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КЛЕТОЧНЫЕ ТЕСТ-СИСТЕМЫ in vitro ДЛЯ ПОИСКА
И СРАВНЕНИЯ ИНГИБИТОРОВ TNF-α И IL-17A
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Для оценки биологической активности ингибиторов фактора некроза опухоли-α (TNF-α) и интер-
лейкина-17А (IL-17A) разработаны клеточные тест-системы in vitro на основе первичных культур
клеток человека, полученных из тканей ювенильных доноров. Фибротест-система основана на ко-
личественном анализе продукции провоспалительных цитокинов: MCP-1, IL-6 и IL-8 ‒ в стимули-
рованных TNF-α или IL-17А фибробластах крайней плоти человека (HFF). Хондротест-система ос-
нована на использовании культуры хондральных клеток человека, которые были получены из
суставной хрящевой ткани дополнительных пальцев ювенильных доноров, прооперированных по
поводу полидактилии. С помощью хондротест-системы проведено сравнение биологической ак-
тивности ингибиторов TNF-α: оригинального препарата Remicade® (MSD, Ирландия) и его био-
аналога Infliximab® (“Биокад”, Россия).
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Для поиска и тестирования лекарственных пре-
паратов необходим метод определения их биологи-
ческой активности. Такой метод должен отражать
механизм действия лекарственного средства и
позволять количественно сравнивать препараты
между собой. Для этих целей используют клеточ-
ные тест-системы in vitro [1–3]. Обычно поиск и те-
стирование лекарственных средств in vitro прово-
дят на иммортализованных культурах клеток. Од-
нако сложная картина генетических изменений в
иммортализованных клетках приводит не только
к их пролонгированной пролиферации, но затра-
гивает и ряд других важных характеристик. Это
приводит к изменениям в цитотоксичности, про-
ницаемости и утилизации лекарственных средств
[1]. Учитывая ключевую роль в выборе типа кле-
ток для поиска и тестирования лекарственных ве-
ществ, в современной биотехнологии наметилась
тенденция к разработке тест-систем in vitro ново-
го поколения, учитывающих физиологические
процессы клеток человека in vivo при том или
ином заболевании [4, 5]. Cчитается, что в идеале

клеточные культуры для тестирования препаратов
in vitro должны удовлетворять следующим критери-
ям: это культура немодифицированных клеток че-
ловека, хорошо растущих в условиях in vitro и экс-
прессирующих маркеры, специфичные для кон-
кретного заболевания.

Целью представленной работы была разработ-
ка тест-системы нового поколения с использова-
нием клеток человека, которые участвуют в пато-
генезе псориаза (фибротест-система) и ревмато-
идного артрита (хондротест система).

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Материалы

Первичный материал получали от ювенильных
доноров после подписания добровольного инфор-
мированного согласия законными представите-
лями и одобрения исследования Комитетом по
биоэтике ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава Рос-
сии (протокол № 184 от 03.05.2017). Клетки выделя-
ли методом миграции из измельченных (3‒5 мм)
фрагментов послеоперационных тканей по методи-
ке Гринберга и соавт. [6]. Фрагменты кожи были
получены во время операции циркумцизии у маль-

Список сокращений: HFF (human foreskin fibroblasts) ‒ дер-
мальные фибробласты человека, полученные из кожи
крайней плоти человека; IL – интерлейкин; TNF-α – фак-
тор некроза опухоли-α.
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чиков в возрасте до 10 лет, хрящевая ткань ‒ из ам-
путированных пальчиков шестипалых младенцев.

Клетки, их культивирование и стимуляция 
продукции провоспалительных цитокинов

Клетки культивировали в питательной среде 199
(“Биолот”, Россия), содержащей 10% эмбриональ-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FBS;
“Биолот”) и 40 мкг/мл гентамицина (ОАО “Даль-
химфарм”, Россия). Для проведения стимуляции
клетки высевали на 96-луночный планшет (ТРР,
Швейцария) в количестве 1.5 × 104 клеток/лунка.
Тестирование препаратов проводили при конфлю-
энции не менее 80%. За 3 ч до стимуляции клеток
культуральную среду меняли на бессывороточ-
ную, не содержащую антибиотиков.

