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È. Â. Ñìèðíîâ è äð.
Ïàíåëü ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ýíäîãëèíà ÷åëîâåêà: ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà

Ýíäîãëèí (CD105) — ìàðêåð ýíäîòåëèàëüíûõ è ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê, êîòîðûé âõîäèò
â ñîñòàâ ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ, ñâÿçûâàþùèõ ðîñòîâûå ôàêòîðû TGF-b, BMP-9 è BMP-10. Åãî ýêñï-
ðåññèÿ çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò â ñîñóäàõ èøåìèçèðîâàííûõ òêàíåé è ðàñòóùèõ îïóõîëåé. Îïðåäåëåíèå
êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðèìîé ôîðìû ýíäîãëèíà â ñûâîðîòêå è ìî÷å èñïîëüçóåòñÿ êàê îäèí èç ìåòîäîâ
äèàãíîñòèêè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé è ïàòîëîãèè áåðåìåííîñòè. Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñîçäàíèè
íîâîãî ñåìåéñòâà ãèáðèäîì-ïðîäóöåíòîâ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÊÀÒ) äëÿ âûÿâëåíèÿ ýíäîãëèíà
íà êëåòî÷íûõ ìåìáðàíàõ è â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ. Â êà÷åñòâå èììóíîãåíà èñïîëüçîâàëè ñèíòåçè-
ðîâàííûé â êëåòêàõ ìûøèíîé ìèåëîìû ðåêîìáèíàíòíûé âíåêëåòî÷íûé ó÷àñòîê ìîëåêóëû ýíäîãëèíà.
Äîíîðàìè èììóííûõ ñïëåíîöèòîâ ñëóæèëè ìûøè F1(SJL/J�BALB/c). Äëÿ ñêðèíèíãà ãèáðèäîì è õà-
ðàêòåðèñòèêè ïðîäóöèðóåìûõ ÌÊÀÒ èñïîëüçîâàëè ðåêîìáèíàíòíûå àíàëîãè àíòèãåíà, ñèíòåçèðîâàí-
íûå â êëåòêàõ Escherichia coli, à òàêæå ýêñïðåññèðóþùèå CD105 ïåðåâèâàåìûå êëåòî÷íûå ëèíèè è êóëü-
òóðû ÌÑÊ ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åíî äåñÿòü íîâûõ ÌÊÀÒ, ðàñïîçíàþùèõ íå ìåíåå âîñüìè îòäåëüíûõ ýïèòî-
ïîâ ýíäîãëèíà. Âîñåìü ÌÊÀÒ âçàèìîäåéñòâóþò ñ ìåìáðàííîé ôîðìîé ýíäîãëèíà íà ïîâåðõíîñòè
íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Äâà ÌÊÀÒ ñïåöèôè÷íû ê ëèíåéíûì ýïèòîïàì
ïîëèïåïòèäíîé öåïè è ïðåäíàçíà÷åíû äëÿ âûÿâëåíèÿ ýíäîãëèíà ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Íà îñíîâå
äâóõ ÌÊÀÒ ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà äâóõöåíòðîâîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ), âûÿâëÿþùàÿ
ðàñòâîðèìûé ýíäîãëèí â êóëüòóðàëüíûõ ñðåäàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýíäîãëèí, CD105, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÊÎ — àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, ÈÔÀ — èììóíîôåðìåíòíûé àíà-
ëèç, ÌÊÀÒ — ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ÎÏ — îïòè÷åñêàÿ
ïëîòíîñòü, ÔÑÐ — ôîñôàòíî-ñîëåâîé ðàñòâîð, Eng — ýíäîãëèí, TMB — òåòðàìåòèëáåíçèäèí, ZP —
çîíà ïåëëþöèäà (zona pellucida).

Ýíäîãëèí (Eng) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òðàíñìåìáðàí-
íûé áåëîê I òèïà, ýêñïðåññèðóåìûé â ýíäîòåëèàëüíûõ,
ãëàäêîìûøå÷íûõ è ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòêàõ
(ÌÑÊ) è ëîêàëèçîâàííûé íà èõ ïîâåðõíîñòè. Îí ÿâëÿåòñÿ
êîìïîíåíòîì ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ, ñâÿçûâàþùèõ
ðîñòîâûå ôàêòîðû TGF-b (Barbara et al., 1999), BMP-9 è
BMP-10 (Castonguay et al., 2011; Nolan-Stevaux et al.,
2012). Ðàñòâîðèìàÿ ôîðìà ýíäîãëèíà îáðàçóåòñÿ â ðåçóëü-
òàòå ïðîòåîëèòè÷åñêîãî îòùåïëåíèÿ âíåêëåòî÷íîãî ó÷à-
ñòêà ìîëåêóëû. Îíà ïðèñóòñòâóåò â öèðêóëèðóþùåé êðî-
âè è âûâîäèòñÿ ñ ìî÷îé.

Èíòåðåñ ê ïîëó÷åíèþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
(ÌÊÀÒ) ê ýíäîãëèíó îáóñëîâëåí ðîëüþ, êîòîðóþ ýòîò áå-
ëîê èãðàåò â ïîääåðæàíèè ãîìåîñòàçà ñîñóäèñòîãî ðóñëà
è â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ àíãèîãåíåçà â íîðìàëüíûõ è íå-
îïëàñòè÷åñêèõ òêàíÿõ, à òàêæå îáøèðíîñòüþ ñôåðû âîç-
ìîæíîãî ïðèìåíåíèÿ ÌÊÀÒ â ôóíäàìåíòàëüíûõ è ïðè-
êëàäíûõ èññëåäîâàíèÿõ. CD105 èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå

ïîçèòèâíîãî ìàðêåðà â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè äëÿ èäåí-
òèôèêàöèè ÌÑÊ è êëåòîê ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ (Caplan,
2008; Banerjee et al., 2012). Â èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèÿõ áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà âûÿâëåíèå ýíäîã-
ëèíà ïîçâîëÿåò ðàçëè÷àòü ñîñóäèñòûå ñåòè îïóõîëåé è
íîðìàëüíûõ òêàíåé (Brewer et al., 2000; Seon et al., 2011).
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîâîäÿòñÿ èñïûòàíèÿ ìå÷åíûõ
ÌÊÀÒ ê CD105 äëÿ âèçóàëèçàöèè ñîñóäîâ îïóõîëåé in vi-
vo (Lee et al., 2009; Shi et al., 2013). Îïðåäåëåíèå êîíöåíò-
ðàöèè ðàñòâîðèìîãî ýíäîãëèíà â ñûâîðîòêå êðîâè èëè
ìî÷å ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíûõ ìåòîäîâ ìîæåò
èìåòü ïðîãíîñòè÷åñêîå çíà÷åíèå ïðè äèàãíîñòèêå ðÿäà
îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé (Nassiri et al., 2011), à òàêæå
ïðè âûÿâëåíèè ïðåýêëàìïñèè — ïàòîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿ-
íèÿ áåðåìåííûõ æåíùèí (Gregory et al., 2014). Â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê ýíäîòåëèÿ ñ ïîìîùüþ ÌÊÀÒ ê ýíäîãëèíó
ìîæíî áëîêèðîâàòü ôîðìèðîâàíèå êàïèëëÿðîïîäîáíûõ
òðóá÷àòûõ ñòðóêòóð (Nolan-Stevaux et al., 2012). Ýòî ñâîé-
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ñòâî àíòèòåë ðàññìàòðèâàþò êàê ïðåäïîñûëêó äëÿ èõ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ â àíòèàíãèîãåííîé òåðàïèè íîâîîáðàçîâà-
íèé (Tsujie et al., 2008; Uneda et al., 2009). Öåëü íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñîçäàíèè íîâîãî ñåìåéñòâà
ãèáðèäîì-ïðîäóöåíòîâ ÌÊÀÒ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàëè áû
âûÿâëåíèå ìåìáðàííîé ôîðìû ýíäîãëèíà íà êëåòî÷íîé
ïîâåðõíîñòè è åãî ðàñòâîðèìîé ôîðìû â îáðàçöàõ áèîëî-
ãè÷åñêèõ æèäêîñòåé.

