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APPLICATION OF ELISA AND IMMUNOBLOTTING METHODS FOR DETECTION 
OF ANTI-RECOVERIN AUTOANTIBODIES IN SERA  OF SMALL-CELL LUNG CARCINOMA PATIENTS

A.V.Bazhin, O.N.Shifrina, M.S.Savchenko, N.K.Tikhomirova, A.G.Chuchalin

Su m  ma r y

Paraneoplastic (onconeural) antigens involve normal high-specific for the nervous system proteins which 
could be also expressed by tumor cells outside the nervous system. While entering the blood vessels parane
oplastic antigens initiate an autoimmune process resulted in production of autoantibodies which evoke para
neoplastic neurological syndrome occurrence. One of the paraneoplastic antigens — Ca2+-binding protein 
recoverin — can be expressed by some tumors' cells and induce autoimmune injury of the retina. We com
pared ELISA and immunoblotting methods to detect autoantibodies against recoverin in sera of lung cancer 
patients and demonstrated the ELISA to be non-specific whereas the immunoblotting is quite sensitive and 
specific for serial analysis of sera of lung cancer patients to detect the anti-recoverin autoantibodies.

Р е з ю м е

К паранеопластическим (онконевральным) антигенам относят белки, которые в норме высоко
специфичны для нервной системы, но при злокачественной трансформации могут экспрессироваться 
также клетками раковой опухоли, локализованными вне нервной системы. При попадании в кровяное 
русло паранеопластические антигены инициируют аутоиммунный процесс, в результате чего 
генерируются аутоантитела, которые, преодолевая гематотканевый барьер, вызывают развитие 
паранеопластического неврологического синдрома. Один из паранеопластических антигенов — 
Са2+-связывающий белок рековерин — может экспрессироваться клетками некоторых опухолей и тем 
самым индуцировать аутоиммунный процесс, приводя в конечном счете к развитию аутоиммунной 
дегенерации сетчатки. В этой работе мы провели сравнение применения методов ELISA и иммуноблота 
для определения аутоантител против рековерина в сыворотке крови больных раком легких и показали, 
что метод ELISA неспецифичен, в то время как иммуноблот обладает необходимыми специфичностью и 
чувствительностью, достаточными для серийного анализа сыворотки крови больных раком легких на 
присутствие в них аутоантител против рековерина.

Паранеопластические (онконевральные) антигены 
—  белки, в норме высокоспецифичные для нервной 
системы, при злокачественной трансформации могут 
экспрессироваться также клетками раковой опухоли. 
При попадании в кровяное русло паранеопластичес
кие антигены индуцируют аутоиммунный процесс, в 
результате чего генерируются аутоантитела, кото
рые, преодолевая гематотканевый барьер, вызывают

развитие того или иного паранеопластического нев
рологического синдрома [6 ].

Одним из паранеопластических антигенов являет
ся Са2 +-связывающий-белок рековерин, который в 
норме присутствует в сетчатке глаза позвоночных
[ 1 ] и ингибирует фосфорилирование зрительного 
пигмента родопсина [4,5,7]. При некоторых злока
чественных опухолях, например при мелкоклеточной



(M K K JI) и немелкоклеточной (H M K K JI) карциноме 
легких, рековерин может экспрессироваться в опухо
левой ткани [ 1 0 ], инициируя аутоиммунный процесс 
и развитие аутоиммунной дегенерации сетчатки [ 1 1 ].

В  настоящей работе проведена оценка примене
ния методов E L ISA  и иммуноблота для выявления 
аутоантител против рековерина (А П Р) в сыворотке 
крови больных раком легких.

Материалы и методы

Получение рекомбинантного рековерина. Экс
прессию рековерина в клетках E.coli проводили как 
описано в [2]. Очистка рековерина включала 3 ста
дии [2]: экстракцию клеток E.coli ЭГТА-содержащим 
буфером (pH 8,0), высаливание рековерина сульфа
том аммония (осаждение при 70%  насыщении суль
фата аммония) и гидрофобную хроматографию на 
фенилсефарозе. Полученный препарат был гомогенен 
по данным электрофореза в присутствии додецил- 
сульфата натрия в полиакриловом геле S D S -ПААГ
[8 ] с последующей окраской серебром.

