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Áåëîê-àíòèãåí TNF-α áûë èçíà÷àëüíî îõàðàêòåðè-
çîâàí êàê áåëîê, âûçûâàþùèé íåêðîç ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ îïóõîëåé ó ìûøåé [1]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
íàêîïëåíû äàííûå î òîì, ÷òî TNF-α ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç öåíòðàëüíûõ áåëêîâûõ èììóíîìåäèàòîðîâ, ïðîäó-
öèðóåìûì â îñíîâíîì àêòèâèðîâàííûìè ìàêðîôàãà-
ìè. TNF-α áèîëîãè÷åñêè àêòèâåí â ôîðìå òðèìåðà,
÷òî, êàê ïðåäïîëàãàåòñÿ, íåîáõîäèìî äëÿ ðåàëèçàöèè
åãî ìíîæåñòâåííûõ ôóíêöèé [2]. Êàê ïðîòèâîâîñïàëè-
òåëüíûé öèòîêèí TNF-α èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïà-
òîãåíåçå íåêîòîðûõ çàáîëåâàíèé è ñîñòîÿíèé, òàêèõ
êàê ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, ïñîðèàç è ñåïòè÷åñêèé øîê
[3, 4]. Ïîâûøåííûé ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé óðîâåíü
TNF-α âñòðå÷àåòñÿ ïðè ðÿäå çàáîëåâàíèé êàê èíôåê-
öèîííîé (òóáåðêóëåç), òàê è àóòîèììóííîé (ñêëåðîç,
ñàðêîèäîç) ýòèîëîãèè [5]. Äèíàìèêà TNF-α â êðîâè
áîëüíîãî ìîæåò ñëóæèòü èíäèêàòîðîì ðàçâèòèÿ èí-
ôåêöèîííîãî ïðîöåññà è ïîñëåäóþùèõ ñòàäèé áîëåç-
íè. Ýòîò ôàêò ìîæíî ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàòü â êëè-
íè÷åñêîé ïðàêòèêå äëÿ äèàãíîñòèêè ðàçëè÷íûõ èíôåê-
öèîííûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà.

Íåñìîòðÿ íà äîñòóïíîñòü öåëîãî ðÿäà êîììåð÷åñ-
êèõ ñèñòåì êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ TNF-α,
èìååòñÿ íåçíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ñîîáùåíèé îá èõ ïðè-
ìåíåíèè â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿ-
çàíî ñ ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ñèñòåì, â íå-
êîòîðûõ ñëó÷àÿõ äîñòèãàþùåé 0,5 ïã/ìë, òîãäà êàê
óðîâåíü TNF-α â êðîâè áîëüíûõ èçìåðÿåòñÿ ñîòíÿ-
ìè ïèêîãðàìì. Ïåðåä íàìè ñòîÿëà çàäà÷à ñîçäàòü
íîâóþ èììóíîõèìè÷åñêóþ ñèñòåìó äåòåêöèè TNF-α
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Ïóòåì ýêñïðåññèè èñêóññòâåííûõ ãåíîâ TNF-ααααα â êëåòêàõ E. coli â âèäå òåë âêëþ÷åíèÿ ïîëó-
÷åíû ïîëíîðàçìåðíûé TNF-ααααα ÷åëîâåêà è åãî óêîðî÷åííàÿ ôîðìà, â êîòîðîé 18 à.î. ñ N-êîíöà
çàìåíåíû íà tag-ïåïòèä ôàãà Ò7. Îòðàáîòàíà ìåòîäèêà î÷èñòêè è ðåíàòóðàöèè ðåêîìáèíàíò-
íûõ áåëêîâ, ïîêàçàíà èõ áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü. Ïîëó÷åíû ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ïðîòèâ TNF-ααααα. Ñêîíñòðóèðîâàíà òåñò-ñèñòåìà ÈÔÀ òèïà “ñàíäâè÷” äëÿ îïðåäåëåíèÿ TNF-ααααα
ñ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ 100 ïã/ìë. Ïîêàçàíà ïðèãîäíîñòü òåñò-ñèñòåìû äëÿ îáíàðóæåíèÿ ïî-
âûøåííîãî óðîâíÿ TNF-ααααα â êðîâè ÷åëîâåêà.

