
Гаузе, ограничивающий возможность разным видам занимать одну экологи
ческую нишу — есть основание предполагать, что формирование группы 
адгезивно-инвазивных E.coli происходило на стыке двух экологических ниш 
поверхности эпителия и просвета кишечника.
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ВЛИЯНИЕ МЕТОДОВ ИМ М ОБИЛИЗАЦИИ ЭРИТРОПОЭТИНА НА ЧУВ
СТВИТЕЛЬНОСТЬ ВЫЯВЛЕНИЯ СПЕЦИФИЧЕСКИХ IgG К чЭПО В СЫВО
РОТКАХ КРОВИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ ЖИВОТНЫХ

'НИИ вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова, 2Биофармацевтическая компания ООО 
«Форт», Москва

Цель. Исследование влияния методов иммобилизации эритропоэтина на чувствитель
ность выявления специфических IgG к человеческому эритропоэтину (чЭПО) в сыворот
ках крови экспериментальный животных. Материалы и методы. В работе использовали 
сыворотки крови кроликов и морских свинок, полученных после введения препаратов 
эритропоэтина. Схемы иммуноферментного метода включали варианты пассивной им
мобилизации человеческого рекомбинантного эритропоэтина (чрЭПО) на планшете и 
два варианта иммунохимической иммобилизации: связывание биотинилированного 
чрЭПО в лунках планшета с пассивно иммобилизованным стрептавидином и связывание 
чрЭПО с пассивно иммобилизованными на планшетах антителами к эритропоэтину. 
Результаты. Показано, что иммунохимическая иммобилизация приводит к повышению 
чувствительности в диапазоне от 2 до 10 раз при выявлении антител к чЭПО по сравнению
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с пассивной иммобилизацией. Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о 
значительном влиянии метода иммобилизации чрЭПО на чувствительность выявления 
антител к чЭПО. При выявлении антител к нативным конформационным эпитопам им- 
мунохимическая иммобилизация является предпочтительной.
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SENSITIVITY FOR THE DETECTION OF SPECIFIC IgG TO EPO IN EXPERIMEN
TAL ANIMALS SERA
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Aim. The study o f the effect of the erythropoietin coating procedure on sensitivity using the 
same secondary detection methods to quantify anti-EPO IgG positive animal sera. Materials and 
methods. Sera from experimental animals — rabbits and guinea pigs — after rhEPO injection were 
used. The methods includes directly coated ELISA and two types o f immunochemical immobi
lization: capturing biotinylated rhEPO on streptavidin coated microtiter plates and capturing 
rhEPO via a specific antibody. Results. Immunochemical rhEPO immobilization results in a sen
sitivity from 2 to 10 of magnitude higher than direct coating of rhEPO. Conclusion. Our findings 
show that the method of rhEPO immobilization to microtiter plates is a critical determinant for 
the sensitivity of ELISA used for measuring anti-EPO antibodies. Assays in which rhEPO was 
captured via a specific mAb, or in which biotinylated rhEPO was captured via streptavidin, are 
preferred to detect serum antibodies to native structural state.
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В В Е Д Е Н И Е

Терапия препаратами эритропоэтина проводится при хронической по
чечной недостаточности, онкозаболеваниях, при трансплантации органов и 
эритропоэтиндефицитных анемиях. Определение специфических антител к 
терапевтическим препаратам эритропоэтина является необходимым этапом 
оценки иммуногенности в ходе доклинических и клинических исследований, 
а также имеет важное значение для диагностики полной аплазии красного 
костного мозга (ПАККМ), вызываемой при длительном применении препа
ратов эритропоэтина [6,8,9]. Разработаны и описаны разные платформы для 
определения антител к эритропоэтину. Наиболее часто используются твердо
фазный иммуноферментный анализ, электрохемилюминесцентный метод, 
методы радиоиммунопреципитации и поверхностного плазмонного резонан
са [1, 11, 13]. Преимуществами твердофазного иммуноферментного анализа
являются отработанная технология, приборная оснащенность клинических 
лабораторий, обеспечивающих высокую пропускную способность и относи
тельную дешевизну постановки метода.

