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Summary 

Autoantibodies to 1-adrenergic receptor may play a role in the development of certain cardiovascular system diseases. Synthetic peptide-based 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), traditionally used for the detection of such antibodies, does not allow to obtain adequate data, 

probably due to the poor similarity of peptide conformations to the spatial structure of the extracellular regions. 

Aim of the study: to improve the peptide-based ELISA method for the detection of autoantibodies to 1 adrenergic receptor by a separate determination 

of the IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM and IgA autoantibody isotypes. Material and methods: a modification of the ELISA method with peptides 

corresponding to  the sequences of the 1-adrenergic receptor first and second extracellular loops, and secondary antibodies specific to the above-

mentioned human immunoglobulin isotypes. The method has been tested on a panel of samples obtained from patients with dilated cardiomyopathy 

(DCM), arrhythmia and coronary heart disease. 

ResultS: small excess of the signal mean values of individual antibody isotypes have been recorded for some groups of patients in comparison 

with the group of healthy volunteers. However, these differences were not statistically significant. The proportion of signals «above the 
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Резюме

Аутоантитела к 1-адренорецептору могут играть важную роль в развитии некоторых заболеваний сердечно-сосудистой системы. Имму-

ноферментный анализ (ИФА) с использованием синтетических пептидов, традиционно применяемый с целью детекции таких антител, не 

позволяет получать адекватные данные, вероятно, вследствие слабого сходства конформаций пептидов с пространственной структурой 

внеклеточных участков 1-адренорецептора. 

Цель исследования. Усовершенствовать метод ИФА для детекции аутоантител к 1-адренорецептору за счет раздельного определения 

аутоантител изотипов IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM и IgA.

Материал и методы. Предложена модификация метода ИФА с использованием пептидов, соответствующих последовательностям пер-

вой и второй внеклеточных петель 1-адренорецептора, и вторых антител, специфических к вышеуказанным изотипам иммуноглобу-

линов человека. Метод опробован на панели образцов сыворотки крови, полученных от пациентов с дилатационной кардиомиопатией 

(ДКМП), желудочковой аритмией и ишемической болезнью сердца.

Результаты. Для некоторых групп больных зафиксированы небольшие превышения средних значений сигналов отдельных изотипов ан-

тител по сравнению с группой здоровых добровольцев, однако эти отличия не являются статистически значимыми. Доля сигналов «выше 

уровня нормы» в группе больных ДКМП составила 21% для изотипа IgG1 и от 6 до 16% для остальных изотипов, что весьма далеко от 

частоты встречаемости аутоантител к 1-адренорецептору (70–80%), наблюдаемой у больных ДКМП при использовании функциональ-

ных методов анализа. В других группах доля таких сигналов не превысила 30% ни для одного изотипа антител.

Заключение. Раздельное измерение изотипов не привело к существенному увеличению информативности метода.
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Введение

Аутоантитела к 1-адренорецептору могут вносить су-
щественный вклад в патогенез ряда сердечно-сосудистых 
заболеваний, в первую очередь дилатационной кардиомио
патии (ДКМП) [1]. При связывании с 1-адренорецепто-
ром аутоантител-агонистов происходит активация рецеп-
тора, сопровождающаяся передачей сигнала через G-белки 
и аденилатциклазу внутрь клетки с повышением внутри-
клеточного уровня cAMP [2]. Постоянная стимуляция ло-
кализующихся в сердечной мышце 1-адренорецепторов 
аутоантителами оказывает кардиотоксическое действие [3], 
которое в конечном счете может приводить к хронической 
сердечной недостаточности [4], аритмии [5] и развитию 
признаков ДКМП [6]. Стимулирующим потенциалом в 
основном обладают аутоантитела ко второй внеклеточной 
петле рецептора (аминокислоты 197–222) и в меньшей 
степени к его первой внеклеточной петле (аминокислоты 
121–132) [2, 7].