*Ìîñêîâñêèé ãîðîäñêîé öåíòð ïðîôèëàêòèêè è áîðüáû ñî ÑÏÈÄîì.

â îáðàçöàõ êðîâè áîëüíûõ è çäîðîâûõ ëþäåé, ïðèãîä-
íóþ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êëèíèêå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Äëÿ ýêñïðåññèè â Å. coli èñïîëüçîâàëè âåêòîðíûå

ñèñòåìû íà îñíîâå ïðîìîòîðà Ò7 (pET23à, Novagen).
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå
[6], Å. coli âûðàùèâàëè íà ñòàíäàðòíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå LB. Ýêñïðåññèþ è ïåðâè÷íóþ î÷èñòêó ïðîâî-
äèëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [7]. Ïðè äåíàòóðàöèè áåë-
êà ñîäåðæàíèå âëàæíîãî îñàäêà òåë âêëþ÷åíèÿ ñî-
ñòàâëÿëî 0,5 ã  íà 10 ìë áóôåðà (50 ìÌ Tris-ÍCl,
7 Ì ìî÷åâèíà). Âîññòàíîâëåíèå áåëêà ïðîâîäèëè ïðè
êîíöåíòðàöèè ÄÒÒ 10 ìÌ (ðÍ 8,0), ñóëüôèòîëèç –
ïðè êîíöåíòðàöèè òåòðàòèîíàòà íàòðèÿ 50 ìÌ è ñóëü-
ôèòà íàòðèÿ 50 ìÌ (ðÍ 8,8). Íåðàñòâîðèâøèéñÿ îñ-
òàòîê óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Äëÿ íàíåñåíèÿ íà
DEAE-ToyoPearl ðàñòâîð áåëêà ðàçâîäèëè â 5–10 ðàç
õðîìàòîãðàôè÷åñêèì áóôåðîì (10 ìÌ Tris-ÍCl,
ðÍ 8,0, 4 Ì ìî÷åâèíà). Ýëþöèþ ïðîâîäèëè ãðàäèåí-
òîì NaCl îò 0 äî 1 Ì â õðîìàòîãðàôè÷åñêîì áóôåðå.
Ñîäåðæàíèå ïðîäóêòà âî ôðàêöèÿõ àíàëèçèðîâàëè ïðè
ïîìîùè ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùèõ óñ-
ëîâèÿõ. Êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå áåëêà â ðàñòâîðå
îïðåäåëÿëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó Ëîóðè ñ
èñïîëüçîâàíèåì áèöèíõîíèíîâîãî ðåàãåíòà [8].

Ïðîöåäóðó ðåíàòóðàöèè ïðîâîäèëè ïî ïðèíöèïó îä-
íîñòóïåí÷àòîãî ðàçáàâëåíèÿ äåíàòóðèðîâàííîãî áåëêà
â 17 ðàç. Ïàíåëü áóôåðîâ äëÿ ðåíàòóðàöèè áûëà ïðè-
ãîòîâëåíà ñîãëàñíî ïðîòîêîëó [http://www.athenaen-
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vironmental.com/]. Êîíöåíòðàöèþ îáùåãî áåëêà, îñòàâ-
øåãîñÿ â ðàñòâîðå ïîñëå îòäåëåíèÿ àãðåãàòîâ, îïðå-
äåëÿëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó Ëîóðè.