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ëèòåðàòóðû, ó÷àñòêè ìîëåêó-
ëû ýíäîãëèíà, îòâå÷àþùèå çà ñâÿçûâàíèå ëèãàíäîâ è
ïåðåäà÷ó àíãèîãåííûõ ñèãíàëîâ, ïðè èììóíèçàöèè ìû-
øåé ëèíèè BALB/c âûçûâàþò ñëàáûé èììóííûé îòâåò
(Nolan-Stevaux et al., 2012). Äëÿ ïîâûøåíèÿ âåðîÿò-
íîñòè ïîëó÷åíèÿ ÌÊÀÒ ïðîòèâ ôóíêöèîíàëüíî çíà-
÷èìûõ ýïèòîïîâ ýíäîãëèíà â êà÷åñòâå äîíîðîâ èììóí-
íûõ ñïëåíîöèòîâ â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ìûøè
F1(SJL/J�BALB/c), ïîñêîëüêó ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
èõ èììóííûé îòâåò îòëè÷àåòñÿ îò îòâåòà ìûøåé BALB/c
ñïåêòðîì ðàñïîçíàâàåìûõ àíòèòåëàìè ýïèòîïîâ (Êëèìî-
âè÷ è äð., 1999).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

À í ò è ã å í û. Äëÿ èììóíèçàöèè ìûøåé, âûÿâëåíèÿ è
èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ ÌÊÀÒ áûëè èñïîëüçîâàíû ÷åòûðå ðå-
êîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäà, âîñïðîèçâîäÿùèõ, ïîë-
íîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî, ñòðóêòóðó âíåêëåòî÷íîãî ó÷àñòêà
ýíäîãëèíà (ðèñ. 1). 1. Eng-NS0 — êîììåð÷åñêèé ïðåïà-
ðàò, ñèíòåçèðîâàííûé â êëåòêàõ ìûøèíîé ìèåëîìû NS0
ãëèêîçèëèðîâàííûé àíòèãåí, ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ÀÊÎ 26—586. 2. Eng-N è Eng-C — ñîçäàííûå
â ëàáîðàòîðèè ðåêîìáèíàíòíûå ïîëèïåïòèäû (60 êÄà),
ñèíòåçèðîâàííûå â êëåòêàõ E. coli M15 [pREP4] è
pET-21b(+), êîòîðûå âîñïðîèçâîäÿò òó æå àìèíîêèñëîò-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ñîäåðæàò ãåêñà-ãèñòèäèíîâûå
ãðóïïû íà N- èëè C-êîíöå öåïè ñîîòâåòñòâåííî.
3. Eng-fr — ñîçäàííûé â ëàáîðàòîðèè ðåêîìáèíàíòíûé
ïîëèïåïòèä, ñèíòåçèðîâàííûé â êëåòêàõ E. coli M15
[pREP4], êîòîðûé ñîîòâåòñòâóåò öåíòðàëüíîìó ó÷àñòêó
ìîëåêóëû ýíäîãëèíà â ïðåäåëàõ ÀÊÎ 34—487.

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë è
èçó÷åíèÿ èõ ýïèòîïíîé ñïåöèôè÷íîñòè èñïîëüçîâàëè
ïåðâè÷íûå è ïåðåâèâàåìûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû. Êóëü-
òóðû ÌÑÊ ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè áûëè ïîëó÷åíû
â ëàáîðàòîðèè (Ïèíåâè÷ è äð., 2014) è èñïîëüçîâàíû
íà 3—5-ì ïàññàæàõ. Ïåðåâèâàåìûå ëèíèè êàðöèíîìû ïå-
÷åíè HEP G2, ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà ECV304, ãëèîáëà-
ñòîì A172 è T98G áûëè ïîëó÷åíû èç êîëëåêöèè ÍÈÈ
ãðèïïà ÐÀÌÍ, êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ÷åëîâåêà
HEK293 — èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Ëè-
íèÿ EA.hy926, îáëàäàþùàÿ îñíîâíûìè õàðàêòåðèñòèêà-
ìè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà, áûëà ïðåäîñòàâëåíà ïðîô.
È. Ñ. Ôðåéäëèí ñ ëþáåçíîãî ðàçðåøåíèÿ àâòîðà (Edgell
et al., 1983). Êóëüòóðû âûðàùèâàëè â ñðåäàõ a-MEM èëè
DMEM-F12, ñîäåðæàùèõ îò 5 äî 10 % ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè òåëÿò. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ëèíèè
EA. hy926 â ñðåäó äîáàâëÿëè ñìåñü, ñîäåðæàùóþ
100 ìêÌ ãèïîêñàíòèíà, 0.5 ìêÌ àìèíîïòåðèíà è 16 ìêÌ
òèìèäèíà. Ïîñåâíûå êîíöåíòðàöèè è ñðîêè ïåðåñåâà
áûëè ïîäîáðàíû äëÿ êàæäîé êëåòî÷íîé ëèíèè èíäèâèäó-
àëüíî. Ïðè ïåðåñåâàõ äëÿ ñíÿòèÿ êëåòîê ñ êóëüòóðàëüíîé
ïîâåðõíîñòè èñïîëüçîâàëè ñìåñü òðèïñèíà è âåðñåíà.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ CD105 íà ìåìáðàíàõ êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè èñïîëüçîâà-

ëè ìå÷åííûå ôèêîýðèòðèíîì êîììåð÷åñêèå àíòèòåëà.
Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà öèòîôëóîðèìåòðå BD FACSA-
ria III.

È ì ì ó í è ç à ö è ÿ ì û ø å é, ñ î ç ä à í è å ã è á ð è ä î ì
è ï î ë ó ÷ å í è å Ì Ê À Ò. Äëÿ èììóíèçàöèè è ïàññèðîâà-
íèÿ êëåòîê ãèáðèäîì èñïîëüçîâàëè ìûøåé F1(SJL/J�
BALB/c) â âîçðàñòå 2 ìåñ, âûðàùåííûõ â âèâàðèè Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ðàäèîëîãèè è õèðóðãè÷åñêèõ
òåõíîëîãèé. Èììóíîãåíàìè ñëóæèëè ðåêîìáèíàíòíûå
áåëêè Eng-NS0 è Eng-fr. Ïðè ïåðâîé èììóíèçàöèè àíòè-
ãåíû ýìóëüãèðîâàëè â ïîëíîì àäúþâàíòå Ôðåéíäà è ââî-
äèëè ìûøàì ïîäêîæíî ïî 2—3 ìêã. Ñïóñòÿ 1 ìåñ àíòèãå-
íû, ýìóëüãèðîâàííûå â íåïîëíîì àäúþâàíòå Ôðåéíäà,
ââîäèëè ìûøàì âíóòðèáðþøèííî â äîçå 1.5—3.0 ìêã.
×åðåç 5—7 ñóò áðàëè ïðîáû êðîâè äëÿ âûÿâëåíèÿ öèðêó-
ëèðóþùèõ àíòèòåë. Ìûøàì-äîíîðàì ñïëåíîöèòîâ çà 72 è
48 ÷ äî ïîñòàíîâêè ãèáðèäèçàöèè ââîäèëè àíòèãåíû, ðàñ-
òâîðåííûå â ôîñôàòíî-ñîëåâîì ðàñòâîðå (ÔÑÐ).

