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 #ВВЕДЕНИЕ

Фактор некроза опухолей (TNF) – полифункци�
ональный цитокин, участвующий в регуляции важ�
нейших физиологических процессов (противоопу�
холевого иммунитета, пролиферации клеток
иммунной системы, апоптоза и др.) [1, 2]. Он синте�
зируется преимущественно активированными мак�
рофагами, Т�лимфоцитами и естественными килле�
рами. TNF является одним из основных медиаторов
воспалительных процессов в организме человека.
Повышение его концентрации характерно для таких
патологических состояний, как ревматоидный арт�
рит, псориаз, болезнь Крона, септический шок, рас�
сеянный склероз и другие. В настоящее время в кли�
нической практике для нейтрализации TNF широко
применяются рекомбинантные моноклональные
антитела (инфликсимаб и адалимумаб), а также ги�
бридный белок, включающий внеклеточный домен
рецептора TNF (этанерцепт) [3], однако использо�
вание этих препаратов достаточно дорого в силу вы�

 Сокращения: IPTG – изопропил�β�D�тиогалактопирано�
зид; MTT – 3�[4,5�диметилтиазол�2�ил]�2,5�дифенилтет�
разолий бромид; PMSF – фенилметилсульфонилфторид;
SUMO – небольшой убиквитинподобный белок (small
ubiquitin�related modifier); TNF – фактор некроза опухолей
(tumor necrosis factor); TNFR – рецептор TNF; АНИС –
анализ информационной структуры белков; ЭЛИС – эле�
менты информационной структуры белков.
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соких затрат на производство и может сопровож�
даться рядом побочных эффектов. Таким образом,
дальнейший поиск различных антагонистов TNF
является перспективным направлением белковой
инженерии и биотехнологии.

Биологически активной формой TNF является
его тример, состоящий из одинаковых субъединиц с
молекулярной массой 17 кДа [4]. Существуют два
типа рецепторов TNF, TNFRI (p55) и TNFRII (p75),
которые обладают примерно одинаковым срод�
ством к TNF [5]. Установлено, что образование
комплексов TNF с тем или другим рецептором при�
водит к активации разных сигнальных путей и соот�
ветственно опосредует разные виды биологической
активности TNF [6]. Структурно�функциональные
исследования молекулы TNF, направленные на со�
здание рецептор�селективных мутантов и антаго�
нистов, могут способствовать получению новых ва�
риантов белка для клинического использования [7,
8]. В ряде работ высказывалось предположение о
том, что определенные пептидные фрагменты TNF
могут быть ответственны за его отдельные биологи�
ческие активности. В частности, было обнаружено,
что синтетические пептиды, соответствующие по�
следовательностям TNF 43–68 и 132–150, обладают
цитотоксическим действием на опухолевые клетки,
а пептид с последовательностью 54–94 стимулирует
активность нейтрофилов [9]. Впоследствии была
продемонстрирована возможность использования
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небольшого фрагмента этой последовательности
(TNF�(70–80)) для борьбы с микобактериальной
инфекцией в мышиной модели туберкулеза [10]. В
другой работе показана активация хемотаксиса
фибробластов при использовании пептида TNF�
(31–68) [11]. 

Мы предположили, что определенные фрагмен�
ты TNF могут проявлять свойства его антагонистов.
С целью планирования аминокислотной последо�
вательности фрагментов TNF для последующей
экспрессии в бактериях был проведен анализ его
информационной структуры с помощью метода
АНИС (анализ информационной структуры; http://
anis.ibch.ru/trees). Этот метод позволяет на основе
данных о первичной структуре белка строить си�
стему иерархически организованных ЭЛИС (эле�
ментов информационной структуры) [12]. Пред�
полагается, что каждому из ЭЛИС соответствует в
первичной структуре белка определенный сайт, ха�
рактеризующийся устойчивой пространственной
организацией. Показано, что удаление фрагмен�
тов последовательности, соответствующих ЭЛИС
высшего ранга, позволяет получать функциональ�
но активные укороченные формы белков [13, 14].
В данной работе пептиды, соответствующие от�
дельным элементам информационной структуры
TNF, были получены при помощи системы экс�
прессии в составе гибридных белков в клетках Es�
cherichia coli, и их свойства изучены в тестах на ци�
тотоксичность по отношению к клеткам линии
мышиных фибробластов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение биологических свойств пептидов�
фрагментов белков является традиционным мето�
дом исследования связи между структурой и функ�
циями полной молекулы белка. Для выбора фраг�
ментов чаще всего используется информация о гра�
ницах элементов пространственной структуры
белков [9, 11]. Однако такая информация не всегда
доступна и, кроме того, указанный подход не учи�
тывает особенностей формирования структуры
белковых молекул, которое может определяться со�
седними участками последовательности. Примене�
ние с целью выбора фрагментов метода АНИС [12]
позволяет, исходя только из данных об аминокис�
лотной последовательности белка, вычленять пеп�
тидные фрагменты, первичная структура которых
характеризуется более высоким уровнем координа�
ции между аминокислотными остатками, сложив�
шимся в процессе молекулярной эволюции белко�
вой последовательности. Мы предполагаем, что та�
кой подход повышает вероятность получения
структурно устойчивых фрагментов белка, отвеча�
ющих за отдельные функциональные характери�
стики белковой молекулы.