Стимуляцию секреции провоспалительных ци-
токинов IL-6, IL-8, MCP-1 проводили добавлени-
ем в культуральную среду клеток интерлейкинa-
17А (IL-17А) (Институт белка РАН, Россия) или
факторa некроза опухоли-α (TNF-α) (ООО “Маб-
скейл”, Россия) в концентрации 10 нг/мл. Через
18 ч культуральную среду собирали в микропро-
бирки (“Биолот”) и хранили при ‒20°С для по-
следующего анализа провоспалительных цито-
кинов.

Анализ биологической активности 
ингибиторов TNF-α и IL-17А

В экспериментах по активности лекарственных
препаратов как ингибиторов цитокинов TNF-α и
IL-17А использовали коммерчески доступные
моноклональные антитела соответствующей спе-
цифичности.

IL-17А в концентрации 5 нг/мл инкубировали
с нетакимабом (“Биокад”, Россия) ‒ моноклональ-
ным антителом, связывающим IL-17А, ‒ взятым в
дозах 10, 5 и 2.5 нг/мл.

TNF-α в концентрации 2 нг/мл инкубировали
с коммерчески доступными моноклональными
антителами: адалимумабом и инфликсимабом, ‒
взятыми в 4-кратно снижающихся дозах: 40, 10,
2.5 и 0.625 нг/мл.

Реакционные смеси (содержащие только сре-
ду-199 – контроль, среду с IL-17А или TNF-α – сти-
муляция, среду с IL-17А или TNF-α и соответ-
ствующим ингибитором – нейтрализация) инку-
бировали в течение 30 мин при комнатной
температуре, после чего добавляли к клеткам,
культивируемым в 96-луночном планшете. После
18 ч инкубации клеточные супернатанты из каждой
лунки переносили в отдельную микропробирку и
хранили при ‒20°С для последующего анализа
секреции провоспалительных цитокинов мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА).

Образцы культуральной среды анализировали
в соответствии с инструкциями производителя
ИФА (“Вектор-Бест”, Россия). Чувствительность
анализа составляла 0.5, 2 и 15 пг/мл для IL-6, IL-8 и
MCP-1 соответственно.

Все эксперименты проводили минимум в двух
повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе представлены примеры клеточных

тест-систем, предназначенных для анализа био-
логической активности соединений, ингибирую-
щих сигнальные каскады TNF-α и IL-17А.

Известно, что цитокины TNF-α и IL-17А игра-
ют важную роль синергетических триггеров в па-
тогенезе псориаза кожи, вызывая активацию Т-
лимфоцитов, воспалительную инфильтрацию
иммунных клеток и ускоренную пролиферацию
кератиноцитов в очагах поражения [7‒9]. Оба
триггера воспаления, TNF-α и IL-17А, усили-
вают экспрессию воспалительных цитокинов в
фибробластах, принимающих участие в патоге-
незе псориаза [10‒12]. Нами проведены экспери-
менты по изучению продукции провоспалительных
цитокинов: IL-6, IL-8 и MCP-1 ‒ в культуральной
среде дермальных фибробластов, полученных из
кожи крайней плоти человека (human foreskin fibro-
blasts, HFF). Показано, что в ответ на стимуляцию
сигнальными молекулами воспаления: TNF-α и
IL-17А ‒ HFF продуцируют в культуральную сре-
ду воспалительные цитокины IL-6, IL-8 и MCP-1
(рис. 1).