Наиболее адекватными считаются функциональные 
методы определения аутоантител-агонистов к 1-адрено-

рецептору: измерение хронотропного эффекта на культуре 
кардиомиоцитов крысы [8] или детекция повышения вну-
триклеточной концентрации cAMP в клетках с рекомби-
нантным 1-адренорецептором [2]. Частота встречаемости 
аутоантител к 1-адренорецептору, определяемая функцио-
нальными методами, у больных ДКМП составляет 70–80%, 
не превышая нескольких процентов у здоровых людей 
[2, 9]. К сожалению, оба метода весьма трудоемки и плохо 
воспроизводимы.

Самым распространенным до недавнего времени мето-
дом определения аутоантител-агонистов в исследователь-
ских целях был иммуноферментный анализ (ИФА) с ис-
пользованием синтетических пептидов, соответствующих 
последовательности второй внеклеточной петли [10, 11]. 
С его помощью, в частности, было продемонстрировано 
повышение частоты встречаемости аутоантител к 1-адре-
норецептору у пациентов с нарушениями ритма и проводи-
мости сердца [12]. Однако в последние годы у ведущих уче-
ных, работающих в данном направлении, сформировалось 
мнение о неудовлетворительности данных, получаемых 
методом ИФА с использованием пептидов, вследствие их 
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normal level» in the group of DCM patients was 21% for IgG1 isotype and from 6% to 16% for the other isotypes, which is far away from 

the frequency of β1-adrenergic receptor autoantibodies observed in DCM patients (70% 80%) when used functional methods of analysis. In 

other groups, the proportion of such signals did not exceed 30% for any antibody isotype. 

Conclusion: the separate measurement of isotypes did not lead to a significant increase in the method’s informative value.
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слабой корреляции с результатами функциональных мето-
дов [9, 13, 14]. По-видимому, причина заключается в отли-
чии конформаций синтетических пептидов от природной 
конформации второй внеклеточной петли и высокой кон-
формационной чувствительности антител-агонистов [15]. 
Рядом групп ведутся разработки альтернативных подходов 
к проблеме диагностики аутоантител к 1-адренорецептору 
на основе иммунологических методов анализа [16–18].

Недавно внимание ученых начали привлекать не
обычные изотипические характеристики аутоантител  
к  1-адренорецептору. Судя по косвенным признакам, функ-
ционально активные аутоантитела к 1-адренорецептору 
в основном относятся к подклассу IgG3 [19, 20]. При этом 
информация о том, какие классы и подклассы иммуногло-
булинов в основном взаимодействуют с эпитопами первой и 
второй внеклеточных петель 1-адренорецептора у пациен-
тов с определенными нозологиями, в литературе отсутствует.

В настоящем исследовании предпринята попытка по-
высить информативность ИФА с использованием пептид-
ных антигенов за счет дифференциации анализа по изо-
типам иммуноглобулинов и в случае успеха установить 
преимущественную изотипическую принадлежность анти-
тел к 1-адренорецептору у пациентов с различными вида-
ми сердечно-сосудистых заболеваний.

Материал и методы

Пациенты и образцы для анализа. Процедура отбо-
ра и обследования пациентов с диагнозом ДКМП (n=38), 
с желудочковыми нарушениями ритма сердца (ЖНРС) 
идиопатического характера без признаков органического 
заболевания сердца (группа ЖНРС-И, n=37), с ишемиче-
ской болезнью сердца (ИБС) и нарушениями ритма второй 
градации по Лауну и выше (группа ИБС с ЖНРС, n=37), 
больных ИБС без ЖНРС (n=14) и здоровых добровольцев 
(n=16) была описана нами ранее [17]. Все пациенты и до-
бровольцы подписали информированное согласие об уча-
стии в исследовании, включающее разрешение на опубли-
кование результатов в научных изданиях. 

Венозную кровь собирали в пробирки Monovette Serum 
Z/4.9 ml (Sarstedt) и отстаивали в течение 30 минут. Сы-
воротку отделяли от эритроцитов центрифугированием, 
аликвотировали и замораживали при температуре 70 °С.