Анализ информационной структуры TNF с по�
мощью метода АНИС позволил установить наличие

в ней четырех ЭЛИС высшего ранга, границами
между которыми являются остатки N30, S86, W114
(рис. 1а). В соответствии с этими данными, было за�
планировано получение следующих пептидов: D1
(фрагмент 3–30), D2 (31–85), D3 (86–114) и D4
(115–157) (рис. 1б). Для конструирования кодирую�
щих их последовательностей методом ПЦР мы ис�
пользовали в качестве матрицы плазмидную ДНК
pTNF331 [15], которая содержит ген человеческого
TNF, укороченного с N�конца на два аминокислот�
ных остатка (TNF�(3–157)). Установлено, что уда�
ление нескольких N�концевых остатков (вплоть до
семи) способствует повышению цитотоксической
активности TNF [16]. 

Поскольку прямая экспрессия коротких пепти�
дов в бактериальной системе часто оказывается не�
эффективной из�за протеолитической деградации в
цитоплазме клеток [17], их получают в составе ги�
бридных белков. В качестве белков�партнеров ис�
пользуют тиоредоксин, связывающий мальтозу бе�
лок, глутатион�S�трансферазу и др. [18]. Нами была
выбрана система экспрессии с использованием в ка�
честве партнера белка SUMO из Saccharomyces cere�
visiae. Этот небольшой полипептид (М 11.3 кДа), от�
носящийся к семейству убиквитина, обладает ста�
бильной компактной структурой. Показано, что
совместная экспрессия с SUMO способствует по�
вышению растворимости и увеличению выхода
гибридных белков в клетках E. coli, кроме того, ис�
пользование высокоспецифичной SUMO�протеи�
назы S. cerevisiae облегчает последующее расщеп�
ление гибридного белка и очистку целевого поли�
пептида [19]. Немаловажным является и тот факт,
что отщепленная целевая молекула сохраняет на�
тивную N�концевую последовательность [19]. 

С целью экспрессии пептидов D1–D4 в виде ги�
бридов с SUMO мы сконструировали при помощи
ПЦР четыре гибридных гена SD1–SD4, в которых
последовательность гена Smt3, кодирующего белок
SUMO, объединена с нуклеотидными последова�
тельностями, кодирующими каждый из ЭЛИС
TNF (рис. 2а). На 5'�конце каждого из гибридных
генов расположена последовательность, кодирую�
щая гексагистидиновый фрагмент, для последую�
щей очистки гибридных белков при помощи ме�
таллоаффинной хроматографии. Полученные ге�
ны были клонированы в вектор на основе pET32а
(Novagen) под контролем сильного регулируемого
промотора Т7lac.

