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Резюме.

Актуальность разработки низкомолекулярных соединений, способных блокировать ФНО-α, связана в первую 

очередь с тем, что гиперпродукция данного цитокина в организме человека является патогенетическим фактором 

в развитии многих заболеваний, а широкое клиническое применение антицитокиновых препаратов на основе 

антител имеет ряд ограничений. 

Цель работы – экспериментальное изучение взаимодействия ФНО-α с синтетическим олигопептидом Trp-Asn-

Trp-Val, который является структурным аналогом растворимого рецептора к ФНО-α. 

Материал и методы. Взаимодействие цитокина оценивали по изменению концентрации ФНО-α после связывания 

его со свободной и иммобилизованной формой олигопептида. Иммобилизацию олигопептида проводили путем 

адсорбции на дне лунки 96-луночного планшета и включением пептида в состав трехмерной сетки полиакрила-

мидного геля. Концентрацию ФНО-α определяли методом иммуноферментного анализа. 

Результаты исследования показали, что зависимость количества связанного с олигопептидом цитокина от его ис-

ходной концентрации носит гиперболический характер. Свободная форма олигопептида связывает 6,8 (5,5;8,1) 

пМ/мл, адсорбированная на планшете – 5,1 (4,3;5,8) пМ/мл ФНО-α. Иммобилизация олигопептида в геле суще-

ственно увеличивает способность олигопептида Trp-Asn-Trp-Val связывать ФНО-α. Максимальная концентрация 

ФНО-α плазмы крови, связанного иммобилизованным в гель пептидом, составила 16,8 (14,3;19,2) пМ/мл. 

Заключение. Таким образом, исследования показали, что олигопептид Trp-Asn-Trp-Val как в свободной, так и в 

иммобилизованной форме обладает выраженной способностью связывать ФНО-α и может быть использован в 

качестве лиганда для гемосорбентов.

Ключевые слова: фактор некроза опухоли-альфа, олигопептид, цитокины, системный воспалительный ответ.

Abstract.

The hyperproduction of TNF-α in the human body is a pathogenetic factor of many diseases development. The widespread 

clinical use of anticytokine drugs based on antibodies has a number of limitations. Therefore, the development of low 

molecular weight compounds for this cytokine blocking is a priority. 

Objectives. To experimentally study the interaction of TNF-α with the synthetic oligopeptide Trp-Asn-Trp-Val, which is 

a structural analog of the soluble TNF-α receptor.

Material and methods. For registration of the interaction of the cytokine with oligopepetide the change in the concentration 

of TNF-α after its binding to the free and immobilized form of the oligopeptide was assessed. The immobilization of the 

oligopeptide was carried out by adsorption on the bottom of the well of a 96-well plate and incorporation of the peptide into 

a three-dimensional network of polyacrylamide gel. The concentration of TNF-α was determined by enzyme immunoassay.

The results of the study have shown that the dependence of the bound cytokine amount on its initial concentration is 

hyperbolic. The free form of the oligopeptide binds 6.8 (5.5; 8.1) pM/ml, adsorbed on the plate – 5.1 (4.3; 5.8) pM/ml of 
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TNF-α. Immobilization of the oligopeptide in the gel significantly increases the ability of Trp-Asn-Trp-Val oligopeptide 

to bind TNF-α. The maximum concentration of TNF-α in blood plasma bound by the immobilized in gel peptide made 

up 16.8 (14.3; 19.2) pM/ml.

Thus, the conducted studies have shown that the oligopeptide Trp-Asn-Trp-Val, both in free and immobilized form, 

possesses a pronounced ability to bind TNF-α and may be used as a ligand for hemosorbents.

Keywords: tumor necrosis factor-alpha, oligopeptide, cytokines, systemic inflammatory response.

Введение

Фактор некроза опухолей альфа (ФНО-α) 

представляет собой полипептид (17 кДа), кото-

рый является продуктом активации моноцитов/

макрофагов, эндотелиальных, тучных и миело-

идных клеток, лимфокинактивированных клеток, 

клеток нейроглии. ФНО-α является одним из ос-

новных провоспалительных цитокинов, систем-

ное действие которых заключаются в том, что они 

являются эндогенными пирогенами, индуцируют 

продукцию лейкоцитов в красном костном мозге 

и поступление их в циркуляторное русло, стиму-

лируют продукцию факторов роста. Влияние на 

метаболизм заключается в развитии гиперглике-

мии, резорбции костной ткани и кахексии [1-3]. 

При гиперпродукции ФНО-α происходит генера-

лизация воспалительной реакции, исходом кото-

рой является полиорганное повреждение [4, 5].