Важнейшим фактором, определяющим чувствительность твердофазного 
иммуноферментного анализа, является концентрация активных связывающих 
сайтов на поверхности твердой фазы. При пассивной сорбции белковая мо-
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лекула изменяет свою конформацию и, как следствие, может измениться ее 
способность к биоаффинному взаимодействию [3,10]. Для сохранения актив
ности иммобилизуемых молекул и достижения высокой чувствительности 
используют ряд модификаций твердофазного иммуноферментного анализа. 
На модели иммуноферментного анализа, в котором выявляемые антитела 
одним сайтом связывались с эритропоэтином, иммобилизованным на план
шете, а вторым — с меченым эритропоэтином, обеспечивающим детекцию 
сигнала, показано, что повысить чувствительность выявления антител к эри
тропоэтину можно, заменив пассивную иммобилизацию антигена связыва
нием биотинилированного антигена на планшетах, несущих на своей поверх
ности стрептавидин [5]. Однако данная модификация твердофазного 
иммуноферментного метода не позволяет выявлять специфические IgG4 [12], 
наличие которых было установлено в сыворотках крови пациентов с под
твержденным диагнозом ПАККМ [2, 13].

В соответствии с вышеизложенным, задачей данного исследования было 
изучение влияния метода иммобилизации эритропоэтина на чувствительность 
непрямого твердофазного иммуноферментного метода, позволяющего вы
являть все классы иммуноглобулинов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы: 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин, стрептавидин (Сорбент-сервис, 

Москва). Для проведения ИФА использовались прозрачные 96-луночные 
планшеты (Costar). Эритропоэтин рекомбинантный человеческий (чрЭПО) 
предоставлен ООО «Форт», аффинно очищенные антитела кролика к эритро
поэтину человека (ПАТ кролика к чЭПО, ООО «Протеиновый контур», Санкт- 
Петербург), антитела козы к IgG кролика (H+L), конъюгированные с перок- 
сидазой (ThermoScientific), антитела кролика к IgG морской свинки, 
конъюгированные с пероксидазой (ThermoScientific).

Сыворотки крови экспериментальных животных (кроликов и морских 
свинок) предоставлены ООО «Форт». Сыворотки получены после введения 
животным препаратов эритропоэтина бета, конъюгированного с полиэтилен
гликолем (ПЭГ-ЭПО, ООО «Форт») [7], и метоксиполиэтиленгликоль- 
эпоэтина бета (Мирцера, Hoffmann-La Roche Inc.) в течение 28 дней один раз 
в неделю подкожно (кролики) и внутривенно (кролики и морские свинки) в 
дозе 2,5 мкг/кг и 5 мкг/кг и последующего забора крови через 14 дней после 
последней инъекции (в каждую группу входили от 3 до 8 экспериментальных 
животных).

Результаты ИФА регистрировали на аппарате BioRadModel 680. Инкуба
цию планшет проводили на термостатируемом планшетном встряхивателе 
(ELMI SkyLine) при 500 об/мин и температуре 37°С. После всех инкубаций 
проводили отмывку планшет на планшетном промывателе (StatFax).

Получение препарата биотинилированного человеческого рекомбинант
ного эритропоэтина (Би-чрЭПО) проводили с использованием EZ-LinkSulfo- 
NHS-LC-LC-Biotin (Thermo Scientific) при 20-кратном избытке биотина в 
соответствии инструкции производителя.

Выявление антител с пассивной иммобилизацией чрЭПО проводили путем 
внесения в лунки планшета по 100 мкл чрЕРО в концентрации 5 мкг/мл в 0,1 
М карбонатно-бикарбонатном буфере (КББ), pH 9,6. Планшеты выдержива
ли в течение 19 — 22 часов при температуре (4 — 8)°С и на 1 час вносили бло
кирующий раствор — 0,02 М фосфатный буферный раствор pH 7,2, содержа
щий 5% сахарозы, 0,09% казеината натрия, 0,05% Twin 20. Далее вносили
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поликлональные антитела кролика к чЭПО или образцы сывороток в разве
дении 1:50 в 0,02 М фосфатном буферном растворе pH 7,2, содержащем 0,2% 
БСА, 0,05% Twin 20 (РР). После инкубирования в течение 45 минут и отмыв
ки вносили соответственно по 100 мкл конъюгированных с пероксидазой 
антител козы к IgG кролика (H+L) либо антител кролика к IgG морской свин
ки в разведении 1:15 т. Повторяли этап инкубирования и вносили по 100 мкл 
33 мМ цитратного буферного раствора pH 4,0, содержащего 0,01% перекиси 
водорода и 0,5 мМ 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина. Через 15 мин реакцию 
останавливали добавлением 50 мкл 2N серной кислоты, измеряли оптическую 
плотность (ОП) в двухволновом режиме при основной длине волны 450 нм и 
длине волны сравнения 680 нм.