Ñëèÿíèå ñïëåíîöèòîâ è êëåòîê ìèåëîìíîé ëèíèè
SP2/0 ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Ãàëüôðå (Galfre, Milstein,
1982). Çàòåì êëåòêè ðàññåâàëè â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû,
ñîäåðæàùèå ôèäåðíûé ñëîé èç ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðî-
ôàãîâ ìûøåé. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ
äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè.
Äëÿ òåñòèðîâàíèÿ êóëüòóðàëüíûõ æèäêîñòåé èñïîëüçîâà-
ëè íåñêîëüêî ìîäèôèêàöèé èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà
(ÈÔÀ). Êóëüòóðû, ïðîäóöèðóþùèå àíòèòåëà, êëîíèðîâà-
ëè ìåòîäîì ëèìèòèðóþùèõ ðàçâåäåíèé è çàòåì ïðèâèâà-
ëè âíóòðèáðþøèííî ìûøàì F1(SJL/J�BALB/c), ïîëó-
÷èâøèì çà 1 íåä äî ýòîãî èíúåêöèþ ïðèñòàíà (0.5 ìë). Íà
9—14-å ñóò ñîáèðàëè àñöèòè÷åñêóþ æèäêîñòü, ãëîáóëè-
íîâóþ ôðàêöèþ êîòîðîé îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíèÿ
ïðè 50%-íîì íàñûùåíèè è òåñòèðîâàëè îäíèì èç îïèñàí-
íûõ íèæå ìåòîäîâ. Î÷èñòêó ÌÊÀÒ ïðîâîäèëè íà êîëîí-
êå ñ ïðîòåèíîì G.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í í î á ë î ò è í ã. Ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â 8%-íîì ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Ïåðåä âíåñåíèåì â ãåëü ïðîáû
áåëêîâ íàãðåâàëè 7 ìèí ïðè 90 °Ñ â áóôåðíîì ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì (âîññòàíàâëèâàþùèå óñëîâèÿ) èëè íå ñîäåð-
æàùåì (íåâîññòàíàâëèâàþùèå óñëîâèÿ) b-ìåðêàïòîýòà-
íîë. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèãåíîâ ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà
èñïîëüçîâàëè ïîëóñóõîé ìåòîä ïåðåíîñà áåëêîâ íà íè-
òðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó. Áëîêèðóþùèé ðàñòâîð, â êî-
òîðîì èíêóáèðîâàëè ìåìáðàíû è ðàçâîäèëè ìå÷åíûå àí-
òèòåëà, ñîñòîÿë èç ÔÑÐ, ñîäåðæàùåãî 5 ìã/ìë áû÷üåãî
àëüáóìèíà è 0.05 % Tween-20. Ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè
30 ìèí â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå, çàòåì 18 ÷ ïðè 4 °Ñ —
â ðàñòâîðå ìå÷åííûõ ïåðîêñèäàçîé ÌÊÀÒ. Ôåðìåíòàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà òåòðàìå-
òèëáåíçèäèíà (TMB).

È ì ì ó í î ô å ð ì å í ò í û é à í à ë è ç. Àíòèòåëà ê ýí-
äîãëèíó â ñûâîðîòêàõ ìûøåé è êóëüòóðàëüíûõ æèäêî-
ñòÿõ ãèáðèäîì âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ íåñêîëüêèõ âàðèàí-
òîâ ÈÔÀ. Äëÿ ðàçâåäåíèÿ òåñòèðóåìûõ ïðîá è îòìûâàíèÿ
íåñâÿçàâøèõñÿ êîìïîíåíòîâ èñïîëüçîâàëè òðèñ-áóôåð-
íûé ñîëåâîé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 0.05 % Tween-20. Ìå-
÷åííûå ïåðîêñèäàçîé âûÿâëÿþùèå ðåàãåíòû áûëè ïðè-
ãîòîâëåíû â ëàáîðàòîðèè ìåòîäîì ïåðéîäàòíîãî îêèñëå-
íèÿ (Nakane, Kawaoi, 1974). Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà
âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ TMB. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë â íå-
ïðÿìîì ÈÔÀ ðåêîìáèíàíòíûå àíòèãåíû àäñîðáèðîâàëè â
96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 4 °Ñ. Ðàñòâî-
ðû òåñòèðóåìûõ æèäêîñòåé èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè
37 °Ñ. Èììóííûå êîìïëåêñû âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êîçü-

500 È. Â. Ñìèðíîâ è äð.



èõ àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè, ìå÷åííûõ ïåðîê-
ñèäàçîé (èíêóáàöèÿ 45 ìèí ïðè 37 °Ñ).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíôîðìàöèîííîé èëè ëèíåéíîé
ïðèðîäû ðàñïîçíàâàåìûõ ÌÊÀÒ ýïèòîïîâ ðàñòâîð
Eng-NS0 (1 ìêã/ìë) ïîäâåðãàëè òåðìè÷åñêîé äåíàòóðàöèè
(90 °Ñ, 7 ìèí) èëè âîññòàíîâëåíèþ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé
ñ ïîìîùüþ 0.75 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà â òåõ æå òåìïåðà-
òóðíûõ óñëîâèÿõ. Çàòåì îáðàáîòàííûå àíòèãåíû àäñîðáè-
ðîâàëè íà ïîâåðõíîñòè ïëàíøåòîâ è âûÿâëÿëè ñâÿçàâøèå-
ñÿ ñ íèìè ÌÊÀÒ.

Äëÿ îöåíêè ñïîñîáíîñòè àíòèòåë ðàñïîçíàâàòü àíòè-
ãåí â ðàñòâîðå èñïîëüçîâàëè áèîòèíèëèðîâàííûå ðåêîì-
áèíàíòíûå ôðàãìåíòû ýíäîãëèíà, ïðèãîòîâëåííûå â ëà-
áîðàòîðèè. Íà ïëàñòèê àäñîðáèðîâàëè íåìå÷åíûå êîçüè
àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøåé, çàòåì ïîñëå-
äîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè ñ ðàñòâîðàìè àíòèòåë è ìå÷åí-
íûì áèîòèíîì Eng-N. Ñâÿçûâàíèå áèîòèíèëèðîâàííûõ
ìîëåêóë âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòðåïòàâèäèí-ïåðîêñè-
äàçû.