Разработка терапевтических подходов для 

снижения концентрации цитокинов в организме 

является актуальной задачей. В первую очередь 

это связано с наличием побочного действия и 

развитием осложнений при применении лекар-

ственных средств с антицитокиновой активно-

стью. Во-вторых, широкое внедрение лекар-

ственных средств на основе рекомбинантных 

белков и моноклональных антител ограничивает-

ся их высокой стоимостью [6-8]. Перспективным 

направлением исследования является разработка 

олигопептидов, способных блокировать (свя-

зывать) биологически активные молекулы, для 

снижения их концентрации в плазме крови паци-

ентов с выраженной воспалительной реакцией. 

Синтез олигопептидов не требует значительных 

финансовых затрат, а применение у человека без-

опасно. За счет низкой молекулярной массы они 

не обладают иммуногенностью (в отличие от мо-

ноклональных антител) [9-11].

Методами молекулярного моделирования 

было установлено, что тетрапептид Trp-Asn-

Trp-Val, являющийся структурным аналогом 

цитокинсвязывающей области ФНОα-R2, имеет 

максимальное по модулю значение свободной 

энергии связывания как с мономерной, так и с 

тримерной формой ФНО-α [11]. Поэтому целью 

данного исследования являлась эксперименталь-

ная оценка взаимодействия олигопептида Trp-

Asn-Trp-Val с ФНО-α.

Материал и методы

Для экспериментов использовали: Trp-

Asn-Trp-Val (WNWV) производства Changzhou 

Xuanming Chemical Co. Ltd. (Чанчжоу, Цзянсу, 

Китай); рекомбинантный ФНО-α (Fine test, Ки-

тай); карбонатный буфер (15мМ Na
2
CO

3
, 35мМ 

NaHCO
3
, 0,2 г/л NaN

3
, pH9,3). Раствор пептида 

(10 М/мл) в карбонатном буфере. Концентрат 

фосфатно-солевого буферного раствора (ФСБ-

10Х). Раствор для промывки – ФСБ-1Х содержа-

щий 0,05% Tween20 (ФСБ-T). Раствор для блоки-

ровки – ФСБ-Т с 10 мг/мл бычьим сывороточным 

альбумином (ФСБ-T-БСА). Раствор ФНО-α в 

концентрациях: 0; 5,0; 15,0; 40,0; 100,0; 250,0 пг/

мл. Набор реагентов для иммуноферментного 

определения ФНО-α (Вектор-Бест, Россия). Из-

мерение оптической плотности проводили на 

спектрофотометре (Thermo Scientifi c, США) при 

длине волны 450 нм.

В первой серии экспериментов 100 мкл (10 

µМ/мл) раствора олигопептида и 100 мкл раство-

ра рекомбинантного цитокина (в концентрациях 

0; 5,0; 15,0; 40,0; 100,0; 250,0 пг/мл) смешивали и 

инкубировали около 2 часов при комнатной тем-

пературе. Использованные концентрации позво-

лили создать значительный избыток количества 

олигопептида (количество олигопептида в лунке 

составило 1 µМ или 520*106 пг) по сравнению с 

количеством ФНО-α (250,0 пг/мл это 0,25 пг или 

1,47*10-11 µМ). После инкубации определяли кон-

центрацию цитокина методом иммунофермент-

ного анализа. На основании изменения концен-

трации по сравнению с контрольным раствором 

(без олигопептида) делали вывод о взаимодей-

ствии олигопептида с цитокином. 
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Во второй серии экспериментов пептид (1 

µМ/в лунке) фиксировали путем адсорбции на 

дне лунок 96-луночного планшета. После этого 

вносили раствор рекомбинантного ФНО-α и с по-

мощью коммерческого набора реактивов методом 

иммуноферментного анализа оценивали концен-

трацию цитокина. Контролем служила концен-

трация цитокина в лунках с адсорбированными 

специфическими моноклональными антителами 

и лунки, на дне которых не были адсорбированы 

ни пептиды, ни моноклональные антитела. 

Для третьей серии экспериментов олигопеп-

тид иммобилизовали путем введения на стадии 

полимеризации в полиакриламидный гель (кон-

центрация пептида составила 1 µМ/на мл геля). 

Круглодонные пробирки заполняли полиакрила-

мидным гелем с иммобилизованным пептидом (5 

мл), вносили 5 мл плазмы крови, в которой кон-

центрация ФНО-α составляла 871,8 (815,8;957,2) 

пг/мл. Инкубировали 60 мин при комнатной тем-

пературе. Затем собирали плазму для определе-

ния концентрации ФНО-α.