Все сконструированные нами гены характеризу�
ются высоким уровнем экспрессии в клетках бакте�
рий (до 20% общего клеточного белка, рис. 2б), при
этом большая часть продуктов экспрессии находит�
ся в растворимой форме. Для выделения очищен�
ных гибридных белков SD1–SD4 из фракции рас�
творимых клеточных белков был использован ме�
тод Ni�аффинной хроматографии. При изучении
состава фракций, полученных в результате хрома�
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Рис. 1. Анализ информационной структуры TNF по методу АНИС [12]. а – Диаграмма информационной структуры
TNF. ЭЛИС высшего ранга изображены различными оттенками серого, а их границы отмечены стрелками. По гори�
зонтальной оси – ρ/2 (полуширина участка последовательности, для которого проводился расчет), по вертикальной
оси – номера аминокислотных остатков в последовательности белка. б – Аминокислотные последовательности пеп�
тидов D1–D4, соответствующих ЭЛИС высшего ранга: наклонным шрифтом обозначены N�концевые остатки сери�
на, не являющиеся частью последовательности TNF и возникающие в результате использования сайта BamHI для
клонирования.
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тографии, при помощи гель�электрофореза было
установлено, что большая часть гибридов SD2 и
SD4 не связывается с сорбентом, возможно, из�за
образования высокомолекулярных агрегатов. Это
предположение подтвердилось при последующем
анализе очищенного гибридного белка SD4 мето�
дом аналитической гель�фильтрации на предвари�
тельно откалиброванной колонке Superdex 200
(рис. 3а). Наблюдаемое время выхода пиков соста�
вило 21 и 42 мин, что соответствует белкам, имею�
щим молекулярную массу около 700 и 30 кДа соот�
ветственно. Поскольку расчетная молекулярная
масса SD4 составляет 17 кДа, в составе изученного
образца, по�видимому, обнаруживается смесь ди�
меров гибридного белка и продуктов его агрегации.

Для того чтобы установить причину этого явле�
ния, аминокислотная последовательность TNF бы�
ла исследована при помощи программы TANGO
(http://tango.crg.es, [20]) с целью определения по�
тенциала агрегации фрагментов D1–D4. При этом
оказалось, что наибольшим потенциалом агрегации
(93%) обладает последовательность LYLIYSQVLF
(фрагмент 55–64), входящая в состав пептида D2,

несколько меньшим – VIFGIIA (150–156), которая
является частью D4 (67%) (рис. 3б). 

Известно, что образование бета�агрегатов (ами�
лоидов) – широко распространенный биологиче�
ский процесс. Амилоидные фибриллы возникают в
результате неправильного сворачивания белков и
сопровождают развитие более чем 20 заболеваний, в
том числе болезни Альцгеймера, болезни Крейтц�
фельда�Якоба и др. Для их структуры характерно
наличие бета�складчатой упаковки, при которой
бета�складки располагаются перпендикулярно оси
полимера [21]. Показано, что в определенных усло�
виях амилоиды могут образовываться самыми раз�
нообразными белками и пептидами, не связанны�
ми с патологическими состояниями [22, 23]. 

Несмотря на отсутствие гомологии аминокис�
лотных последовательностей у полипептидов, спо�
собных к образованию амилоидов, их характеризу�
ют некоторые общие черты, в частности, склонность
к формированию неправильно свернутых вариантов
[24]. Последовательности (55–64) и (150–156), обла�
дающие максимальным потенциалом агрегации, в
полноразмерном TNF являются соответственно ча�
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Рис. 2. Экспрессия гибридных генов SD1–SD4. а – Схематическое изображение гибридных генов SD1–SD4 с приле�
гающими регуляторными элементами. б – Гель�электрофорез в 13% ПААГ по Лэммли суммарного клеточного белка
штамма BL21(DE3) без плазмиды (2), трансформированного плазмидами pSD1 (3), pSD2 (4), pSD3 (5), pSD4 (6), после
индукции IPTG. 1 – Стандарты молекулярной массы белков (Fermentas).
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стью c� и h�бета�тяжей, которые входят в гидрофоб�
ное ядро белка и располагаются в центральной части
тримера [4]. Мы предполагаем, что в результате экс�
прессии этих фрагментов белка в изолированном
виде нарушается процесс фолдинга бета�структур�
ных элементов, что приводит к формированию вы�
сокомолекулярных бета�агрегатов. 

С целью разрушения агрегатов протокол выделе�
ния был модифицирован, и впоследствии очистку
всех гибридных белков SD1–SD4 проводили в при�
сутствии мочевины. Использование денатурирую�
щего агента позволило получить очищенные ги�
бридные белки в достаточных количествах для даль�
нейших исследований. Однако при попытке
расщепления гибридного белка SD2 SUMO�проте�
иназой в реакционной смеси спустя некоторое вре�
мя после добавления фермента наблюдалось обра�

зование осадка. Анализ белкового состава реакци�
онной смеси после центрифугирования показал,
что в растворимой фракции обнаруживается только
SUMO, в то время как отщепленный пептид D2 на�
ходится исключительно в осадке. Применение раз�
личных добавок, способствующих повышению рас�
творимости белков (глицерина, сахарозы, глицина,
аргинина), не дало результатов. Таким образом, нам
не удалось получить пептид D2 в изолированном
виде, вероятно, в силу чрезвычайно высокой склон�
ности данного фрагмента TNF к образованию вы�
сокомолекулярных агрегатов.