Ïðè ðàçðàáîòêå äâóõöåíòðîâîãî âàðèàíòà ÈÔÀ ðàñò-
âîð îäíîãî èç òåñòèðóåìûõ ÌÊÀÒ àäñîðáèðîâàëè â ëóí-
êàõ ïëàíøåòîâ 18 ÷ ïðè 4 °Ñ, çàòåì äîáàâëÿëè àíòèãåí
(Eng-NS0) è ÷åðåç 1 ÷ èíêóáàöèè ïðè 37 °Ñ âûÿâëÿëè èì-
ìóííûé êîìïëåêñ ñ ïîìîùüþ âòîðîãî ÌÊÀÒ ê ýíäîãëè-
íó, ìå÷åííîãî ïåðîêñèäàçîé.

Äëÿ îöåíêè ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ñ ìåìáðàííîé ôîð-
ìîé ýíäîãëèíà êëåòêè ðàçíûõ ëèíèé ðàññåâàëè â 96-ëó-
íî÷íûå ïëàíøåòû è êóëüòèâèðîâàëè äî äîñòèæåíèÿ
90—100 % êîíôëþýíòà. Ìîíîñëîé êëåòîê îòìûâàëè
ÔÑÐ, ôèêñèðîâàëè 10 ìèí 0.25%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòà-
ðàëüäåãèäà, ïîñëå ÷åãî áëîêèðîâàëè ðàñòâîðîì, ñîäåðæà-
ùèì 0.15 % êàçåèíà. Çàòåì êëåòî÷íûé ìîíîñëîé ïîñëåäî-
âàòåëüíî èíêóáèðîâàëè ñ òåñòèðóåìûìè àíòèòåëàìè (1 ÷,
37 °Ñ) è ñ ìå÷åííûìè ïåðîêñèäàçîé êîçüèìè àíòèòåëàìè
ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè (45 ìèí, 37 °C).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ òîïîãðàôè÷åñêè ñáëèæåííûõ ýïèòî-
ïîâ ïðîâîäèëè êîíêóðåíòíûé ÈÔÀ íà êóëüòóðàõ êëåòîê
ëèíèè HEP G2. Ðàñòâîðû òåñòèðóåìûõ ÌÊÀÒ â êîíöåíò-
ðàöèÿõ îò 0.01 äî 10 ìêã/ìë ñìåøèâàëè ñ ìå÷åííûìè ïå-
ðîêñèäàçîé îäíîèìåííûìè èëè ðàçíîèìåííûìè ÌÊÀÒ è
èíêóáèðîâàëè â ïëàíøåòàõ, ñîäåðæàùèõ ìîíîñëîé êëå-
òîê HEP G2 (2 ÷ ïðè 37 °C). Ïîñëå âíåñåíèÿ TMB èçìåðÿ-
ëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü (ÎÏ).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Ìåòîä íåïðÿìîé èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè äëÿ âèçóàëèçàöèè àí-
òèãåíà íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå. Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè

çàñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà, ïîêðûòûå æåëàòèíîì, è
âûðàùèâàëè äî 60—70 % êîíôëþýíòà ìîíîñëîÿ. Ðàñòâîð
ÌÊÀÒ (5 ìêã/ìë) ãîòîâèëè íà áëîêèðóþùåì áóôåðå, ñî-
äåðæàùåì ÔÑÐ, 10 % ÝÒÑ è 1 ìã/ìë àçèäà íàòðèÿ. Ñòåêëà
ñ êëåòêàìè èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â ðàñòâîðå ÌÊÀÒ, çàòåì
30 ìèí â êîçüèõ àíòèòåëàõ ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè,
ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåèíîì, ðàçâåäåííûõ íà áëîêèðóþùåì
ðàñòâîðå. Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â ñìåñü Mowiol: PPD (9 :
1) è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðî-
ñêîïà Axio Scope. A1 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è öèôðîâîé êàìå-
ðû AxioCam MRm.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à è â è ç ó à ë è ç à -
ö è ÿ ä à í í û õ âûïîëíåíà ñ ïðèìåíåíèåì ÿçûêà R (âåð-
ñèÿ 3.1.3) è ãðàôè÷åñêèõ ïàêåòîâ ggplot2 è grid (ïàêåòû
äîñòóïíû íà ñàéòå CRAN).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û. Ðåêîìáèíàíòíûé
ýêñòðàêëåòî÷íûé äîìåí ýíäîãëèíà, ñèíòåçèðîâàííûé â
êëåòêàõ NS0 (R&D Systems, êàò. ¹ 1097-CF), ÌÊÀÒ ê
CD105, ìå÷åííûå ôèêîýðèòðèíîì (Becton-Dickinson,
ÑØÀ); ïîëíûé è íåïîëíûé àäúþâàíòû Ôðåéíäà, N-ãèä-
ðîêñèñóêöèíèìèäíûé ýôèð áèîòèíà, TMB äëÿ Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà, ïðèñòàí, Mowiol (Sigma-Aldrich, ÑØÀ);
ïåðîêñèäàçà õðåíà (Kem-en-Tec, ÑØÀ); øòàììû E. coli
M15 [pREP4] (QIAGEN, Íèäåðëàíäû) è pET-21b(+)
(NEB, Âåëèêîáðèòàíèÿ); êóëüòóðàëüíûå ñðåäû a-MEM è
DMEM-F12, ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà, ðàñòâîð
òðèïñèí-âåðñåíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ); TMB äëÿ ÈÔÀ (Õå-
ìà-ìåäèêà, Ðîññèÿ); êîíúþãàò ñòðåïòàâèäèíà è ïåðîêñè-
äàçû õðåíà (Àëêîð-Áèî, Ðîññèÿ); 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû
äëÿ ÈÔÀ (Nunc Maxisorp, Äàíèÿ) è êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê (Nunc, Äàíèÿ); Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Phar-
macia, Øâåöèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ð å ê î ì á è í à í ò í û å ô ð à ã ì å í ò û ý í ä î ã ë è í à,
ï î ë ó ÷ å í í û å â ë à á î ð à ò î ð è è. Äëÿ ñêðèíèíãà íàäî-
ñàäêîâ ãèáðèäîì è èññëåäîâàíèÿ èììóíîõèìè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ÌÊÀÒ ïîëó÷åíû òðè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêà
(ðèñ. 1). Eng-N è Eng-C ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ýêñòðàêëå-
òî÷íûå ó÷àñòêè ýíäîãëèíà ñ ãåêñàãèñòèäèíîâûìè ìîòè-
âàìè íà N- è C-êîíöàõ ñîîòâåòñòâåííî. Eng-fr âêëþ÷àåò â
ñåáÿ åãî öåíòðàëüíûé ó÷àñòîê. Ñåêâåíèðîâàíèå ïëàçìèä
íå âûÿâèëî ìóòàöèé, ïðèâîäÿùèõ ê àìèíîêèñëîòíûì çà-
ìåíàì â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòèõ áåëêîâ. Ïðè ýêñïðåñ-

Ïàíåëü ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ýíäîãëèíà ÷åëîâåêà: ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà 501

Ðèñ. 1. Ñõåìà ñòðóêòóðû ìîëåêóëû ýíäîãëèíà è åãî ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòèäîâ.

ÑÏ — ñèãíàëüíûé ïåïòèä, ZP — çîíà ïåëëþöèäà, ÒÌ — òðàíñìåìáðàííûé ó÷àñòîê, ÖÏ — öèòîïëàçìàòè÷åñêèé ó÷àñòîê. Öèôðàìè îáîçíà÷åíû ïîëî-
æåíèÿ ÀÊÎ íà ãðàíèöàõ äîìåíîâ â íàòèâíîé ìîëåêóëå è ãðàíèöû ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòèäîâ, òðåóãîëüíèêàìè ïîêàçàíî ïîëîæåíèå ãåêñàãèñòèäèíî-

âûõ ãðóïï â ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäàõ.