Исследованных провоспалительных молекул:
IL-6, IL-8 и MCP-1 ‒ практически не было в
культуральной среде нестимулированных клеток
(рис. 1, контроль), но их концентрация резко воз-
растала при стимуляции клеток TNF-α и IL-17А
(рис. 1) и снижалась в присутствии ингибиторов
последних. Так, на рис. 2 представлены результаты
анализа концентрации хемокина МСР-1 в культу-
ральной среде TNF-α-стимулированных клеток в
присутствии адалимумаба (Humira®; AbbVie,
США) ‒ рекомбинантного моноклонального ан-
титела против TNF-α.

Добавление к дермальным фибробластам сме-
си TNF-α с адалимумабом приводило к зависимому
от концентрации ингибитора снижению продукции
МСР-1 в культуральной среде. На основании этих
данных была создана фибротест-система in vitro,
позволяющая оценить биологическую актив-
ность лекарственных средств с TNF-α-ингибиру-
ющей активностью. Эта фибротест-система также
может быть использована для анализа биологиче-
ской активности ингибиторов IL-17А, применяе-
мых для лечения псориаза. Современные страте-
гии развития фармацевтической промышленности
России ориентированы на импортозамещение в
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том числе и лекарственных препаратов. В апреле
2018 года в России зарегистрировано оригинальное
гуманизированное моноклональное антитело, спе-
цифичное к IL-17А, ‒ нетакимаб (Эфлейра®;
“Биокад”) [13]. С помощью фибротест-системы на-
ми раннее проведено детальное исследование за-
висимости продукции цитокинов IL-6 и IL-8 от
дозы нетакимаба ‒ IL-17А-ингибитора отечествен-
ного производства [14]. Дозы нетакимаба, вызывав-
шие 50%-ное ингибирование продукции IL-6 и
IL-8, составили 3.83 и 1.51 нг/мл соответственно.

Таким образом продемонстрировано, что био-
логическая активность TNF-α- и IL-17А-ингиби-
торов, применяемых для лечения псориаза, может
быть оценена в условиях in vitro с использованием
фибротест-системы, основанной на дермальных
клетках ювенильных доноров.

Клинически доказано, что ингибиторы TNF-α
являются высокоэффективными препаратами для
лечения заболеваний опорно-двигательного ап-

парата, таких как ревматоидный артрит, болезнь
Бехтерева и др. Первыми моноклональными ан-
тителами, использованными для лечения этих за-
болеваний, были такие TNF-α-ингибиторы, как
адалимумаб (Humira®, США), этанерцепт (Enbrel®,
США) и инфликсимаб (Remicade®, США). С тех
пор создано множество биоаналогов анти-TNF-α
[15]. Так, Inflectra® (Hospira Inc., США) Remsi-
ma® (Celltrion Inc., Южная Корея); Flammegis®
(Egis Pharmaceuticals, Венгрия) ‒ это биоаналоги
инфликсимаба. В январе 2018 года биоаналог ин-
фликсимаба BCD-055, разработанный отечествен-
ной биотехнологической компанией “Биокад”,
был одобрен для медицинского применения в
России [16]. Спектр биоаналогов на фармацевти-
ческом рынке расширяется с каждым годом и на-
стала необходимость в сравнении их биологиче-
ской активности современными методами.

Для сравнения биологической активности ле-
карственных средств с TNF-α-ингибирующей ак-

