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CD40-лиганд (CD40L) представляет собой мембранный белок, который играет ключе-
вую роль в регуляции В-клеточного иммунного ответа. CD40L экспрессируется преиму-
щественно на активированных CD4+ T-лимфоцитах, но также может быть представлен в
растворимой форме (sCD40L) [2]. Повышение концентрации sCD40L в сыворотке сопро-
вождает такие заболевания, как ишемическая болезнь сердца, сахарный диабет, болезнь
Крона, а также некоторые заболевания, связанные с системным воспалением [1,2]. Су-
ществуют разные подходы, используемые для количественного определения CD40L, но
они не позволяют регистрировать функционально активную форму CD40L. Для решения
данной проблемы нами были получены сенсорные клеточные линии, которые могут быть
использованы для определения функционально активных форм CD40L.

В клетки HEK293 с помощью лентивирусных вирус-подобных частиц (VLP) была встав-
лена конструкция гена люциферазы под промотором, активирующимся транскрипцион-
ным фактором NF-𝜅B. Затем полученные трансдуценты повторно инфицировали VLP,
содержащими ген CD40. Через несколько дней клетки с высокой экспрессией поверхност-
ного рецептора CD40 сортировали с помощью проточного сортировщика клеток. Нами
были получены две клеточные линии с разной экспрессией CD40. Линия H40hi обладает
высокой экспрессией CD40, линия H40med – более низкой экспрессией CD40.

Тестирование линий H40hi и H40med проводили с полученными нами ранее препарата-
ми рекомбинантного CD40L, получившими названия 40LIF и 40LA. Первая конструкция
(40LIF) состоит из Fc-фрагмента человеческого IgG, изолейцинового зиппера и рецептор-
ного домена CD40L. Для создания другой конструкции (40LA) использовали последова-
тельное слияние мышиного адипонектина и рецепторного домена CD40L. В предыдущих
экспериментах нами было показано, что препарат 40LA в большей степени мультимери-
зован, чем препарат LIF, что делает их привлекательными объектами для тестирования
полученных сенсорных линий. Препараты рекомбинантных белков 40LA и 40LIF добавля-
ли к полученным клеточным линиям в разных концентрациях и инкубировали в течение
суток, после этого активацию клеток тестировали с помощью люциферазного теста. Срав-
нение функциональной активности 40LA и 40LIF в равных дозах показало, что препарат,
содержащий большее количество мультимерных форм, вызывал более сильную активацию
сенсорных клеток. Клеточная линия H40hi была более чувствительна к обоим препара-
там и позволила детектировать сигнал до 10 нг/мл. Следующим этапом нашей работы
станет создание сенсорных клеточных линий, экспрессирующих CD40, с флуоресцентным
репортером для определения функционально активного CD40L в проточной цитометрии.
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