При выявлении антител непрямым методом с иммобилизацией биотини
лированного чрЭПО в лунки планшета вносили по 100 мкл стрептавидина в 
концентрации 10 мкг/мл в КББ. Планшеты выдерживали в течение 19 — 22 
часов при температуре (4 — 8)°С. Далее вносили по 100 мкл Би-чрЭПО в РР в 
концентрации 0,5 мкг/мл. После инкубирования в течение 45 минут вносили 
по 100 мкл 0,02М фосфатного буферного раствора pH 7,2, содержащего 5% 
обезжиренного сухого молока (AppliChem) и 0,05% Twin 20. Стадию блоки
ровки проводили в течение 45 минут. Внесение образцов сывороток и после
дующие процедуры проводили аналогично выявлению антител к чЭПО с 
проведением пассивной иммобилизации чрЭПО.

При выявлении антител с иммунохимическим связыванием чрЭПО в 
лунки планшета вносили поликлональные антитела кролика в 0,02 М фосфат
ном буферном растворе, pH 7,2, в концентрации 5 мкг/мл. Планшеты выдер
живали в течение 19 — 22 ч при температуре (4 — 8)°С. После инкубации 
вносили блокирующий раствор, указанный при пассивной иммобилизации 
чрЭПО. Далее вносили по 100 мкл чрЭПО в концентрации 0,5 мкг/мл в РР и 
инкубировали в течение 90 минут. Образцы сывороткок вносили по 100 мкл в 
разведении 1:50 в 0,02 М фосфатном буферном растворе pH 7,2, содержащем 
5% сыворотки кролика, 0,05% Twin 20 и инкубировали в течение 60 минут. 
Затем вносили по 100 мкл соответствующего конъюгата в РР в разведении 1:90 
т. и инкубировали в течение 30 минут. Последующие процедуры проводили 
аналогично выявлению антител к чЭПО с проведением пассивной иммоби
лизации чрЭПО.

В каждом случае проводили подбор параметров ИФА с целью достижения 
максимальной чувствительности и специфичности. Чувствительность опреде
ления антител в сыворотках крови экспериментальных животных оценивали 
путем сравнения значения индексов позитивности анализируемых сывороток, 
определяемых как отношение ОПобразца/ОПпорог., где ОПпорог.= ОПср.К- 
+ За, где ОПср. К — среднее арифметическое значение регистрируемого сиг
нала для нормальной пулированной сыворотки экспериментальных животных 
(6 — 10 повторов), а  — стандартное отклонение.

Результаты анализировали с помощью программного обеспечения O riginPro 
9.1 (64-bit) SR3 Ь87 (OriginLab Corporation). Результаты для каждой группы 
экспериментальных животных выражали как среднее арифметическое ±  стан
дартное отклонение. Критерий Манна-Уитни использовали для сравнения 
результатов, полученных для разных условий эксперимента. Величина р^0,05 
рассматривалась как статистически значимая.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение уровня антител к чЭПО в сыворотках кроликов проводили 
непрямым твердофазным иммуноферментным методом как при пассивной
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Рис. 1. Калибровочные графики, полученные для ИФА с пассивной иммобилизацией чрЭПО и для 
ИФА при стрептавидин-биотиновом взаимодействии.

А Б

0  Стрептавидин-биотиновое взаимодействие

Рис. 2. Уровень антител к чЭПО в сыворотках морских свинок (А) при подкожном (п/к) и внутри
венном (в/в) введении и кроликов (Б) при постановке разных вариантов ИФА.
*р<0,05, **р<0,01 и ***р<0,001 для критерия Манна-Уитни в каждой группе животных.

иммобилизации эритропоэтина в лунках иммуносорбента, так и при связы
вании биотинилированного чрЭПО на планшете с предварительно иммоби
лизованным стрептавидином

На первом этапе сравнивали калибровочные графики для двух видов ИФА, 
полученные с использованием в качестве калибратора антител кролика к эри
тропоэтину человека (рис. 1).