Синтетические пептиды. 9-членный пептид 3 
(EYGSFFCEL), являющийся фрагментом (125 133) первой 
внеклеточной петли 1-адренорецептора, получали методом 
ступенчатого твердофазного синтеза, 26-членный пептид 8 
(HWWRAESDEARRCYNDPKCCDFVTNR), соответству-
ющий последовательности (197 222) второй внеклеточной 
петли, получали методом конвергентного синтеза на твер-
дой фазе [21]. Очистку пептидов производили с помощью 
обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хро-
матографии в условиях, предотвращающих ди- или олиго-
меризацию продуктов за счет окисления свободных сульф-
гидрильных групп остатков цистеина. Дизайн, структура и 
синтез нелинейного пептида 25, моделирующего конфор-
мацию второй внеклеточной петли 1-адренорецептора, 
были выполнены в НМИЦ кардиологии ранее [22].

Антиизотипические антитела. Биотинилированные 
мышиные моноклональные антитела против Fc-фрагмен-
тов иммуноглобулинов человека подклассов IgG1, IgG2, 
IgG3, IgG4 и биотинилированные аффинно очищенные 
поликлональные антитела козы против иммуноглобули-
нов человека классов IgM и IgA приобретали у компании 
Thermo Fisher Scientific.

ИФА. Пептиды в концентрации 1 мкг/мл в фосфат-
но-солевом буферном растворе (PBS) адсорбировали на 
поверхности 96-луночных планшетов для ИФА (Corning) 
в течение ночи при 4 °С. Мы отказались от использования 
карбонат-бикарбонатного буфера, традиционно применя-
емого при адсорбции пептидов и белков на поверхности 
планшетов для ИФА, поскольку инкубация пептида 8 в 
щелочных условиях (рН 9,4) приводила к замыканию S-S 
связей и появлению значительного количества пептидных 
олигомеров. 

На следующий день раствор пептидов удаляли, план-
шеты промывали 4 раза PBS с 0,05% Tween-20 и наноси-
ли по 100 мкл образцов сыворотки, разведенных в 20 раз 
блокирующим раствором, содержащим 18% казеинового 
концентрата CBC1 (5,5% коллоидный раствор казеина, 
Stereospecific Detection Technologies) и 0,05% Tween-20 в 
PBS. Инкубацию с образцами сыворотки проводили в тече-
ние 1 часа при 37 °С с качанием планшетов на орбитальном 
термошейкере, 500 об./мин., после чего сыворотку удаляли, 
планшеты промывали 4 раза PBS с 0,05% Tween-20 и инку-
бировали с биотинилированными антителами: анти-IgG1 
0,5 мкг/мл, анти-IgG2 1,25 мкг/мл, анти-IgG3 0,33 мкг/мл, 
анти-IgG4 2 мкг/мл, анти-IgM 0,5 нг/мл, анти-IgA 0,75 нг/
мл, по 100 мкл в блокирующем растворе 1 час в тех же усло-
виях. Затем антитела удаляли, планшеты промывали 4 раза, 
наносили по 100 мкл коньюгата полимерной формы перок-
сидазы хрена со стрептавидином Streptavidin-PolyHRP80 
(Stereospecific Detection Technologies), 0,2 мкг/мл в блокиру-
ющем растворе, и инкубировали 30 минут при комнатной 
температуре с качанием. После 4-кратной отмывки связав-
шийся конъюгат проявляли при помощи хромогенного суб-
страта 3,3',5,5'-тетраметилбензидина с перборатом натрия в 
цитратном буферном растворе (рН 5,2) в течение 15 минут 
при комнатной температуре в темноте. Реакцию останав-
ливали добавлением 10%-ной серной кислоты и считывали 
значения оптической плотности при 450 нм. 