Пептиды D1, D3, D4 были выделены в чистом
виде в результате расщепления гибридных белков
SUMO�протеиназой и повторной металлоаффин�
ной хроматографии на Ni�Sepharose для очистки от
SUMO и нерасщепленного гибрида (рис. 4). Время
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Рис. 3. Анализ агрегации гибридных белков, включающих пептидные фрагменты TNF. а – Гель�фильтрация выделен�
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выхода пиков этих пептидов при аналитической
гель�фильтрации (48 мин) соответствует мономер�
ному состоянию, а молекулярные массы совпадают
с расчетными данными, что подтверждено масс�
спектрометрическим анализом (данные не приве�
дены). Таким образом, экспрессия целевых пепти�
дов в составе гибридов с белком SUMO позволила
получить высокоочищенные пептидные фрагмен�
ты TNF в достаточных количествах для дальнейших
исследований. 

Вторичную структуру пептидов D1, D3, D4 ис�
следовали при помощи спектроскопии кругового

дихроизма (рис. 5). Обработка полученных данных
показала, что изученные пептиды обладают сход�
ной вторичной структурой и содержат 36–40% не�
упорядоченной структуры, 29–34% бета�слоя и 22–
23% бета�поворотов (таблица). Эти результаты со�
ответствуют результатам исследования простран�
ственной структуры TNF с помощью РСА [4], со�
гласно которым вторичная структура TNF пред�
ставлена преимущественно бета�структурными
элементами (47%). 

Для исследования биологической активности
полученных пептидов использовали стандартный
тест на цитотоксичность TNF по отношению к мы�
шиным фибробластам линии L929. Различные раз�
ведения пептидов D1, D3, D4 (0–100 нг/мл) добав�
ляли к клеткам, измеряя жизнеспособность послед�
них по степени связывания красителя МТТ. В
качестве контроля использовали рекомбинантный
человеческий TNF, ранее выделенный в лаборато�
рии. В этом эксперименте было установлено, что ни
один из пептидов в исследованном диапазоне не об�
ладает собственной цитотоксичностью (данные не
приведены). 

В следующем эксперименте изучалась способ�
ность выделенных пептидов подавлять вызванную
полноразмерным TNF цитотоксичность. С этой це�
лью клетки L929 культивировали в присутствии сме�
си полноразмерного TNF в различных разведениях
и пептидов D1, D3, D4. Смеси предварительно ин�
кубировали в течение 2 ч при комнатной температу�
ре. В данном случае обнаружилось, что пептиды D3
и D4 не влияют на активность добавленного вместе
с ними TNF, а избыток D1 снижает его цитотоксиче�
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Рис. 4. Гель�электрофорез в 16% ПААГ в Трис�трици�
новом буфере очищенных пептидов D1 (2), D3 (3), D4
(4). 1 – Стандарты молекулярной массы белков (Bio�
Rad). 
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ское действие, причем степень снижения зависит от
концентрации пептида (рис. 6). При добавлении
пептида D1 в молярном соотношении 20 : 1 наблю�
далось повышение концентрации TNF, при которой
происходит 50%�ное снижение выживаемости кле�
ток, с 0.07 до 0.17 нг/мл, т.е. в 2.4 раза. Если же ис�
пользовали 50�кратный молярный избыток пепти�
да, эта концентрация увеличивалась до 1 нг/мл, т.е. в
14.3 раза.

Таким образом, в используемом тесте получен�
ный нами пептид D1 (TNF�(3–30)) проявляет свой�
ства антагониста TNF. Такой эффект может быть
обусловлен различными причинами, в частности,
образованием комплекса с участием пептида и TNF,
или пептида и рецептора TNFRI, что препятствует
взаимодействию полноразмерного белка с рецепто�
ром и запуску сигнального каскада. Кроме того, по�
казано, что некоторые мутанты TNF, собственная
биологическая активность которых значительно
снижена, могут образовывать неактивные тримеры
с участием природного цитокина. При этом 20�
кратный избыток таких “доминантнегативных” му�
тантов обеспечивает практически полное подавле�
ние активности TNF в клеточных тестах in vitro [26].
Наконец, снижение цитотоксичности TNF можно
было бы объяснить диссоциацией тримера на неак�
тивные субъединицы в результате связывания пеп�
тида. Однако исследование смеси TNF с пептидом
D1 методом аналитической гель�фильтрации пока�
зало, что подвижности отдельных компонентов в
составе смеси не изменяются и соответствуют три�
мерной форме TNF и мономерной форме D1 (дан�
ные не приведены). Следовательно, наиболее ве�
роятным механизмом воздействия пептида D1 на
опосредованную TNF цитотоксичность является
образование комплекса с рецептором TNF. 