Серия экспериментов состояла из 8 повторов, 

при проведении эксперимента каждая проба ду-

блировалась, статистический анализ проводили 

для n=16 в каждой точке. Описание полученных 

результатов и анализ статистической значимости 

полученных различий проводили непараметри-

ческими методами статистического анализа с ис-

пользованием пакетов статистического анализа 

данных Statistica10.0 («StatSoft Inc.») и Prism8 

Statistics («GraphPad Software»). Для представ-

ления результатов рассчитывали медиану и ин-

терквартильный размах (25%-75%). Анализ 

результатов экспериментальных исследований 

осуществляли методом нелинейной регрессии, с 

помощью которого моделируется функция зави-

симости одной переменной от другой. Для оцен-

ки соответствия модели полученным результатам 

анализировали величину коэффициента детерми-

нации (R2).

Результаты и обсуждение 

Согласно полученным результатам, при им-

муноферментном определении ФНО-α, оптиче-

ская плотность опытной смеси (ФНО-α+ WNWV) 

ниже, чем контрольной (ФНО-α+буфер) (рис. 

1А). Снижение оптической плотности свидетель-

ствует о снижении количества ФНО-α, способно-

го к взаимодействию с детектирующими антите-

лами из-за связывания с олигопептидами.

Концентрацию цитокина в лунках опре-

деляли по калибровочному графику, постро-

енному по медианным значениям величины 

оптической плотности в контрольных лунках. 

 Концентрацию комплекса цитокина с пептидом 

[ФНО-α+WNWV] рассчитывали по разнице кон-

Рисунок 1 – Результаты определения концентрации ФНО-α, связанного со свободной формой олигопептида 

Trp-Asn-Trp-Val: А – Изменение величины оптической плотности раствора в лунках после добавления ФНО-α, 

ФНО-α+ФСБ – контрольная смесь (n=16), ФНО-α+WNWV – опытная смесь (n=16); объем смеси 200 мкл; 

концентрация пептида в опытных пробах – 1 μМ; ФСБ – фосфатно-солевой буфер, рН=7,4; 

WNWV – пептид Trp-Asn-Trp-Val; ОП – оптическая плотность; * – статистически значимая разница 

между группами с р≤0,05 (тест Манна-Уитни); Б – Линейная интерполяция зависимости концентрации ФНО-α, 

связанного с Trp-Asn-Trp-Val от исходной концентрации цитокина;. пунктирной линией обозначен 

график нелинейной интерполяции, с R2=0,85
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центрации ФНО-α в контрольном и опытном рас-

творах. Максимальная концентрация комплекса 

составила 4,50 (4,46;4,60) пМ/мл в смеси, в ко-

торой использовали раствор ФНО-α в концентра-

ции 14,29 пМ/мл или 250,0 пг/мл. При нараста-

нии исходной концентрации цитокина в условиях 

избытка олигопептида происходит увеличение 

цитокина, связавшегося с WNWV.

Зависимость концентрации комплекса [ФНО-

α+WNWV] от исходной концентрации ФНО-α 

описывается гиперболой (рис. 1Б).  Согласно 

анализу графика зависимости была рассчитана 

максимальная концентрация комплекса [ФНО-

α+WNWV] – 6,79 (5,50;8,07) пМ/мл и равновесная 

концентрация ФНО-α равная 6,93 (4,08;9,78) пМ/

мл, при которой достигается ½ от максимального 

связывания. 

 Анализ результатов степени связывания оли-

гопептида с цитокином показал, что при исполь-

зовании ФНО-α в концентрации 40 пг/мл и 100 

пг/мл наблюдаются высокие значения степени 

связывания – 56,1 (51,9;59,7)% и 61,4 (60,7;62,0)% 

соответственно. При концентрации ФНО-α 15 пг/

мл и 250 пг/мл степень связывания составила 32,6 

(17,1;46,5)% и 31,8 (31,5;32,8)% соответственно. 

Проанализировав данную зависимость методом 

нелинейной регрессии, установили, что взаимо-

действие ФНО-α с олигопептидом может быть 

описано моделью неспецифического связывания 

(рис. 2А). Коэффициент детерминации (R2) дан-

ной модели составил 0,6081, что свидетельствует 

о высокой степени соответствия данной моде-

ли полученным результатам эксперимента. В то 

же время, соответствие модели специфического 

связывания (рис. 2Б) цитокина с олигопептидом 

было низким (R2≤0,5). 