Метод ELISA. Иммуноферментный анализ мето
дом E L ISA  проводили согласно [3] с использованием 
рековерина в качестве антигена. Исходную сыворот
ку крови разводили в 2 0  раз и методом последова
тельных разведений наносили на планшет, насыщен
ный рековерином.

Иммуноблот  проводили, как описано в [9], следу
ющим образом: после SD S-ПААГ рековерин электро- 
форетически переносили на нитроцеллюлозные мем
браны, неспецифические участки связывания на 
мембране насыщали иммуноглобулинами молока, да
лее мембраны инкубировали в присутствии анализи
руемой сыворотки крови в течение 1 2  ч, затем —  в 
течение 1,5 ч со вторичными антителами, ковалент
но связанными с пероксидазой хрена. Окрашивание 
белков, связавших меченые иммуноглобулины, про
водили 3,3'-диаминобензидином.

Результаты и сс ле до ва н ия

АПР вы являю т ся методами иммуноблота и 
ELISA в сыворотке крови больных раком легких.
M r, кД

30

20

Мы проанализировали методами E L ISA  и имму
ноблота 2 0  образцов сыворотки крови больных 
M K K JI и HxMKKJI для ответа на вопрос, присутству
ют ли в них АПР. В качестве контроля использовали 
суммарную сыворотку, полученную от 2 0  здоровых 
индивидов. Результаты анализа образцов сыворотки 
крови обоими методами суммированы в таблице. Им
мунограммы образцов, которые давали положитель
ную реакцию, по данным метода E L ISA  и (или) им
муноблота, представлены на рисунке.

Положительная реакция на А П Р в сыворотке кро
ви пациентов с диагнозом рака легких была получе
на при использовании методов EL ISA  и иммуноблота 
соответственно в 6  и 3 случаях. Только в двух слу
чаях (MKKJI-9 и НМККЛ-4) положительная реакция 
была получена обоими методами: и EL ISA , и имму
ноблота (см. таблицу, рисунок, дорожки 4 и 11). В 
четырех случаях (МККЛ-10, МККЛ-14, НМККЛ-5 и 
HM KKJI- 6 ) АПР-положительная реакция детектиро
валась при анализе методом EL ISA , но не при анали
зе методом иммуноблота (см. таблицу, рисунок, до
рожки 5, 9 и 12). В то же время одна сыворотка 
(MKKJI-13) с отрицательной на А П Р реакцией по ме
тоду E L ISA  давала положительную реакцию при им- 
муноблоте (см. таблицу, рисунок, дорожка 8 ). Возни
кает вопрос, почему результаты, полученные 
методами E L ISA  и иммуноблота, не совпадают, хотя 
в обоих случаях для выявления А П Р в сыворотке 
крови используется один и тот же препарат рекове
рина.

АПР-положительные сыворотки по данным ме
тода ELISA дают отрицательную реакцию при 
иммуноблоте с использованием нативного элект
рофореза

Из литературы известно, что при раке легких, со
провождающемся ретинопатией, А П Р по большей ча
сти являются конформационными, поэтому они не 
всегда детектируются методом иммуноблота после 
проведения S D S -ПААГ, поскольку додецилсульфат 
натрия, будучи детергентом, нарушает конформацию 
иммуногенных эпитопов рековерина [3]. Мы предпо
ложили, что у пациентов, АПР-позитивных по мето
ду E L IS A  и негативных по методу иммуноблота 
(МККЛ-10, МККЛ-14, НМККЛ-5 и НМ ККЛ- 6 , см.

8 10 11 12

Рис. Им муноблот образцов сы воротки крови пациентов с диагнозом  рака легких.