Рис. 1. TNF-α- и IL-17А-зависимая стимуляция продукции провоспалительных цитокинов IL-6, IL-8 и MCP-1 фиб-
робластами крайней плоти человека (HFF). Содержание цитокинов IL-6, IL-8 и MCP-1 в культуральной среде HFF,
не стимулированных ни TNF-α, ни IL-17А (контроль), и в присутствии TNF-α (ТNF) или IL-17А в концентрации
10 нг/мл. Результаты представлены в виде среднего ± стандартное отклонение (M ± SD). 
Fig. 1. TNF-α- и IL-17А-dependent production of proinflammatory cytokines IL-6, IL-8 and MCP-1 by human foreskin fibro-
blasts (HFF). The amounts of cytokines (IL-6, IL-8 and MCP-1) in the growth medium of HFF cells cultured without stimulation
by TNF-α and IL-17А (control) and in the presence of TNF-α (ТNF) or IL-17А at a concentration of 10 ng/mL. The results are
present as mean ± standard deviation (M ± SD).
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тивностью нами была разработана и апробирована
хондротест-система, основанная на использова-
нии ювенильных хондральных клеток человека
[17]. Воспаление суставов сопровождается изме-
нением экспрессии воспалительных цитокинов и
протеаз, разрушающих матрикс хрящевой ткани.
Хрящ представляет собой уникальную ткань, со-
стоящую только из двух компонентов: хондраль-
ных клеток и производимого ими матрикса. Мно-
гочисленные попытки получить иммортализо-
ванные культуры хондральных клеток человека,
пригодных для изучения механизмов воспаления,
не привели к положительным результатам. Как бы-
ло показано, иммортализованные клеточные ли-
нии хондроцитов человека T/C-28a2 и SW-1353 не
подходят для изучения механизма действия клас-
сических провоспалительных стимулов [18]. До-
рогостоящее репрограммирование индуцирован-
ных плюрипотентнтных стволовых клеток (iPSC)
или мезенхимальных стволовых клеток (MSC) в
хондроциты приводит к получению частично де-
дифференциированой популяции клеток, что де-
лает невозможным их использование для разра-

ботки тест-систем [19, 20]. Неудачные попытки
создания пригодных для тестирования культур
хондроцитов человека позволяют считать хон-
дральные клетки ювенильных доноров, обладаю-
щие способностью продуцировать медиаторы вос-
паления после пролонгированного культивирова-
ния in vitro (месяцы), уникальной культурой клеток,
пригодной для создания тест-систем [21]. Исполь-
зуя эту хондротест-систему, мы провели сравнение
биологической активности ингибиторов TNF-α:
оригинального препарата Remicade® (MSD, Ирлан-
дия) и его биоаналога Инфликсимаб® (“Биокад”,
Россия) (рис.3).

Биоаналоги ‒ это биологические лекарствен-
ные препараты, содержащие версию действующего
вещества оригинального биопрепарата и имеющие
эквивалентный профиль эффективности с послед-
ним. Чтобы сохранить профиль эффективности
оригинального биопрепарата, при разработке био-
аналога наибольшее значение придается функцио-
нальным испытаниям, которые позволяют вы-
явить любые различия между двумя препаратами

Рис. 2. Анализ продукции МСР-1 TNF-α-стимулированными клетками HFF в присутствии TNF-α-ингибитора ада-
лимумаба. В присутствии адалимумаба дозозависимым образом снижается концентрация хемокина МСР-1 в культу-
ральной среде клеток HFF, стимулированных TNF-α. Максимальное содержание МСР-1 в культуральной среде кле-
ток, стимулированных TNF-α, без добавления ингибитора, принято за 100%; контроль – клетки, не содержащие ни
TNF-α, ни адалимумаб. 
Fig. 2. Analysis of MCP-1 production by TNF-α-stimulated HFF cells in the presence of TNF-α inhibitor adalimumab. In the
presence of adalimumab, the concentration of the chemokine MCP-1 in the culture medium of TNF-α-stimulated HFF cells
decreased in a dose-dependent manner. The maximum concentration of MCP-1 in the growth medium of cells stimulated with
TNF-α was taken as 100%; the control was the content of MCP-1 in the culture medium of cells that did not contain TNF-α and
its inhibitor.
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на молекулярном уровне и оценить их клиниче-
скую значимость. Нами впервые в мире создана
хондротест-система, основанная на использова-
нии немодифицированных хондральных клеток
человека, которые непосредственно вовлечены в
патогенез ревматоидного артрита. Разработанная
хондротест-система позволяет сравнить биологиче-
скую эффективность любых ингибиторов TNF-α и,
в частности, продемонстрировала, что биологиче-
ская активность Инфликсимаба® (“Биокад”, Рос-
сия) сопоставима по эффективности ингибирова-
ния воспалительного цитокина IL-8 с оригиналь-
ным препаратом Remicade® (MSD, Ирландия).
Как видно из рис. 3, с помощью разработанной хон-
дротест-системы оба лекарственных препарата: Ре-
микэйд® и его биоаналог Инфликсимаб® ‒ по-
казали абсолютно идентичное ингибирование
TNF-α-стимулированной продукции провоспа-
лительного цитокина IL-8. Таким образом, с по-
мошью разработанной хондротест-системы удалось
показать, что биоаналог Инфликсимаб® имеет эк-
вивалентный профиль биологической эффектив-
ности с оригинальным препаратом Remicade®.