Эксперименты с олигопептидом, адсорби-

рованным на дне лунки планшета, показали, что 

в лунках, на дне которых отсутствовал пептид, 

оптическая плотность, после инкубации в них 

ФНО-α, находилась на уровне фоновых значе-

ний, что свидетельствует об отсутствии молекул 

ФНО-α, которые, не будучи связанными с пласти-

ком через адсорбированный пептид или монокло-

нальными антителами, удалились во время этапа 

промывки при постановке цветной реакции.

В лунках, на дне которых был адсорбирован 

олигопептид, величина оптической плотности 

увеличивалась пропорционально концентрации 

добавленного раствора цитокина, что свидетель-

ствовало о связывании ФНО-α с пептидом на 

дне лунки. В лунках, на дне которых был адсор-

бирован пептид, регистрировали более высокие 

значения оптической плотности по сравнению с 

лунками, на которых адсорбировали олигопептид. 

Это свидетельствует о том, что моноклональные 

антитела связывают больше молекул цитокина, 

чем олигопептид. При увеличении концентрации 

ФНО-α, вносимого в лунку, увеличивается количе-

ство цитокина, связанного с пептидом. Однако при 

концентрации 5,71 пМ/мл и 14,29 пМ/мл статисти-

чески значимой разницы в концентрации связан-

ного цитокина не обнаруживается (табл. 1).

Анализ зависимости концентрации комплек-

са ФНО-α с пептидом от исходной концентра-

ции цитокина описывается гиперболой. Анализ 

данного графика показал, что максимально воз-

можная концентрация комплекса составляет 5,11 

(4,35;5,85) пМ/мл, а равновесная концентрация 

ФНО-α – 4,72 (3,03;6,41) пМ/мл. Гиперболиче-

ский характер зависимости свидетельствует о 

насыщении олигопептидов, доступных для взаи-

Рисунок 2 – Результаты анализа зависимости степени связывания ФНО-α с олигопептидом Trp-Asn-Trp-Val
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модействия с молекулами цитокина, т.к. при ад-

сорбции олигопептида на дне лунки существует 

вероятность стерических препятствий, вслед-

ствие большой разницы в пространственной 

структуре лиганда (олигопептида) и молекулы-

мишени (цитокина) [12].

Результаты исследования связывающей ак-

тивности олигопептида, иммобилизованного в 

полиакриламидный гель, показали, что концен-

трация ФНО-α, сорбированного гелем с пептидом, 

увеличивается пропорционально росту исходной 

концентрации цитокина в плазме крови. Рост 

исходной концентрации цитокина в плазме кро-

ви с 6,27 (5,84;6,91) пМ/мл до 49,82 (46,62;54,7) 

пМ/мл сопровождался увеличением количества 

ФНО-α, сорбированного гелем с пептидом с 4,55 

(4,31;5,15) пМ/мл до 13,22 (10,94;15,44) пМ/мл. 

Гель без пептида удалял 0,41 (0,24;0,61) пМ/мл 

и 2,01 (1,42;2,82) пМ/мл ФНО-α соответственно. 

Гель с иммобилизованным WNWV сорбирует в 

8-10 раз больше ФНО-α, чем гель без пептида. 

Таким образом, включение в трехмерную сетку 

ПААГ олигопептида способствует удалению мо-

лекул цитокина из плазмы крови посредством его 

взаимодействия с олигопептидом.

Зависимость количества ФНО-α, связанного 

с пептидом, включенным в трехмерную сетку по-

лиакриламидного геля, от исходной концентрации 

цитокина также описывается гиперболой. Макси-

мальная концентрация ФНО-α, связанного гелем с 

пептидом, составила 16,8 (14,3;19,2) пМ/мл.

Заключение

Полученные результаты экспериментов сви-

детельствуют о том, что олигопептид Trp-Asn-

Trp-Val как в свободной форме, так и в иммо-

билизованной на дне лунки планшета обладает 

выраженной способностью связывать ФНО-α. 

Зависимость количества цитокина, связанного 

с пептидом, от исходной концентрации ФНО-α 

носит гиперболический характер. Максималь-

ное количество ФНО-α, связанного со свободной 

формой олигопептида, составляет 6,79 (5,50;8,07) 

пМ/мл, с олигопептидом, адсорбированным на 

планшете – 5,11 (4,35;5,85) пМ/мл. Иммобили-

зация олигопептида в гель существенно увели-

чивает способность пептида связываться с ци-

токином. Максимальная концентрация ФНО-α 

плазмы крови, связанного иммобилизованным в 

гель пептидом, составила 16,8 (14,3;19,2) пМ/мл.
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