Известно, что человеческий TNF взаимодей�
ствует с мышиным рецептором TNF только I типа
(mTNFRI) [27]. Таким образом, цитотоксическое
действие TNF на клетки линии мышиных фиб�
робластов L929 опосредуется запуском сигнального
каскада именно этим рецептором. При анализе про�
странственной структуры комплекса TNF c TNFRI
установлено, что поверхность взаимодействия двух
белков имеет сложное строение и включает участки
молекулы TNF в местах контакта субъединиц в ос�
новании тримера [28]. Согласно этим данным и ре�
зультатам сайт�направленного мутагенеза молеку�
лы TNF [29, 30], один из таких участков расположен
в N�концевой части белка и формируется остатками
29–36, образующими петлю на поверхности цито�
кина. Протяженные (более семи остатков) делеции
N�концевой последовательности TNF [16] или ее
отщепление в результате ограниченного протеолиза
[31] приводят к заметному снижению цитотоксиче�
ской активности белка. Можно предположить, что
пептид D1, в состав которого входит часть этой по�
следовательности, обладает способностью взаимо�

действовать с mTNFRI, таким образом, его избыток
препятствует связыванию полноразмерного белка. 

Относительно невысокая антагонистическая
активность данного пептида по сравнению с искус�
ственными “доминантнегативными” мутантами
TNF [26], возможно, объясняется его мономерной
формой. Установлено, что искусственное повыше�
ние авидности путем мультимеризации некоторых
мономерных лигандов семейства TNF и TNF�свя�
зывающих белков приводит к увеличению их био�
логической активности [32, 33]. В таком случае
три� или мультимеризация пептида D1 за счет до�
бавления специфических аминокислотных после�
довательностей [32–34] могла бы способствовать
повышению авидности по отношению к TNFRI и
открыть возможности его практического использо�
вания для нейтрализации избыточного количества
TNF в организме.

Результаты расчета вторичной структуры пептидов
D1, D3, D4 при помощи программы Continll [25]

Пеп�
тид

α�спи�
раль, %

β�слой, 
%

β�пово�
рот, %

Неупорядочен�
ная структура, 

%
NRMSD*

D1 7.6 29.3 23 40.1 0.034

D3 5.9 33.7 22.3 38 0.035

D4 6.8 34.2 22.6 36.5 0.061

*NRMSD – среднеквадратичное отклонение, нормализо�
ванное на количество точек.
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Рис. 6. Цитотоксическое действие TNF (1) и TNF в
смеси с пептидом D1 в соотношении 1 : 20 (2), 1 : 50
(3) на клетки L929.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали реактивы фирм Bio�Rad,
Sigma, Merck (США), Panreac (Испания), компо�
ненты сред для культивирования бактерий Difco
(США), полную среду 199, эмбриональную телячью
сыворотку и DMSO (Биолот, Россия). Растворы го�
товили на деионизованной воде MilliQ.

Анализ информационной структуры TNF про�
водили при помощи метода АНИС (http://
anis.ibch.ru/trees) как описано в работе [13].

Клонирование рекомбинантных ДНК осуществля�
ли стандартными методами [35] в клетках E. coli XL�1
Blue (Stratagene). Использовали ферменты произ�
водства “Fermentas” (Литва). Олигонуклеотиды
синтезированы фирмой “Евроген”. Амплификацию
генов с помощью ПЦР проводили с использованием
Pfu�полимеразы в условиях, рекомендованных про�
изводителем фермента. Параметры ПЦР: 3 мин де�
натурации матрицы при 95°С; 25 циклов (денатура�
ция 95°С 45 с, отжиг праймеров 52–55°С 45 с, элон�
гация 72°С 45 с); достройка 72°С 5 мин. 