Èììóíèçàöèÿ êðîëèêîâ ðåêîìáèíàíòíûì TNF-α
îïèñàíà â ðàáîòå [7]. Èììîáèëèçàöèþ ðåêîìáèíàí-
òíîãî TNF-α íà áðîìöèàí-àãàðîçå (“Amersham
Pharmacia Biotech”) ïðîâîäèëè ïî èíñòðóêöèè ïðî-
èçâîäèòåëÿ. Àôôèííóþ î÷èñòêó ïîëèêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [9]. Ïîëó-
÷åííûé ïðåïàðàò àíòèòåë RA-TNF èìåë êîíöåíòðà-
öèþ 1 ìã/ìë. Áèîòèíèëèðîâàíèå àíòèòåë îñóùåñòâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ áèîòèíãèäðîêñèñóêöèíèìèäà
(“Amers-ham Pharmacia Biotech”) ïî èíñòðóêöèè
ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðåïà-
ðàòîâ TNF-α èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé òåñò íà èí-
äóêöèþ àïîïòîçà íà êëåòêàõ ëèíèè ìûøèíîé ôèáðî-
ñàðêîìû L929, îáðàáîòàííûõ àêòèíîìèöèíîì D [10].
Êëåòêè ðàññåâàëè ïî 30 òûñÿ÷ íà ëóíêó â 2 ïëîñêî-
äîííûõ 12-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòà (“Costar”) â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå (50% DMEM, 50% F12, 1% ñûâîðîò-
êà, “Ïàíýêî”) è êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37°Ñ âî âëàæ-
íîé àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5% ÑÎ2, äî îáðàçîâàíèÿ
ìîíîñëîÿ íà äíå ëóíîê. Çàòåì êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
óäàëÿëè è âíîñèëè ïî 2 ìë ñâåæåé êóëüòóðàëüíîé ñðå-
äû, ñîäåðæàùåé àêòèíîìèöèí D â êîíöåíòðàöèè
10 ìêã/ìë, à òàêæå èñïûòóåìûå ïðåïàðàòû TNF-α â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë. Ïàðàëëåëüíî âíîñèëè
òå æå ïðåïàðàòû, ïðåäâàðèòåëüíî íåéòðàëèçîâàííûå
àíòèòåëàìè RA-TNF. Íåéòðàëèçàöèÿ äîñòèãàëàñü èí-
êóáàöèåé èñïûòóåìûõ ïðåïàðàòîâ TNF-α â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë ñ àíòèòåëàìè â êîíöåíòðàöèè

100 ìêã/ìë â áóôåðå PBS (20 ìÌ Na-ôîñôàò, ðÍ 7,5,
100 ìÌ NaCl) ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå 20 ÷. Ïëàíøåòû èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè 37°Ñ âî âëàæíîé àò-
ìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5% ÑÎ2. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
èñïîëüçîâàëè êëåòêè â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ñ äîáàâëå-
íèåì áóôåðà PBS, à òàêæå êëåòêè ñî ñâîáîäíûìè àí-
òèòåëàìè RA-TNF. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè ñðåäó óäà-
ëÿëè, à êëåòêè îêðàøèâàëè 0,1%-ì ðàñòâîðîì êðèñòàë-
ëè÷åñêîãî ôèîëåòîâîãî â 2%-ì ýòàíîëå. Îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ïðè äëèíå âîëíû 595 íì.

Êàëèáðîâêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñò-ñèñòåìû
“Ñàíäâè÷”