Тангенсы угла наклона линейного участка калибровочного графика к оси 
концентраций в координатах концентрация/поглощение характеризуют чув
ствительность метода (изменение регистрируемого сигнала на единицу из-
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менения концентрации). Результаты свидетельствуют о более высокой чув
ствительности выявления поликлональных антител к эритропоэтину при 
пассивной иммобилизации. Иная картина наблюдается при определении 
уровня антител в сыворотках 3 групп кроликов, которым подкожно вводили 
препараты эритропоэтина — ПЭГ-ЭПО и Мирцера (рис. 2). Полученные 
данные свидетельствуют о том, что иммобилизация чрЭПО через стрептави
дин-биотиновое взаимодействие приводит к повышению чувствительности. 
Особенно выражено этот эффект проявлялся при выявлении антител у экс
периментальных кроликов, которым вводили препарат Мирцера.

Сравнение уровня антител к чЭПО в сыворотках морских свинок прово
дили методами ИФА с пассивной иммобилизацией чрЭПО и с иммунохими- 
ческой иммобилизацией чрЭПО на планшете с иммобилизованными поли
клональными антителами кролика к чЭПО.

На рис. 2 представлены данные по определению индекса позитивности 
для сывороток морских свинок, показывающие, что при иммунохимической 
иммобилизации чрЭПО была достигнута более высокая чувствительность при 
определении уровня антител к эритропоэтину. Результаты показали, что сыво
ротки, в которых при пассивной иммобилизации чрЭПО не обнаруживаются 
специфические антитела, в условиях использования метода с иммунохимиче
ской иммобилизацией эритропоэтина выявляются как положительные.

О Б С У Ж Д Е Н И Е
Полученные результаты свидетельствуют о значительном влиянии метода 

иммобилизации чрЭПО на чувствительность выявления антител к чЭПО. 
Иммунохимическая иммобилизация приводит к повышению чувствитель
ности при выявлении антител к эритропоэтину в сыворотках крови экспери
ментальных кроликов и морских свинок. Как уже отмечалось, особенно ярко 
эффект повышения чувствительности проявляется при выявлении антител у 
экспериментальных кроликов, которым вводили препарат Мирцера. Более 
того, если сравнивать иммуногенность препаратов ПЭГ-ЭПО и Мирцеры в 
части генерации антител к чЭПО, то полученный результат при использовании 
двух типов иммуносорбентов оказывается противоположным: при пассивной 
иммобилизации чрЭПО обнаруживается большее количество антител к пре
парату ПЭГ-ЭПО, тогда как при использовании иммунохимической иммо
билизации — к препарату Мирцера. Таким образом, метод иммобилизации 
чрЭПО на планшете не только влияет на чувствительность выявления антител 
в сыворотках экспериментальных животных, но использование ненадлежа
щего метода может привести к неверным представлениям об иммуногенности 
терапевтических белковых препаратов.

С другой стороны, более высокая чувствительность выявления поликло
нальных афинно очищенных антител кролика к эритропоэтину наблюдалась 
при пассивной иммобилизации, что может свидетельствовать о разном харак
тере коммерческих антител к чЭПО и антител, находящихся в исследуемых 
сыворотках кроликов. Разница в чувствительности методов, вероятно, опреде
ляется конформацией иммобилизованного антигена. Пассивная сорбция 
может приводить к изменению конформации чрЭПО и соответственно к не
доступности ряда эпитопов для связывания со специфическими антителами 
к конформационным эпитопам. При получении поликлональных антител 
процедура иммунизации обычно проводится в присутствии полного адъюван
та Фрейнда, и, возможно, это вызывает частичную денатурацию белка. Кроме 
того, процесс очистки поликлональных антител проводился методом аффин
ной хроматографии, также включающей стадии денатурирующего воздействия
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на белок. Соответственно значительную часть пула поликлональных антител 
могут составлять антитела к ненативным эпитопам, подобным тем, что фор
мируются при пассивной иммобилизации антигена. Исследуемые сыворотки 
экспериментальных животных получены в условиях, когда велика вероятность 
образования антител к нативным эпитопам, и предпочтительным методом 
выявления антител является использование иммуносорбента с иммунохими
чески иммобилизованным чрЭПО. По литературным данным в сыворотках 
пациентов с полной аплазией красного костного мозга преимущественно 
были обнаружены антитела к нативным эпитопам эритропоэтина [4], что 
указывает на необходимость использования метода с иммунохимической 
иммобилизацией антигена при определении специфических антител к эри
тропоэтину у пациентов, проходящих терапию препаратами эритропоэтина.
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