Для получения плазмиды pSD1 ген Smt3, коди�
рующий белок SUMO, амплифицировали на мат�
рице геномной ДНК S. cerevisiae (из коллекции ла�
боратории) с использованием праймеров (5'–3'):
ATATACCATGGGTCATCACCATCATCATCACG�
GGTCGGACTCAGAAGTCAATC (Sumd) и TATAT�
GGATCCACCAATCTGTTCGCG (Sumr).

Фрагмент гена TNF, кодирующий первый
ЭЛИС (пептид D1), получали путем амплификации
ДНК плазмиды pTNF331 [15] с помощью прайме�
ров (5'–3'):

D1d ATATAGGATCCTCGAGCCGAACCCC и 

D1r ATATTAAGCTTAGTTCAGCCACTGGAGC. 

После обработки рестриктазами NcoI и BamHI в
случае гена Smt3 и BamHI и HindIII в случае гена D1
и очистки в 1% агарозном геле они были совместно
клонированы в вектор, полученный путем обработ�
ки ДНК плазмиды pET32N (ранее полученная нами
модификация плазмиды pET32а (Novagen), содер�
жащая сайт рестриктазы NcoI) рестриктазами NcoI
и HindIII. В результате была сконструирована плаз�
мида pSD1, содержащая гены Smt3 и D1 в единой
рамке считывания. 

Для клонирования фрагментов ДНК, соответ�
ствующих ЭЛИС 2�4, проводили ПЦР на матрице
ДНК плазмиды pTNF331 в тех же условиях с прай�
мерами (5'–3'): 

D2d ATATAGGATCCCGCCGGGCCAATGC и 

D2r ATATTAAGCTTAGACGGCGATGCGGCT (для
получения D2), 

D3d ATATAGGATCCTACCAGACCAAGGTC и 

D3r ATATTAAGCTTACCAGGGCTTGGCCTCA
(для получения D3), 

D4d ATATAGGATCCTATGAGCCCATCTATCTG и 

D4r ATATTAAGCTTACAGGGCAATGATCCCAA
(для получения D4). 

Фрагменты обрабатывали рестриктазами BamHI
и HindIII и после очистки клонировали по отдель�
ности в вектор, полученный в результате обработки
ДНК плазмиды pSD1 рестриктазами BamHI и
HindIII и выделения большого фрагмента. В ре�
зультате были сконструированы плазмиды pSD2�4.
Строение плазмид подтверждали рестриктным ана�
лизом и секвенированием (ЦКП «Геном»).

Выделение белков. Клетки штамма E. coli
BL21(DE3) (Novagen), трансформированные pSD1,
pSD2, pSD3 или pSD4, выращивали в 200 мл LB c
ампициллином (100 мкг/мл) при 370С до А560 0.5–
0.7 и индуцировали добавлением 0.2 мМ IPTG, по�
сле чего продолжали культивирование в течение 3 ч.
Биомассу после центрифугирования суспендирова�
ли в буфере A (50 мМ Трис�HCl, рН 8.0, 1 мМ PMSF,
200 мМ NaCl) и разрушали клетки обработкой уль�
тразвуком. При выделении белков SD2 и SD3 на
всех стадиях в буфер добавляли 10 мМ β�меркапто�
этанол. Осадок после центрифугирования промы�
вали буфером А, содержащим 1 мМ EDTA и 1 М мо�
чевину, и растворяли в 10 мл буфера B (20 мМ Трис�
HCl, рН 8.0, 200 мМ NaCl, 6 М мочевина) в течение
16 ч при комнатной температуре при перемешива�
нии. Раствор центрифугировали, к супернатанту
добавляли имидазол до 10 мМ и наносили на колон�
ку Ni�Sepharose FastFlow (GE Healthcare), уравнове�
шенную этим же буфером, промывали буфером D
(20 мМ Трис�HCl, рН 8.0, 6 М мочевина, 0.5 М
NaCl, 20 мМ имидазол), затем тем же буфером с по�
нижающейся концентрацией мочевины и элюиро�
вали буфером без мочевины, содержащим 300 мМ
имидазол. Фракции, содержащие гибридный белок,
объединяли, после чего дважды диализовали против
буфера Е (20 мМ Трис�HCl, рН 8.0, 50 мМ NaCl).
При необходимости препарат концентрировали в
ячейке Amicon с мембраной YM10. К раствору бел�
ка после центрифугирования добавляли раствор
протеиназы ULP (ранее получена в лаборатории по
методу [19]) из расчета 1 мкг ULP на 0.5 мг гибрид�
ного белка и инкубировали в течение 16 ч при 4°С
при перемешивании. Полноту расщепления прове�
ряли анализом аликвоты реакционной смеси при
помощи гель�электрофореза по Лэммли, после чего
проводили повторную хроматографию на Ni�
Sepharose FastFlow. Собирали проскок и фракции,
полученные в результате промывки колонки буфе�
ром Е. Очищенные пептиды анализировали гель�
электрофорезом в Трис�трициновом буфере [36].