Дорожки: 1 — белковые маркеры; 2-12 — экзогенный бычий рекомбинантный рековерин (2 мкг на дорожку), окрашенный: кроличьими поликлональными моноспецифи- 
ческими антителами против рековерина в концентрации 2 мкг/мл (2); суммарной контрольной сывороткой, полученной от 20 здоровых индивидов, в разведении 1:20 
(3); сывороткой крови пациентов с диагнозом рака легких в разведении 1:20: МККЛ-9 (дорожка 4); МККЛ-10 (дорожка 5); МККЛ-11 (дорожка 6); МККЛ-12 (дорожка 7); 
МККЛ-13 (дорожка 8); МККЛ-14 (дорожка 9); МККЛ-15 (дорожка 10); НМККЛ-4 (дорожка 11); НМККЛ-5 (дорожка 12).



Т а б л и ц а
Антитела против рековерина в сы воротке крови 
пациентов с д и агнозом  рака легких

Код Диагноз
Титр АПР по данным методов

ELISA иммуноблота

МККЛ-1 Мелкоклеточная 
карцинома легких 0 0

МККЛ-2 То же 0 0

МККЛ-3

МККЛ-4 0 0

МККЛ-5 0 0

МККЛ-6 0 0

МККЛ-7 0 0

МККЛ-8 0 0

МККЛ-9 1:1280 1:320

МККЛ-10 1:1280 0

МККЛ-11 0 0

МККЛ-12 0 0

МККЛ-13 0 1:320

МККЛ-14 1:1280 0

НМККЛ-1 Плоскоклеточный рак 0 0

НМККЛ-2 То же 0 0

нмккл-з Крупноклеточный рак 0 0

НМККЛ-4 То же 1:160 1:320

НМККЛ-5 Плоскоклеточный рак 1:320 0

НМККЛ-6 Крупноклеточный рак 1:80 0

Контроль 0 0

П р и м е ч а н и е .  В качестве  контроля испол ьзо вал и  сум м арную  
сыворотку, полученную от 20 здоровы х индивидов.

таблицу) аутоантитела могут иметь конформацион- 
ную природу. Если это действительно так, то после 
S D S -ПААГ конформация иммуногенных эпитопов 
окажется нарушенной, и в результате при анализе 
сыворотки крови методом иммуноблота будет полу
чен отрицательный результат. В то время как при 
более мягких условиях метода EL ISA , т.е. в отсутст
вие додецилсульфата натрия, можно ожидать поло
жительной реакции на АПР.

Для проверки этого предположения мы проанали
зировали образцы сыворотки крови, АПР-положи- 
тельные по методу E L IS A  и отрицательные при им- 
муноблоте с помощью электрофореза в П ААГ в 
отсутствие додецилсульфата натрия. Оказалось, од
нако, что и в этих условиях образцы МККЛ-10, 
MKKJI-14, HMKKJI-5 и H M K K JI- 6  дают АПР-отрица- 
тельную реакцию (данные не представлены).

Таким образом, различие результатов при анализе 
образцов сыворотки крови МККЛ-10, МККЛ-14, 
НМККЛ-5 и Н М К К Л - 6  на присутствие в них АП Р 
(отрицательная реакция при иммуноблоте и положи
тельная при использовании метода E L IS A ) нельзя 
объяснить конформационной природой аутоантител.

Сыворотка крови больных раком крови неспе
цифически связывает сывороточный альбумин и 
сухое молоко

Еще одной причиной вышеуказанного различия 
между методами E L ISA  и иммуноблота может быть 
неспецифическая реакция сыворотки крови с бычьим 
сывороточным альбумином, используемым для насы
щения мест неспецифической сорбции на планшете 
при использовании метода EL ISA . Для проверки это
го предположения мы вновь проанализировали об
разцы сыворотки крови пациентов МККЛ-10, МККЛ- 
14, НМККЛ-5 и Н М ККЛ - 6 , с которыми была 
получена АПР-положительная реакция по методу 
E L IS A  и отрицательная при иммуноблоте (см. табли
цу, рисунок), заменив, однако, рековерин на бычий 
сывороточный альбумин или сухое обезжиренное че
ловеческое молоко в качестве антигена. Оказалось, 
что и в этом случае метод E L IS A  дает положитель
ную реакцию, подобную той, что была получена с 
очищенным рековерином как антигеном.