ñèè â E. coli âñå òðè ïåïòèäà îáðàçóþò òðóäíîðàñòâîðè-
ìûå òåëüöà âêëþ÷åíèÿ. Ââèäó ýòîãî äëÿ èõ î÷èñòêè áûë
èñïîëüçîâàí áóôåð ñ 8 Ì ìî÷åâèíîé, à òåëüöà âêëþ÷åíèÿ
äîïîëíèòåëüíî äåçèíòåãðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ óëüòðàçâó-
êîâîé îáðàáîòêè. Ýëåêòðîôîðåãðàììà àôôèííî î÷èùåí-
íûõ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2, à.
Eng-N ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå ïåïòèäîâ ðàçëè÷íîé äëèíû,
êîòîðûå óäåðæèâàþòñÿ íà êîëîíêå çà ñ÷åò ðàñïîëîæåííî-
ãî íà N-êîíöå ãåêñàãèñòèäèíîâîãî ìîòèâà. Ñ-êîíöåâîå
ïîëîæåíèå ýòîãî ó÷àñòêà â Eng-C ïîçâîëÿåò î÷èùàòü òî-
ëüêî ïîëíîñòüþ ñèíòåçèðîâàííûå ìîëåêóëû.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ C D 1 0 5 í à ê ó ë ü ò è â è ð ó å ì û õ
ê ë å ò ê à õ. Äàííûå öèòîôëóîðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà
ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè, êëåòîê ECV304 è HEP G2 (ðèñ. 3)
ïîçâîëèëè óñòàíîâèòü, ÷òî â íàèáîëüøåé ìåðå àíòèãåí
CD105 ýêñïðåññèðîâàí íà ìåìáðàíå ÌÑÊ, â íàèìåíü-
øåé — íà êëåòêàõ ëèíèè ECV304. Êëåòêè ëèíèè HEP G2
èìåëè âûñîêóþ ïëîòíîñòü ýíäîãëèíà íà ïîâåðõíîñòè, à
èõ ïîïóëÿöèÿ áûëà íàèáîëåå ãîìîãåííîé ïî ýòîìó ïîêà-
çàòåëþ. Ïîñêîëüêó êëåòêè ãåïàòîêàðöèíîìû îáëàäàþò

çíà÷èòåëüíî áîëüøåé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ,
÷åì ÌÑÊ, îíè áûëè âûáðàíû â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ
ïðîâåäåíèÿ êëåòî÷íîãî ÈÔÀ ïðè òåñòèðîâàíèè ñûâîðî-
òîê ìûøåé è ñêðèíèíãå ãèáðèäîì.

È ì ì ó í è ç à ö è ÿ ì û ø å é. Ñûâîðîòêè ìûøåé, èì-
ìóíèçèðîâàííûõ Eng-NS0 èëè Eng-fr, áûëè èññëåäîâàíû
ìåòîäîì ÈÔÀ ñ èììîáèëèçîâàííûìè íà òâåðäîé ôàçå ðå-
êîìáèíàíòíûìè ìîëåêóëàìè ýíäîãëèíà Eng-Ñ (ðèñ. 4).
Ñâÿçûâàíèå àíòèòåë ñ àíòèãåíîì áàêòåðèàëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ áûëî âûñîêèì âî âñåõ ñûâîðîòêàõ íåçàâèñèìî
îò èñïîëüçîâàííîãî èììóíîãåíà.

Èíóþ êàðòèíó íàáëþäàëè ïðè òèòðîâàíèè òåõ æå
ñûâîðîòîê íà ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ ëèíèè HEP G2.
Âûñîêèå ïîêàçàòåëè ÎÏ è âûñîêèå òèòðû àíòèòåë íàáëþ-
äàëè òîëüêî â ñûâîðîòêàõ ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ
Eng-NS0. Íà îñíîâàíèè ïðèâåäåííûõ äàííûõ äëÿ îïûòîâ
ïî ãèáðèäèçàöèè áûëè âûáðàíû æèâîòíûå, èììóíèçèðî-
âàííûå ãëèêîçèëèðîâàííûì ðåêîìáèíàíòíûì ïîëèïåï-
òèäîì Eng-NS0.

Ñ ê ð è í è í ã ã è á ð è ä î ì è ï î ë ó ÷ å í è å Ì Ê À Ò.
Îò ìûøåé-äîíîðîâ, âûáðàííûõ äëÿ îïûòîâ ïî ãèáðèäè-
çàöèè, áûëè ïîëó÷åíû ñåëåçåíêè è ïðèãîòîâëåíû èíäèâè-
äóàëüíûå êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè. Ñóñïåíçèþ êëåòîê îäíîé
èç ñåëåçåíîê ðàçäåëèëè íà äâå ðàâíûå ÷àñòè è èñïîëüçî-
âàëè â äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ îïûòàõ ïî ãèáðèäèçàöèè.

Â ïåðâîì îïûòå ñêðèíèíã êóëüòóð íà÷èíàëè ñ âûÿâ-
ëåíèÿ àíòèòåë, êîòîðûå ðàñïîçíàâàëè áèîòèíèëèðîâàí-
íûé Eng-N â ðàñòâîðå èëè Eng-C, àäñîðáèðîâàííûé íà
òâåðäóþ ôàçó. Â ðåçóëüòàòå êëîíèðîâàíèé, ïîâòîðíûõ òå-
ñòèðîâàíèé è ïàññèðîâàíèÿ â âèäå àñöèòè÷åñêèõ îïóõî-
ëåé áûëè ïîëó÷åíû ÷åòûðå øòàììà ãèáðèäîì (íàèìåíî-
âàíèÿ øòàììîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1). Òåñòèðîâàíèå ìåòî-
äîì êëåòî÷íîãî ÈÔÀ âûÿâèëî ñðåäè íèõ äâà ðåàãåíòà,
êîòîðûå ðàñïîçíàâàëè àíòèãåí íà êëåòêàõ HEP G2.

Âî âòîðîì îïûòå ïî ãèáðèäèçàöèè ïåðâè÷íûé ñêðè-
íèíã êóëüòóð ïðîâîäèëè ìåòîäîì ÈÔÀ íà êëåòêàõ
HEP G2 è ïîñëå ýòîãî âûïîëíÿëè òåñòèðîâàíèå íà áàêòå-
ðèàëüíûõ ðåêîìáèíàíòíûõ ôðàãìåíòàõ. Â ðåçóëüòàòå
áûëî ïîëó÷åíî øåñòü øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ ÌÊÀÒ (íàè-
ìåíîâàíèÿ øòàììîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1).

È ì ì ó í î õ è ì è ÷ å ñ ê à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à
Ì Ê À Ò. Ïåðâûì ýòàïîì èçó÷åíèÿ ïîëó÷åííûõ ÌÊÀÒ
áûëî èññëåäîâàíèå èõ ñâÿçûâàíèÿ ñ ðåêîìáèíàíòíûìè

502 È. Â. Ñìèðíîâ è äð.

