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Натрийуретический пептид B-типа (BNP), секретируемый клетками миокарда в ответ на повышение кровяного давления, синтезируется в виде неактивного предшественника proBNP, который в ходе процессинга подвергается гликозилированию и под действием конвертазы прогормонов фурин расщепляется на активный BNP и неактивный гликозилированный NT-proBNP. Показано, что оба продукта процессинга proBNP являются надежными маркёрами сердечно-сосудистых заболеваний, в частности, сердечной недостаточности. Однако, в виду высокой физиологической активности, BNP подвергается быстрому удалению из кровотока и последующей деградации. В связи с этим тест-система, разработанная для детекции NT-proBNP в крови на основе антител, с использованием рекомбинантного гликозилированного NT-proBNP в качестве стандартного белка, может являться эффективным инструментом для диагностики сердечной недостаточности. Поэтому целью работы являлось получение рекомбинантного гликозилированного NT-proBNP человека путем процессинга его предшественника, proBNP, в клетках линии Expi293F и изучение его иммунохимических свойств.
Для экспрессии в эукариотических системах была получена молекулярно-генетическая конструкция, содержащая кДНК человеческого proBNP с сигнальной последовательностью Gluc (Gaussia luciferase), отвечающей за секрецию белка из клетки. Полученную плазмиду котнрансфецировали с плазмидой, содержащей кДНК  конвертазы прогормонов фурин, методом липофекции в клетки линии Expi293F в соотношениях 1:1, 1:5 и 5:1. Количественную оценку динамики экспрессии proBNP и его процессированных форм проводили методом ФИА “сэндвич” - типа в трех комбинациях антител. Выделение и очистку NT-proBNP проводили методом иммунопреципитации. Чистоту полученного препарата оценивали методами вестерн-блоттинга и ПААГ электрофореза в присутствии ДСН. Наличие гликозилирования детектировали методом вестерн-блоттинга. 
В результате был разработан метод получения гликозилированного, иммунохимически активного NT-proBNP при коэкспрессии рroBNP с фурином в клетках млекопитающих. Степень процессинга proBNP в клетках Expi293F составила 28,8% в случае соотношения proBNP:фурин как 5:1, 13,5% в случае соотношения proBNP:фурин как 1:1 и 3,5% в случае соотношения proBNP:фурин как 1:5. 