Концентрацию гибридных белков определяли
при помощи реагента Protein Assay (Bio�Rad). Кон�
центрацию пептидов рассчитывали с использова�
нием индивидуальных молярных коэффициентов
поглощения на основании результатов измерения
поглощения при 280 нм. Выход очищенных пепти�
дов обычно составлял 2–4 мг из 1 г биомассы. 
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Аналитическую гельBфильтрацию проводили на
колонке Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare)
при скорости потока 0.4 мл/мин в буфере 100 мМ
Трис�HCl, рН 8.0, 150 мМ NaCl. Детекцию осу�
ществляли путем измерения поглощения в УФ�об�
ласти при длине волны 230 нм.

КДBспектры пептидов D1–D4 измеряли без кон�
центрирования непосредственно после очистки с
использованием спектрополяриметра Jasco�810
(Япония) с шагом 0.2 нм в кюветах с длиной опти�
ческого пути 0.1 мм в буфере 20 мМ Трис�HCl,
рН 8.0, 50 мМ NaCl. В случае пептида D3 буфер со�
держал 10 мМ β�меркаптоэтанол. Расчет вторичной
структуры проводили с использованием программы
Continll [25].

Определение цитотоксической активности TNF и
пептидов проводили в стандартном тесте на линии
L929 фибробластов мыши как описано в работе
[37]. Клетки L929 (2 × 104) помещали в лунки 96�лу�
ночных планшетов (Nunc) в 100 мкл полной среды
199, содержащей 10% эмбриональной телячьей сы�
воротки и инкубировали 18 ч. Затем удаляли среду и
к монослою клеток добавляли по 100 мкл полной
среды, содержащей двукратные разведения TNF (от
1 мкг/мл до 0.1 пг/мл) с актиномицином D
(1 мкг/мл) и инкубировали при 37° в СО2�инкубато�
ре. Через 18 ч в каждую лунку добавляли по 10 мкл
раствора МТТ в PBS (5 мг/мл) и инкубировали 2.5 ч.
По истечении указанного времени супернатант уда�
ляли, к оставшимся клеткам добавляли 100 мкл
DMSO, оптическое поглощение измеряли при
540 нм на приборе Тitertek Multiskan MCC (Flow
Laboratories). Выживаемость клеток вычисляли по
формуле С = В : А × 100%, где А и В – светопоглоще�
ние в контрольной и в тестируемой лунке. Измере�
ния проводили в четырех повторах.
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The Obtainment and Properties of the Human Tumor Necrosis Factor

L. N. Shingarovaa,#, L. E. Petrovskayaa, A. N. Nekrasova, E. A. Kryukovaa, E. F. Boldyrevaa, 
S. A. Jakimova, S. V. Guryanovaa, D. A. Dolgikha, and M. P. Kirpichnikova,b

# Phone: (495) 330�69�83; e�mail: lshing@mx.ibch.ru
a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

ul. Miklukho�Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
b Moscow State University, Moscow, Russia

The tumor necrosis factor (TNF) is a proinflammatory cytokine that plays a pivotal role in the regulation of
the human immune system. Studies of the TNF functional topography are a challenging task in bioengineer�
ing. We have produced genes encoding the peptides D1 (3–30), D2 (31–85), D3 (86–114), and D4 (115–
157), which correspond to isolated fragments of the informational structure of TNF. These genes were ex�
pressed in E. coli cells at a high level in a soluble form. We have shown that hybrid proteins SD2 and SD4 tend
to form soluble aggregates, which can be destroyed by urea treatment. Purified peptides D1, D3, and D4 pos�
sess a similar secondary structure with dominating beta�structural elements. The analysis of the biological ac�
tivity of these peptides has shown that they do not exhibit cytotoxic properties on L929 murine fibroblasts.
The simultaneous addition of D1 with full�length TNF results in the concentration dependent suppression
of TNF activity.

Key words: tumor necrosis factor, E. coli expression, information structure, peptides, cytotoxicity



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