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå â 8%-íîì ãåëå (à) è âûÿâëåíèå ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà (á) ðåêîìáèíàíòíûõ àíòèãåíîâ
ñ ïîìîùüþ ÌÊÀÒ 2E1.

Ïðîáû ïåðåä âíåñåíèåì â ãåëü áûëè ïîäâåðãíóòû òåðìè÷åñêîé äåíàòóðàöèè â âîññòàíàâëèâàþùèõ (1—4) è â íåâîññòàíàâëèâàþùèõ (5) óñëîâèÿõ.
Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, 1 — Eng-N, 2 — Eng-C, 3 — Eng-fr, 4 è 5 — Eng-NS0.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
ýíäîòåëèÿ ëèíèè ECV304 (1), ãåïàòîêàðöèíîìû HEP G2 (2) è
ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè (3), ìå÷åííûõ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê

CD105, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôèêîýðèòðèíîì.



ôðàãìåíòàìè ýíäîãëèíà. Âñå ÌÊÀÒ ñâÿçûâàëèñü ñ ïîë-
íîðàçìåðíûì áàêòåðèàëüíûì ôðàãìåíòîì Eng-C (òàáë. 1).
Ñ êîðîòêèì öåíòðàëüíûì ôðàãìåíòîì Eng-fr âçàèìîäåé-
ñòâîâàëî îäíî àíòèòåëî (2E1). Âñå ÌÊÀÒ ðàñïîçíàâàëè
ýïèòîïû íà íàòèâíîé ðåêîìáèíàíòíîé ìîëåêóëå ãëèêîçè-
ëèðîâàííîãî àíòèãåíà Eng-NS0. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðèðîäû
ðàñïîçíàâàåìûõ ýïèòîïîâ áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ñâÿ-
çûâàíèÿ ÌÊÀÒ ñ íàòèâíûì Eng-NS0, ñ òåì æå áåëêîì,
äåíàòóðèðîâàííûì íàãðåâàíèåì, à òàêæå ñ áåëêîì, ïîä-
âåðãíóòûì òåïëîâîé äåíàòóðàöèè â ñî÷åòàíèè ñ
âîññòàíîâëåíèåì äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé ñ ïîìîùüþ
b-ìåðêàïòîýòàíîëà (ðèñ. 5). Ýïèòîïû, êîòîðûå ñîõðàíÿëèñü
íà äåíàòóðèðîâàííûõ ìîëåêóëàõ ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ äè-
ñóëüôèäíûõ ñâÿçåé, îïðåäåëÿëèñü ïåðâè÷íîé àìèíîêèñëîò-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è áûëè îáîçíà÷åíû êàê ëèíåé-
íûå. Áûëî îáíàðóæåíî äâà ÌÊÀÒ (2E1 è 4B7), ðàñïîçíà-
þùèõ ëèíåéíûå ýïèòîïû àíòèãåíà. Îáà ýòèõ ðåàãåíòà
áûëè ïîëó÷åíû â ðåçóëüòàòå ïåðâîé ãèáðèäèçàöèè. Îíè

ïîçâîëÿëè âûÿâëÿòü êàê äèìåðíûå, òàê è ìîíîìåðíûå ìî-
ëåêóëû ýíäîãëèíà ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà (ðèñ. 2, á).

Ýïèòîïû, êîòîðûå ÷àñòè÷íî ñîõðàíÿëèñü ïîñëå äåíà-
òóðàöèè è âîññòàíîâëåíèÿ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé, îòíîñè-
ëè ê êàòåãîðèè êîíôîðìàöèîííî-çàâèñèìûõ (Ñ-çàâèñè-
ìûõ). Îäíî ÌÊÀÒ (4C9) âçàèìîäåéñòâîâàëî ñ ýïèòîïîì
òàêîãî ðîäà. Íàêîíåö, äâà ÌÊÀÒ ñâÿçûâàëè ýïèòîïû, êî-
òîðûå ñîõðàíÿëèñü ïîñëå òåïëîâîé äåíàòóðàöèè, íî ðàç-
ðóøàëèñü ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé.
Îíè áûëè îáîçíà÷åíû êàê S-S-çàâèñèìûå. Îñòàëüíûå àí-
òèòåëà ðàñïîçíàâàëè êîíôîðìàöèîííûå ýïèòîïû, êîòî-
ðûå íå ñîõðàíÿëèñü íà äåíàòóðèðîâàííûõ ìîëåêóëàõ.

Â ç à è ì í î å ð à ñ ï î ë î æ å í è å ý ï è ò î ï î â , ð à ñ -
ï î ç í à â à å ì û õ Ì Ê À Ò, îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ êîíêó-
ðåíòíîãî ÈÔÀ íà êëåòêàõ HEP G2. Çíà÷åíèÿ ÎÏ â ÿ÷åé-
êàõ, ñîäåðæàâøèõ îäíîèìåííûå ìå÷åíûå è íåìå÷åíûå
ÌÊÀÒ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë, ïðèíèìàëè çà 100 %
(ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå ñâÿçûâàíèÿ). Âåëè÷èíû ÎÏ â

Ïàíåëü ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ýíäîãëèíà ÷åëîâåêà: ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà 503

Ðèñ. 4. Ãðàôèêè òèòðîâàíèÿ ñûâîðîòîê ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ Eng-fr (ñïëîøíûå ëèíèè) èëè Eng-NS0 (ïóíêòèðíûå ëèíèè), íà
ðåêîìáèíàíòíîì ïîëèïåïòèäå Eng-C è íà ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ HEP G2.

Ò à á ë è ö à 1

Âçàèìîäåéñòâèå ÌÊÀÒ ñ ðåêîìáèíàíòíûìè àíòèãåíàìè, àíòèãåíîì íà êëåòêàõ ëèíèè HEP G2
è ñâîéñòâà ðàñïîçíàâàåìûõ ÌÊÀÒ ýïèòîïîâ

Íîìåð
îïûòà

ÌÊÀÒ

Ðåêîìáèíàíòíûå àíòèãåíû

Êëåòêè
HEP G2

Ñâîéñòâà
ýïèòîïîâ

íà òâåðäîé ôàçå â ðàñòâîðå

Eng-C Eng-fr Eng-NS0 Eng-N

1 2E1 + + + + Ëèíåéíûé

4B7 + + + »

4C9 + + + + Ñ-çàâèñèìûé

4FH + + + + Êîíôîðìàöèîííûé

2 1B4 + + + + »

5B6 + + + S-S-çàâèñèìûé

5H7 + + + Òî æå

2C8 + + + Êîíôîðìàöèîííûé

3G2 + + + + »

5G7 + + + Íå óñòàíîâëåíî

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çíàêîì «+» îáîçíà÷åíî íàëè÷èå âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÊÀÒ ñ àíòèãåíàìè, ïóñòûå ÿ÷åéêè îáîçíà÷àþò
îòñóòñòâèå âçàèìîäåéñòâèÿ.