Ïîëèñòèðîëîâûå 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû (“Costar”)
àêòèâèðîâàëèñü àíòèòåëàìè RA-TNF â êîíöåíòðàöèè
10 ìêã/ìë â 50 ìÌ áóôåðå NÑÀ (íàòðèé-êàðáîíàò-
áèêàðáîíàòíûé áóôåð, ðÍ 9,6) â òå÷åíèå íî÷è ïðè
4°Ñ. Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ
èñïîëüçîâàëè 1%-é ðàñòâîð ÁÑÀ (áû÷èé ñûâîðîòî÷-
íûé àëüáóìèí) â áóôåðå NÑÀ è èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 1,5–2,0 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì â
ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè êðîâè çäîðîâîãî äîíîðà, ðàç-
âåäåííîé â 5–20 ðàç áóôåðîì PBS, èçãîòàâëèâàëè ñå-
ðèþ ðàçâåäåíèé ïîëíîðàçìåðíîãî TNF-α èç 6 òî÷åê ñ
øàãîì â 5 ðàç (îò 20 000 äî 6 ïã/ìë). Èíêóáàöèÿ
ïðîèñõîäèëà â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Áèîòèíèëèðîâàííûå àíòèòåëà Â-RA-TNF âíîñèëè
â êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Êîíúþãàò ñòðåïòà-
âèäèí-ïåðîêñèäàçû (“ÈÌÒÅÊ”, Ìîñêâà, êàò. íîìåð
P-S Avs) âíîñèëè â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë è èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ðèñ. 1.  Ñõåìû ýêñïðåññèîííûõ êîíñòðóêöèé pTNFa è pTNF short íà áàçå pET23a,  êîäèðóþùèõ ïîëíî-
ðàçìåðíûé è óêîðî÷åííûé âàðèàíò TNF-α ÷åëîâåêà; N-êîíöåâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîäóêòîâ îáåèõ

êîíñòðóêöèé
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Öâåòíóþ ðåàêöèþ íà ïåðîêñèäàçó ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè ñóáñòðàòíîãî áóôåðà (400 ìêã/ìë î-ôåíè-
ëåíäèàìèíà, 0,015% H2O2, 100 ìÌ Na-öèòðàò, ðÍ
5,0), ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 30 ìêë
10% H2SO4. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ïðè
äëèíå âîëíû            492 íì.

Èññëåäîâàíèå ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè ñêîíñòðó-
èðîâàííîé òåñò-ñèñòåìû â îòíîøåíèè êëèíè÷åñêèõ
îáðàçöîâ ïðîâîäèëè òàê æå, êàê ïðè îïðåäåëåíèè ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè (ñì. âûøå). Â ýêñïåðèìåíòå áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ñûâîðîòêè 100 çäîðîâûõ äîíîðîâ, êàæäóþ
èç êîòîðûõ ðàçâîäèëè â 5 ðàç áóôåðîì PBS.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Áåëîê-àíòèãåí äëÿ èììóíîëîãè÷åñêîé òåñò-ñèñòå-

ìû äåòåêöèè TNF-α áûë ïîëó÷åí ñ ïîìîùüþ ðàíåå
îïèñàííûõ êîíñòðóêöèé íà áàçå âåêòîðà pET23a, êî-
äèðóþùèõ ïîëíîðàçìåðíûé çðåëûé TNF-α (êîíñòðóê-
öèÿ pTNFà), è âàðèàíò, óêîðî÷åííûé íà 18 à.î. ñ
N-êîíöà (êîíñòðóêöèÿ pTNF-short) [7]. Ïðîäóêò êîí-
ñòðóêöèè pTNF-short ñîäåðæàë íà N-êîíöå 15 à.î. èç
áåëêà 10 ôàãà Ò7 âçàìåí ñîáñòâåííûõ (ðèñ. 1).

Ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè íàêàïëèâàëèñü â âèäå òå-
ëåö âêëþ÷åíèÿ ñ âûõîäîì äî 200 ìã/ë. Ñîëþáèëèçà-
öèþ òåë âêëþ÷åíèÿ â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ ïðî-
âîäèëè ëèáî òðàäèöèîííûì ìåòîäîì, ðàçìûêàÿ äè-
ñóëüôèäíûå ñâÿçè ïðè ïîìîùè âîññòàíîâëåíèÿ ÄÒÒ,