Нормировка сигналов и статистическая обработка. 
Анализ каждого образца проводили в двух параллелях, по-
лученные значения усредняли. Чтобы сравнивать сигналы, 
полученные в разных экспериментах и на разных план-
шетах, все сигналы нормировали на сигнал референсной 
сыворотки, представленной на каждом планшете, с пепти-
дом 8. Для изотипа IgG1 в качестве референсной исполь-
зовали сыворотку крови здорового донора с добавлением 
40 нг/мл рекомбинантных химерных (мышь/человек) ан-
тител подкласса IgG1, способных распознавать вторую 
внеклеточную петлю 1-AR [17]. Для остальных изотипов 
использовали сыворотку крови одного из пациентов, ха-
рактеризующуюся достаточно высоким уровнем связыва-
ния антител всех изотипов с пептидом 8, как продемон-
стрировано в таблице. 
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Рисунок 1. Распределение специфических сигналов в группах пациентов и здоровых добровольцев в виде «ящиков с усами». 
Средние значения обозначены крестиками, выбросы не показаны
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Различия в распределениях нормированных сигналов 
между группами пациентов для каждого изотипа антител 
оценивали при помощи U-критерия Манна — Уитни, а 
различия средних значений — при помощи t-критерия 
Стьюдента. Различия считали значимыми при p < 0,01.

Результаты

Содержание аутоантител к 1-адренорецептору опре-
деляли методом ИФА с использованием в качестве анти-
генов иммобилизованных на поверхности иммунологи-
ческого планшета синтетических пептидов 3 (фрагмент 
последовательности первой внеклеточной петли  1-адре-
норецептора), 8 (последовательность второй внеклеточ-
ной петли) и 25 (бициклический дисульфид, моделиру-
ющий пространственную структуру второй внеклеточной 
петли). Подклассы IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 и классы IgM 
и IgA антител выявляли при помощи биотинилированных 
вторых антител, направленных к соответствующему изо-
типу иммуноглобулинов человека. 

Для проведения измерений использовали разведение 
сывороток 1:20, так как в предварительных эксперимен-
тах было показано, что начиная с этого уровня величи-
на сигнала ИФА становится обратно пропорциональной 
разведению сыворотки. В процессе работы выяснилось, 
что некоторые сыворотки демонстрируют весьма высо-
кий уровень фона, что, по-видимому, объясняется не-
специфическим связыванием иммуноглобулинов сы-
воротки с поверхностью планшета. Поэтому сигналом 
специфического связывания антител с определенным 
пептидом мы считали разность между величиной оптиче-
ской плотности, полученной при инкубации сыворотки с 
этим пептидом, и величиной фонового сигнала, получен-
ного при проведении ИФА с  той же сывороткой, но без 
пептида. Во многих случаях эти вычисления приводили 
к отрицательным значениям специфических сигналов. 
Мы интерпретировали такие результаты как отсутствие 
специфического связывания антител с данным пептидом 
при одновременном снижении уровня неспецифическо-
го связывания благодаря экранированию поверхности 
планшета адсорбированным пептидом.

На рис. 1 представлены распределения нормиро-
ванных специфических сигналов в группах пациентов и 
здоровых добровольцев для каждого пептида и изотипа 
антител. Как можно видеть, все медианы и большинство 
средних значений для пептида 3 близки к нулю или от-
рицательны. Пептид β25 демонстрирует слабые, но по-

ложительные сигналы лишь для антител класса IgM. Для 
пептида 8, напротив, медианы и средние значения сиг-
налов от всех анализируемых изотипов положительны, 
что означает наличие в сыворотках пациентов антител, 
способных к специфической реакции с данным пепти-
дом. Наиболее заметное отличие в распределении сигна-
лов обнаружено между пациентами с ДКМП и здоровыми 
добровольцами для комбинации 8 IgG3 (p=0,014). Одна-
ко ни для одной из четырех групп пациентов отличия ни 
по средним значениям, ни по распределениям сигналов 
как таковым в сравнении с контрольной группой здоро-
вых добровольцев для любой комбинации «пептид — изо-
тип» не являются статистически значимыми. 