ÿ÷åéêàõ, íå ñîäåðæàâøèõ êîíêóðèðóþùèõ íåìå÷åíûõ
ÌÊÀÒ, ïðèíèìàëè çà 0 %. Èíãèáèðîâàíèå ñâÿçûâàíèÿ
âûøå 70 % óêàçûâàëî íà ðàñïîçíàâàíèå äâóìÿ ÌÊÀÒ
èäåíòè÷íîãî èëè äâóõ òîïîãðàôè÷åñêè ñáëèæåííûõ ýïè-
òîïîâ. Èíãèáèðîâàíèå â ïðåäåëàõ 30—70 % ñâèäåòåëüñò-
âîâàëî î òîì, ÷òî ñâÿçûâàíèå íåìå÷åíîãî ÌÊÀÒ ÷àñòè÷-
íî ïðåïÿòñòâîâàëî âçàèìîäåéñòâèþ ìå÷åíîãî ðåàãåíòà ñî
ñâîèì ýïèòîïîì. Íàêîíåö, óðîâåíü èíãèáèðîâàíèÿ íèæå
30 % íàáëþäàëè â òîì ñëó÷àå, êîãäà äâà ÌÊÀÒ ðàñïîçíà-
âàëè ïðîñòðàíñòâåííî óäàëåííûå ýïèòîïû è ñâÿçûâàíèå
îäíîãî èç íèõ íå ïðåïÿòñòâîâàëî âçàèìîäåéñòâèþ äðóãî-
ãî ÌÊÀÒ ñ àíòèãåíîì.

Äàííûå êîíêóðåíòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ (òàáë. 2) óêà-
çûâàëè íà òî, ÷òî ÌÊÀÒ ðàñïîçíàâàëè äâà àíòèãåííûõ
êëàñòåðà íà ìåìáðàííîé ôîðìå ýíäîãëèíà. Ýïèòîïû â îä-
íîì èç êëàñòåðîâ ñâÿçûâàëè ÌÊÀÒ 5B6 è 5H7, à â äðó-

ãîì — ÌÊÀÒ 4F4 è 1B4. Äâà ðåàãåíòà (5G7 è 4Ñ9) áûëè
íàïðàâëåíû ê äâóì ðàçíûì ýïèòîïàì, òîïîãðàôè÷åñêè
ñáëèæåííûì ñ óêàçàííûìè êëàñòåðàìè. Íàêîíåö, ÌÊÀÒ
2Ñ8 è 3G2 ðàñïîçíàâàëè íà ìîëåêóëå àíòèãåíà äâà ýïèòî-
ïà, óäàëåííûõ îò îñòàëüíûõ ýïèòîïîâ.

Â û ÿ â ë å í è å ý í ä î ã ë è í à â ð à ñ ò â î ð å. Ðàçðàáîò-
êà äâóõöåíòðîâîé ñèñòåìû ÈÔÀ òðåáîâàëà ïîäáîðà êîì-
ïëåìåíòàðíûõ ïàð àíòèòåë, îäíî èç êîòîðûõ ñëóæèëî äëÿ
çàõâàòà àíòèãåíà èç ðàñòâîðà, à äðóãîå, ìå÷åííîå ôåðìåí-
òîì, ðàñïîçíàâàëî åãî â ñîñòàâå èììóííîãî êîìïëåêñà ñ
ïåðâûì àíòèòåëîì. Áûëè èñïûòàíû ðàçëè÷íûå ñî÷åòàíèÿ
ÌÊÀÒ. Â ðåçóëüòàòå áûëà âûáðàíà êîìïëåìåíòàðíàÿ
ïàðà, ñîñòîÿâøàÿ èç àäñîðáèðîâàííîãî íà òâåðäîé ôàçå
ÌÊÀÒ 4F4 è âûÿâëÿþùåãî ÌÊÀÒ 4C9, êîíúþãèðîâàííî-
ãî ñ ôåðìåíòîì. Â êà÷åñòâå âûÿâëÿåìîãî àíòèãåíà èñïî-
ëüçîâàëè Eng-NS0 â êîíöåíòðàöèè îò 0.1 äî 20 íã/ìë (ðèñ.
6, à). Èñïîëüçîâàíèå ýòîé ñèñòåìû ïîçâîëèëî ïðîñëåäèòü
äèíàìèêó íàêîïëåíèÿ ñáðàñûâàåìîãî ñ ìåìáðàíû âíå-
êëåòî÷íîãî ôðàãìåíòà ýíäîãëèíà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå
êëåòîê EA. hy926 (ðèñ. 6, á).

Â û ÿ â ë å í è å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è C D 1 0 5 í à ê ë å ò ê à õ.
Ñïîñîáíîñòü ÌÊÀÒ ðàñïîçíàâàòü ìåìáðàííóþ ôîðìó ýí-
äîãëèíà èññëåäîâàëè íà êëåòêàõ ëèíèè HEP G2. Âñåãî
áûëî âûÿâëåíî âîñåìü ÌÊÀÒ, êîòîðûå ñâÿçûâàëèñü ñ àí-
òèãåíîì íà êëåòêàõ (ðèñ. 7). Ñðåäè ðåàãåíòîâ, ïîëó÷åí-
íûõ â ðåçóëüòàòå ïåðâîãî îïûòà ïî ãèáðèäèçàöèè, òàêèõ
àíòèòåë áûëî äâà — 4C9 è 4F4. Âñå ÌÊÀÒ, ïîëó÷åííûå
âî âòîðîì îïûòå, âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ àíòèãåíîì íà êëå-
òî÷íîé ìåìáðàíå.

Ðàñïîçíàâàíèå CD105 ïîëó÷åííûìè àíòèòåëàìè èñ-
ñëåäîâàëè íà ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè, êëåòêàõ äâóõ ýíäîòå-
ëèàëüíûõ ëèíèé (ECV304 è EA. hy926), äâóõ ìîðôîëîãè-
÷åñêè ðàçëè÷íûõ ëèíèÿõ ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà (A172 è
T98G), à òàêæå íà ëèíèè êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ÷å-
ëîâåêà (HEK293). Ïðè ïîäãîòîâêå êëåòîê äëÿ êàæäîãî
îïûòà â öåíòðàëüíûå ÷åòûðå ðÿäà 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøå-
òà çàñåâàëè êëåòêè HEP G2, êîòîðûå ñëóæèëè ðåôå-
ðåíñ-êóëüòóðîé. Â ïåðâûõ è ïîñëåäíèõ ÷åòûðåõ ðÿäàõ
ïëàíøåòà âûðàùèâàëè êëåòêè òåñòèðóåìûõ ëèíèé. Ïî-

504 È. Â. Ñìèðíîâ è äð.

Ðèñ. 5. Ñâÿçûâàíèå ÌÊÀÒ ñ íàòèâíûì àíòèãåíîì Eng-NS0 (áåëûå ñòîëáöû), Eng-NS0, äåíàòóðèðîâàííûì íàãðåâàíèåì äî +90 °Ñ
(ñåðûå ñòîëáöû), èëè Eng-NS0, äåíàòóðèðîâàííûì íàãðåâàíèåì â ïðèñóòñòâèè b-ìåðêàïòîýòàíîëà (÷åðíûå ñòîëáöû).

Îáîçíà÷åíèÿ íàä êàæäîé ãèñòîãðàììîé — èíäåêñû èññëåäóåìûõ ÌÊÀÒ.