ëèáî îêèñëèòåëüíûì ñóëüôèòîëèçîì ñ îáðàçîâàíèåì
ñóëüôîíàòíîãî ïðîèçâîäíîãî áåëêà [11]. Ïðåäïîëàãà-
ëîñü, ÷òî âîññòàíîâëåííàÿ è ñóëüôîíàòíàÿ ôîðìû äå-
íàòóðèðîâàííîãî áåëêà áóäóò îòëè÷àòüñÿ ïî ýôôåê-
òèâíîñòè î÷èñòêè â äåíàòóðèðîâàííûõ óñëîâèÿõ è ðå-
íàòóðàöèè. Îñâåòëåííûå ïðåïàðàòû äåíàòóðèðîâàííî-
ãî áåëêà ïîäâåðãàëè àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè
â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ. Õðîìàòîãðàôèþ ïðîâî-
äèëè â áóôåðå ñ ñîäåðæàíèåì ìî÷åâèíû 4 Ì. Ïðå-
èìóùåñòâîì ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè äåíàòóðèðóþùå-
ãî àãåíòà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè äëÿ
ðåíàòóðàöèè ìåòîäà ðàçáàâëåíèÿ èñõîäíûé ïðåïàðàò
äîñòàòî÷íî ðàçáàâëÿòü â äâà ðàçà (äî êîíå÷íîé êîí-
öåíòðàöèè ìî÷åâèíû 2 Ì), çà ñ÷åò ÷åãî ðàñòâîð ðå-
íàòóðèðîâàííîãî áåëêà îêàçûâàåòñÿ â êîíå÷íîì èòîãå
áîëåå êîíöåíòðèðîâàííûì.

Õðîìàòîãðàôèþ ïîëíîðàçìåðíîãî TNF-α ïîñëå îá-
ðàáîòêè ÄÒÒ íà DEAE-Toyopearl ïðîâîäèëè ïðè ðÍ
8,2. Äåñîðáöèÿ áåëêà ãðàäèåíòîì NaCl äîñòèãàëàñü
ïðè êîíöåíòðàöèè ñîëè 120 ìÌ, à äåñîðáöèÿ ÄÍÊ –
ïðè 450 ìÌ. Àíèîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ ïîëíî-
ðàçìåðíîãî TNF-α ïîñëå ðåàêöèè ñóëüôèðîâàíèÿ ïðî-
âîäèëè â òåõ æå óñëîâèÿõ, îäíàêî ïðè ýòîì íàáëþäà-
ëîñü òðè ïèêà íà õðîìàòîãðàììå, êîòîðûå ïðåäïîëî-
æèòåëüíî ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðàçëè÷íûå ïðîäóêòû
ñóëüôèòîëèçà äâóõ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé ìîëåêóëû
TNF-α. Äåñîðáöèÿ áåëêà ñ êîëîíêè ïðîõîäèëà ïðè

Ðèñ. 2.  Ïðîôèëü õðîìàòîãðàôèè TNF-α  â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ íà DEAE-Toyopearl. Ñîëþáèëèçàöèþ
òåë âêëþ÷åíèÿ â ðàñòâîðå ìî÷åâèíû ïåðåä íàíåñåíèåì íà êîëîíêó ïðîâîäèëè îäíîâðåìåííî ñ âîññòàíîâëåíèåì

ÄÒÒ (à) è ñóëüôèòîëèçîì (á)
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êîíöåíòðàöèè ñîëè 80–160 ìÌ, à äåñîðáöèÿ ÄÍÊ –
ïðè 420 ìÌ (ðèñ. 2). Ïîñêîëüêó ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò
íå áûë äîñòàòî÷íî ãîìîãåííûì, â äàëüíåéøåì ìû
ïîëüçîâàëèñü ïðîöåäóðîé âîññòàíîâëåíèÿ ïðè ïîìîùè
ÄÒÒ. Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì áûë î÷èùåí ïðîäóêò êîí-
ñòðóêöèè pTNF short.

Ðåíàòóðàöèþ áåëêîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
íàáîðà áóôåðîâ [http://www.athenaenvironmental.com/].
Ýôôåêòèâíîñòü ðåíàòóðàöèè TNF-α îöåíèâàëè ïî
âûõîäó ðàñòâîðèìîãî áåëêà è ñ ïîìîùüþ öèòîòîêñè-
÷åñêîãî òåñòà íà êëåòî÷íîé ëèíèè ìûøèíîé ôèáðî-
ñàðêîìû [10]. Íàèáîëüøàÿ óäåëüíàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü îáíàðóæåíà ó áåëêîâ, ðåíàòóðèðîâàííûõ ñ
ïîìîùüþ áóôåðîâ ¹ 7 è ¹ 13 (ðèñ. 3).