Следовательно, выявленное нами различие в ре
зультатах анализа образцов сыворотки крови паци
ентов с диагнозом рака легких на содержание в них 
А П Р (положительная реакция по методу E L IS A  и от
рицательная по иммуноблоту) может быть объясне
но взаимодействием анализируемой сыворотки с аль
бумином или сухим молоком, используемых в методе 
E L ISA  в качестве вспомогательного препарата, т.е. 
реакцией, не имеющей к А П Р никакого отношения.

В заключение следует заметить, что в одном слу
чае (пациент MKKJI-13) АПР-положительная реак
ция, наблюдавшаяся при иммуноблоте, отсутствова
ла при анализе методом EL ISA . Учитывая высокую 
специфичность и надежность метода иммуноблота, 
можно объяснить это различие следующим образом. 
Известно, что после обработки денатурирующими 
агентами, например додецилсульфатом натрия, моле
кулы белка приобретают вид статистической глобу
лы, что способствует экспонированию имеющихся в 
них иммуногенных эпитопов и соответственно уве
личивает доступность этих эпитопов для антител, 
тогда как при использовании метода E L IS A  молеку
лы белка-антигена находятся в нативном состоянии 
и какая-то часть присутствующих в них эпитопов 
может быть замаскирована и неспособна взаимодей
ствовать с антителами.

На основании результатов настоящей работы 
можно рекомендовать метод иммуноблота для выяв
ления А П Р в сыворотке крови пациентов с диагно
зом рака легких, как метод более специфичный, чем 
метод EL ISA , и не уступающий последнему по чувст
вительности (при условии применения современных 
высокочувствительных конъюгатов). Очевидно, что



описанная нами неспецифическая реакция между 
анализируемой сывороткой крови и альбумином, ис
пользуемым при методе E L ISA  в качестве вспомога
тельного препарата, может иметь место и при анали
зе сыворотки крови на присутствие в ней антител 
против антигенов, отличных от рековерина. При до
статочно высоких титрах, определяемых в сыворотке 
специфических антител, ошибка, вносимая этой не
специфической реакцией (ее "титр" при определении 
АПР, как видно из таблицы, не превышает 1:1280), 
может не сказываться на результатах анализа. Одна
ко при низких титрах, как, например, в описанных 
нами случаях определения АПР, использование ме
тода E L IS A  может дать ошибочные результаты.

Авторы выражают глубокую благодарность проф. П.П.Филип
пову за серьезное обсуждение и интерпретацию результатов рабо
ты и оказание неоценимой помощи в ее написании. Работа под
держана грантами Ludw ig  Institu te  fo r Cancer Research, РФ Ф И  
(N° 00-0448332) и Федеральной программы "Интеграция".
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S u m m a r y

The aim of this study was to evaluate safety and efficacy of salbutamol, fenoterol and ipratropium bromide 
in patients with bronchial asthma (BA) associated with ischaemic heart disease (IHD). One hundred and twenty 
five patients with exacerbation of moderate to severe BA entered the study. Sixty four of them were diagnosed 
associated IHD (angina pectoris of II to III functional class and postinfarct cardiosclerosis). All the patients 
were divided into 4 group, receiving fenoterol, salbutamol, ipratropium bromide and Berodual correspondingly 
as via dosing aerosol and nebulizer. The bronchodilating effect of the drugs was assessed using peakflowmeter. 
Moreover, oxygen saturation, arterial blood pressure were measured and 24-hour ECG Holter monitoring was 
performed. As a result, nebulized therapy with short-acting p2_agonists gave a significant bronchodilating 
effect and did not cause considerable hemodynamic disorders and myocardial ischaemia. When using high