Следует отметить, что распределения сигналов в пре-
делах групп не носят характер гауссовых: некоторые сиг-
налы превосходят средние значения на порядок и более. 
Поэтому важной характеристикой, потенциально имею-
щей диагностическую ценность, может служить доля сиг-
налов, превышающих определенное пороговое значение. 
В качестве такого значения, выделяющего сигналы «выше 
нормы» для каждой комбинации «пептид — изотип», была 
выбрана величина (M + 2 ), где М — среднее значение со-
ответствующего сигнала в группе здоровых добровольцев, 

 – стандартное отклонение в этой же группе. 
Можно видеть (рис. 2), что доля сигналов выше по-

рогового уровня варьирует в диапазоне 5–20% достаточ-
но случайным образом, не превосходя 30% ни в одной из 
групп пациентов. В частности, доля таких сигналов для 
пептида 8 и изотипа IgG1 составляет 21% в сравнении 
с 6% в группе здоровых добровольцев, а для остальных 
изотипов — от 6 до 16%, причем наименьшее значение 
зафиксировано для изотипа IgG3. Для пептида 25 доля 
сигналов IgM в группе ДКМП составляет 10,5%, а в груп-
пе здоровых добровольцев — 6,2%.

Обсуждение

Задачей настоящего исследования было измерение 
содержания антител изотипов IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, 
IgM и IgA, специфически реагирующих с синтетически-
ми пептидами, соответствующими фрагментам первой 
и второй внеклеточных петель молекулы 1-адреноре-
цептора. В идеале следовало бы ожидать, что хотя бы для 
одного изотипа антител доля сигналов выше порогового 
уровня нормы в группе больных ДКМП окажется близкой 
к частоте встречаемости аутоантител к 1-адренорецепто-
ру, определенной посредством функциональных мето-
дов анализа (70–80%). Однако результаты проведенных 
экспериментов не подтвердили этого предположения: 
распределения сигналов в группах пациентов и здоровых 
добровольцев слабо отличаются друг от друга, а доля сиг-
налов выше порогового значения ни для одной комбина-
ции «пептид — изотип» не превосходит 30%. В целом раз-
личия между исследованными группами соответствуют 
случайным статистическим флюктуациям, ожидаемым 
для использованных в работе размеров выборок. 

Можно предположить, что в спектрах конформаций, 
принимаемых пептидами на поверхности планшета для 

Антиген
Изотипы антител

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM IgA

Пептид 8 1,228 0,345 0,633 0,258 2,044 0,581

Без пептида 0,132 0,116 0,361 0,068 0,387 0,434

Таблица. 1. Типичный пример значений оптической 
плотности, полученных для референсных сывороток
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Рисунок 2. Доля сигналов каждой комбинации «пептид — изотип», превышающих пороговые значения, в группах пациентов
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ИФА, доли конформаций, точно соответствующих про-
странственным структурам первой и второй внеклеточ-
ных петель молекулы 1-адренорецептора, достаточно 
малы или вообще отсутствуют. Поэтому человеческие 
антитела, реагирующие с пептидами, необязательно ока-
жутся способны распознавать природный 1-адреноре-
цептор. С другой стороны, весьма вероятно, что некото-
рая часть реальных аутоантител к 1-адренорецептору по 
этой же причине не будет обнаружена анализом.

Что касается нелинейного пептида β25, дизайн ко-
торого имел целью наилучшим образом воспроизвести 
конформацию второй внеклеточной петли, то для этого 
пептида сигналы всех изотипов, кроме IgM, близки к 
нулю, а различий между долей IgM-сигналов выше по-
рога в группе ДКМП по сравнению с группой здоровых 
добровольцев практически не наблюдается. К сожа-
лению, данный пептид не оправдал возлагавшихся на 
него ожиданий.

Заключение

Таким образом, наши эксперименты показали, что 
модификация метода, выразившаяся в раздельном изме-
рении каждого изотипа антител, не привела на исполь-
зованных в работе выборках пациентов к существенному 
увеличению информативности анализа.
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