Äëÿ îöåíêè ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ ïîëó÷åííûõ
ôîðì TNF-α áûë ïðîâåäåí òåñò íà íåéòðàëèçàöèþ
åãî àêòèâíîñòè àôôèííî î÷èùåííûìè êðîëè÷üèìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ TNF-α ÷åëîâåêà. Ïðèâåäåííûå íà
ðèñ. 3 ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ðåíàòóðèðîâàííûõ ïðåïà-
ðàòîâ TNF-α íå ñâÿçàí ñ ïðèìåñÿìè, ïîñêîëüêó ïîë-
íîñòüþ ïîäàâëÿåòñÿ î÷èùåííûìè àíòèòåëàìè, íå ñïî-
ñîáíûìè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ýòèìè ïðèìåñÿìè.
Àíàëèçèðóÿ íàëè÷èå öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ó
óêîðî÷åííîãî áåëêà TNF-short, íåîáõîäèìî îòìåòèòü,
÷òî â ÷èñëå îñòàòêîâ, îòñóòñòâóþùèõ â óñå÷åííîì
âàðèàíòå TNF-α ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðèðîäíûì áåëêîì,

Ðèñ. 3. Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ðåíàòóðèðîâàííîãî TNF-α íà êëåòî÷íóþ ëèíèþ ìû-
øèíîé ôèáðîñàðêîìû L-929 (à: 1 – îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, 2 - TNF-α, ðåíàòóðèðî-
âàííûé â áóôåðå ¹ 7, 3 – TNF-α, ðåíàòóðèðîâàííûé â áóôåðå ¹ 13, 4 – TNF-α-short,

ðåíàòóðèðîâàííûé â áóôåðå ¹ 13; á – òî æå â ïðèñóòñòâèè àíòèòåë ïðîòèâ TNF-α

Ðèñ. 4.  Êàëèáðîâêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñò-ñèñòåìû ÈÔÀ
“ñaíäâè÷” äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ TNF-α (ñîäåðæàíèå

äîíîðñêîé ñûâîðîòêè â îáðàçöå, %: 1 – 5, 2 – 7, 3 – 10, 4 – 20)

íàõîäèëñÿ Lys-11, ó÷àñòâóþùèé â ñòàáèëèçàöèè òðè-
ìåðà TNF-α [12]. Ïîñêîëüêó â ðàáîòå [2] áûëî âûñ-
êàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î íåîáõîäèìîñòè òðèìåðíîé
ñòðóêòóðû äëÿ ñâÿçûâàíèÿ TNF-α ñ ðåöåïòîðàìè,
íàëè÷èå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ó áåëêà TNF-short
ìîæíî ñ÷èòàòü íåîæèäàííûì. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî
ýòîò áåëîê èìååò àíîìàëüíóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðè-
ðîäíûì ëèãàíäîì ñòðóêòóðó êîìïëåêñà ñ ðåöåïòîðîì
è, âîçìîæíî, íåîáû÷íûé ñïåêòð ôèçèîëîãè÷åñêîé àê-
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Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå óðîâíÿ TNF-α â ñûâîðîòêàõ êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ, âûÿâëÿ-
åìîå òåñò-ñèñòåìîé ÈÔÀ “ñaíäâè÷”

