/14,86 1,055/23,88 0,921/33,55 0,795/42,64 0,765/55,19

Примечание. АНБ ― аллерген берёзы; АДБ ― аллергоид берёзы.
Note: ANB — allergen of birch; ADB — allergoid of birch.

0
0 0
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активных антигенных детерминант при сокрытии внутри 
высокомолекулярного соединения и взаимодействии 
с альдегидными группами, сделав их недоступными 
для IgE-антител.

Полученный аллергоид из пыльцы берёзы бородав-
чатой показал хорошие результаты; для подтверждения 
перспективы его использования в иммунотерапии необхо-
димы доклинические исследования иммуногенности пре-
парата в экспериментальных моделях на грызунах.

Перспектива применения глутаральдегида для по-
лимеризации аллергенов была неоднократно продемон-
стрирована многими российскими и зарубежными иссле-
дованиями, которые показали сохранность или усиление 
иммунного ответа на введение аллергоидов [2, 4, 11].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
АСИТ является основным методом лечения IgE-опо-

средованных аллергических заболеваний. Терапия инъек-
ционными формами аллергенов, содержащими экстракты, 
сопряжена с риском развития анафилактических реакций, 
что существенно ограничивает популяцию пациентов, ко-
торым данный метод лечения может быть применён. По-
явление препаратов для сублингвальной иммунотерапии 
отчасти решило эту проблему, так как риск развития ана-
филаксии при данном пути введения аллергена минима-
лен. Однако сублингвальная иммунотерапия предполагает 
ежедневный приём аллергена в течение длительного вре-
мени (для пыльцевых аллергенов период лечения состав-
ляет 4–6 мес в течение 3–5 лет), что снижает привержен-
ность к терапии. Кроме того, заболевания ротовой полости 
(парадонтоз, рецидивирующий стоматит, период активной 
смены зубов и др.) или планируемые стоматологические 
манипуляции приводят к тому, что часть пациентов отка-
зывается от данного вида лечения. 

Снижение аллергенности препаратов для АСИТ яв-
ляется актуальной задачей в настоящий момент. Ал-
лергоид может стать прекрасной альтернативой в связи 
с удобной схемой использования при высоком профиле  
безопасности. Аллергоиды, сохранившие иммуногенность, 
но потерявшие аллергенность, имеющие удобный режим 
введения с минимальным вмешательством в социальную 
активность пациентов, позволяют значительно увеличить 
количество пациентов, получающих АСИТ. 

Полученный аллерген содержит мажорные и ми-
норные антигены берёзы бородавчатой (Bet v 1, Bet v 2, 
Bet v 3, Bet v 6, Bet v 7). На его основе получен аллерго-
ид путём полимеризации глутаровым альдегидом. Полу-
ченный аллергоид имеет большую молекулярную массу, 
а также низкую IgE-связывающую способность в сравне-
нии с исходным аллергеном. В настоящий момент про-
водится дальнейшее изучение свойств полученного ал-
лергоида из пыльцы берёзы, в частности иммуногенности, 
что будет отражено в следующей работе в ходе дальней-
ших исследований.
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