Известно, что в зависимости от типа клеток
лекарственные препараты могут оказывать раз-
личное фармакологическое действие. В представ-
ленной работе мы обосновали универсальный
принцип создания клеточных тест-систем для
определения биологической активности лекар-
ственных средств с использованием профильных
клеток, полученных из тканей человека (хрящ,
кожа, кровь и др.), характерных для того или иного
заболевания. Такой подход может быть использо-
ван в научных исследованиях для экспресс-скри-
нинга впервые синтезированных соединений и
при решении прикладных задач, таких как оцен-
ка эффективности воспроизведенных (биоанало-
гичных) препаратов и возможности репозицио-
нирования известных лекарственных средств, а
также в персонифицированной медицине.

Авторы выражают искреннюю благодарность
Н.А. Максименко, О.П. Данильченко и Н.В. Ко-
маровой за техническую помощь и ценные заме-
чания.

Исследования проведены в соответствии с по-
ложениями Хельсинской Декларации по иссле-

Рис. 3. Сравнение биологической активности препарата Remicade® (MSD, Ирландия) и его биоаналога Инфликси-
маб® (“Биокад”, Россия) проведено с использованием хондротест-системы. Математическое моделирование выпол-
нено в среде статистического пакета SPSS21. Зависимость наблюдаемых в эксперименте значений концентрации
IL-8 от дозы ингибиторов TNF-α построена аппроксимацией S-образной функции ‒ 4-параметрической логистиче-
ской регрессией. Максимальное содержание IL-8, продуцируемого клетками при стимуляции TNF-α (2 нг/мл) без до-
бавления ингибиторов, принято за 100%. 
Fig. 3. Comparison of the biological activity of Remicade® (MSD, Ireland) with its biosimilar Infliximab® (BIOCAD, Russia)
was carried out by Chondro-based bioassay. Mathematical modeling was performed using the SPSS21 statistical package. De-
pending on the dose of TNF-α inhibitors, the experimental values of IL-8 concentration were approximated by an S-shaped
function ‒ 4-parameter logistic regression. The maximum concentration of IL-8, produced by cells upon stimulation with TNF-α (2
ng/mL) in the absence of inhibitors was taken as 100%.
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Cell Culture-Based in vitro Test Systems for Screening 
and Comparison of TNF-α and IL-17A Inhibitors

N. K. Ossinaa, #, E. I. Pugacheva, E. V. Orlova, and L. T. Volovaa

aSamara State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, Samara, 443099 Russia
#e-mail: n.k.osina@samsmu.ru

Abstract—Based on primary human cell cultures obtained from tissues of juvenile donors, bioassays to assess
in vitro the biological activity of TNF-α and IL-17A inhibitors have been developed. The fibro-bioassay sys-
tem included the quantification of pro-inflammatory cytokines MCP-1, Il-6 and IL-8 in human foreskin fi-
broblasts (HFF) stimulated with TNF-α and IL-17A. The chondro-bioassay is based on cartilage-derived
cell culture obtained from six-fingered juvenile donors with polydactyly. Using the chondro-test system, the
biological activities of the TNF-α inhibitor Remicade® (MSD, Ireland) as an original commercial drug and
its biosimilar Infliximab® (BIOCAD, Russia) were compared.

Keywords: cellular biology, cytokines, IL-17A, TNF-α, inhibitors, fibro-test system, chondro-test system
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