òèâíîñòè, ÷òî ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå äëÿ ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé â îáëàñòè áèîëîãè÷åñêîé ðîëè
TNF-α, èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè
ëèãàíä-ðåöåïòîðíûìè êîìïëåêñàìè, à òàêæå ìîæåò
îêàçàòüñÿ ïîëåçíûì ïðè äèàãíîñòèêå è ëå÷åíèè ðÿäà
çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ ðàáîòîé èììóííîé ñèñòåìû.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî TNF-α áûëè
ïîëó÷åíû êðîëè÷üè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà. Ïîñëå
î÷èñòêè íà ñîðáåíòå, ñîäåðæàùåì èììîáèëèçîâàí-
íûé ïîëíîðàçìåðíûé áåëîê TNF-α, ÷àñòü àíòèòåë
áûëà áèîòèíèëèðîâàíà. Ñõåìà èììóíîëîãè÷åñêîãî
òåñòà òèïà “ñaíäâè÷” âêëþ÷àëà â ñåáÿ ñîðáöèþ íà
ïîâåðõíîñòü èììóíîëîãè÷åñêîãî ïëàíøåòà íåáèîòèíè-
ëèðîâàííûõ àíòèòåë â íàñûùàþùåé êîíöåíòðàöèè,
áëîêèðîâêó íåñïåöèôè÷åñêîé åìêîñòè áû÷üèì ñûâî-
ðîòî÷íûì àëüáóìèíîì, âíåñåíèå èñòî÷íèêà àíòèãåíà
(äîíîðñêèõ ñûâîðîòîê), ìàðêèðîâêó ñâÿçàâøåãîñÿ àí-
òèãåíà áèîòèíèëèðîâàííûìè àíòèòåëàìè è âèçóàëèçà-
öèþ ñ ïîìîùüþ ñòðåïòàâèäèíà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíî-

ñòè è ñïåöèôè÷íîñòè òåñò-ñèñòåìû áûëà ïðîâåäåíà
êàëèáðîâêà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåðèéíûõ ðàçâåäåíèé
ïîëíîðàçìåðíîãî TNF-α â ïðèñóòñòâèè êîíêóðåí-
òà – ñûâîðîòêè êðîâè çäîðîâîãî äîíîðà, ðàçâåäåííîé â
5–20 ðàç (ðèñ. 4). Ïîñòðîåíèå êàëèáðîâî÷íîãî ãðàôèêà
ïîêàçàëî, ÷òî ðåçóëüòèðóþùèé ñèãíàë ïðÿìî ïðîïîðöèî-
íàëåí êîëè÷åñòâó TNF-α â îáðàçöå â äèàïàçîíå êîíöåí-
òðàöèé â èñõîäíîì ìàòåðèàëå îò 100 äî 5000 ïã/ìë è
íå çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà êîíêóðåíòà.

Óðîâåíü äåòåêòèðóåìîãî òåñò-ñèñòåìîé ñèãíàëà
áûë ïðîâåðåí íà âûáîðêå ñûâîðîòîê çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ (100 ÷åëîâåê). Ïðè ðàçâåäåíèè ñûâîðîòêè â 5 ðàç
ïðèìåðíî ïîëîâèíà çíà÷åíèé À492 îêàçàëàñü íèæå
0,01. Äðóãàÿ ïîëîâèíà çíà÷åíèé À492 íàõîäèëàñü â äè-
àïàçîíå îò 0,01 äî 0,08, íåñêîëüêî çíà÷åíèé äîñòèãàëè
0,12. Òàêèì îáðàçîì, íàøà ñèñòåìà äåòåêòèðóåò ñëà-
áûå, íî äîñòîâåðíî îòëè÷íûå îò íóëÿ ñèãíàëû. Òàêàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ïîçâîëÿåò äîñòîâåðíî âûÿâëÿòü
ïîâûøåíèå óðîâíÿ TNF-α â êðîâè ÷åëîâåêà ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íîðìîé ïðè ëþáûõ ïàòîëîãèÿõ.
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Full-length TNF-alpha and its truncated derivative with 18 N-terminal amino acids replaced to T7-
tag were produced in E. coli using artificial genes and rendered inclusion bodies. Purification
and refolding methods were established for the recombinants, their biological activity was
demonstrated. Polyclonal antibodies against TNF-alpha were raised. ELISA-Sandwich test-
system for TNF-alpha quantification with 100 pg/ml sensitivity was engineered. The system was
shown to be applicable for detection of the TNF-alpha elevation in human blood.
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