Ò à á ë è ö à 2

Êîíêóðåíòíîå èíãèáèðîâàíèå íåìå÷åíûìè ÌÊÀÒ
ñâÿçûâàíèÿ ìå÷åííûõ ïåðîêñèäàçîé ÌÊÀÒ ñ CD105

íà êëåòêàõ HEP G2

Íåìå÷åíûå
ÌÊÀÒ

Ìå÷åííûå ïåðîêñèäàçîé ÌÊÀÒ

4C9 4F4 5B6

4C9 ++ +

4F4 + ++ +

1B4 + ++

5B6 + ++

5H7 ++

5G7 + +

2C8

3G2

Ï ð è ì å ÷ à í è å. «++» — èíãèáèðîâàíèå ñâÿçûâàíèÿ áîëåå 70 %,
«+» — èíãèáèðîâàíèå îò 30 äî 70 %, ïóñòûå ÿ÷åéêè — èíãèáèðîâàíèå
ìåíåå 30 %.



ñåâíûå äîçû êëåòîê ïîäáèðàëè çàðàíåå, ÷òîáû îäíîâðå-
ìåííî ïîëó÷èòü êîíôëþýíòíûå ìîíîñëîè âñåõ òðåõ êóëü-
òóð â êàæäîì ïëàíøåòå. Òàêàÿ ïîñòàíîâêà îïûòîâ ïîçâî-
ëèëà ñòàíäàðòèçèðîâàòü ïîêàçàòåëè ÎÏ èññëåäóåìûõ
êóëüòóð êëåòîê îòíîñèòåëüíî äàííûõ ðåôåðåíñíûõ êëå-
òîê HEP G2 (ðèñ. 8).

Íà ðèñ. 8 ìîæíî âèäåòü, ÷òî íàèáîëüøèé óðîâåíü ýê-
ñïðåññèè CD105 ïðèñóù ÌÑÊ è êëåòêàì EA. hy926.
Êëåòêè ëèíèé ECV304 è A172 ýêñïðåññèðóþò àíòèãåí
ïðèìåðíî íà òîì æå óðîâíå, ÷òî è êëåòêè HEP G2. Äâå
êëåòî÷íûå ëèíèè — T98G è HEK293 — èìåþò íèçêèé
óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîãî ìàðêåðà.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ñâÿçûâàíèÿ ÌÊÀÒ ñ àíòèãåíîì íà
êëåòî÷íîé ìåìáðàíå èñïîëüçîâàëè ìåòîä íåïðÿìîé èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè. Íà ðèñ. 9 ïðèâåäåí ïðèìåð âûÿâëå-
íèÿ CD105 íà êëåòêàõ EA. hy926, HEP G2 è HEK293 ñ ïî-
ìîùüþ ÌÊÀÒ 4Ñ9.

Îáñóæäåíèå

Ãèáðèäîìû-ïðîäóöåíòû ÌÊÀÒ, êîòîðûå ïîçâîëèëè
âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâàòü ýíäîãëèí, áûëè ñîçäàíû íà
îñíîâå ëèìôîöèòîâ ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ êëåòêà-
ìè ëåéêåìèè ÷åëîâåêà èëè áåëêàìè, âûäåëåííûìè èç ëè-
çàòîâ òàêèõ êëåòîê (Quackenbush, Letarte, 1985; Haruta,
Seon, 1986). Ïðåäïðèíÿòàÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîïûòêà
çàìåíèòü íàòèâíûé àíòèãåí ôðàãìåíòàìè, ñèíòåçèðîâàí-
íûìè â E. coli, íå ïðèâåëà ê æåëàåìîìó ðåçóëüòàòó. Ðå-
êîìáèíàíòíûå ïîëèïåïòèäû â ñèëó îòñóòñòâèÿ â èõ ñî-
ñòàâå óãëåâîäíûõ êîìïîíåíòîâ îáëàäàëè íèçêîé ãèäðî-
ôèëüíîñòüþ. Íàëè÷èå â ñîñòàâå ìîëåêóë ZP-äîìåíà
òàêæå ñïîñîáñòâîâàëî èõ àãðåãàöèè. Ïðè ââåäåíèè ìû-
øàì ýòè ïîëèïåïòèäû âûçûâàëè ïðîäóêöèþ àíòèòåë, íî
èõ ñïîñîáíîñòü ðàñïîçíàâàòü ìåìáðàííóþ ôîðìó ýíäîã-
ëèíà áûëà íèçêîé. Òåì íå ìåíåå ïîëèïåïòèäû áàêòåðè-
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Ðèñ. 6. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ýíäîãëèíà â ðàñòâîðå ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû äâóõöåíòðîâîãî ÈÔÀ.

à — êàëèáðîâî÷íûé ãðàôèê âûÿâëåíèÿ ýíäîãëèíà Eng-NS0 ñ ïîìîùüþ ÌÊÀÒ 4F4 íà òâåðäîé ôàçå è ìå÷åííîãî ïåðîêñèäàçîé ÌÊÀÒ 4Ñ9; á — äèíà-
ìèêà íàêîïëåíèÿ ýíäîãëèíà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ ëèíèè EA.hy926. Ïðÿìûå ëèíèè — ëèíèè ðåãðåññèè, ñåðûå çîíû — èõ

95%-íûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû.

Ðèñ. 7. Ãðàôèêè òèòðîâàíèÿ ÌÊÀÒ íà êëåòêàõ HEP G2 ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà ÈÔÀ.



àëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îêàçàëèñü ïîëåçíûìè ïðè õàðàê-
òåðèñòèêå ìíîãèõ ÌÊÀÒ ê ýíäîãëèíó êàê â íàñòîÿùåé
ðàáîòå, òàê è â äðóãèõ èññëåäîâàíèÿõ (Pichuantes et al.,
1997; Van et al., 2009).

Ðåøåíèþ ïîñòàâëåííûõ â ðàáîòå çàäà÷ ñïîñîáñòâî-
âàëè èñïîëüçîâàíèå ãëèêîçèëèðîâàííîãî èììóíîãåíà
Eng-NS0 è îáíàðóæåíèå ñïîñîáíîñòè êëåòîê ëèíèè HEP
G2 ýêñïðåññèðîâàòü íà ìåìáðàíå ëåãêî äåòåêòèðóåìûå
êîëè÷åñòâà ìîëåêóë àíòèãåíà CD105. Èììóíèçàöèÿ ãëè-
êîçèëèðîâàííûì àíòèãåíîì ïîçâîëèëà èíäóöèðîâàòü ó
ìûøåé ñèíòåç àíòèòåë, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ íà-
òèâíûìè ìîëåêóëàìè, ñèíòåçèðóåìûìè íîðìàëüíûìè è
òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà (ÌÑÊ, HEP
G2 è EA. hy926).

Ñî÷åòàíèå ïðè ñêðèíèíãå ãèáðèäîì äâóõ ïîäõîäîâ —
âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ñ ïîìîùüþ ðåêîìáèíàíòíûõ ïî-

ëèïåïòèäîâ è äåòåêöèè àíòèòåë ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ íà êëåò-
êàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìåìáðàííóþ ôîðìó àíòèãåíà,
ïîçâîëèëî îòîáðàòü êëîíû-ïðîäóöåíòû ÌÊÀÒ, ðàñïîçíà-
þùèõ ðàçëè÷íûå ýïèòîïû íà íàòèâíûõ è äåíàòóðèðî-
âàííûõ ìîëåêóëàõ ýíäîãëèíà. Èñïîëüçîâàíèå ÈÔÀ íà
êëåòêàõ äëÿ ïåðâè÷íîãî ñêðèíèíãà ãèáðèäîâ ïîçâîëèëî
èçîëèðîâàòü êóëüòóðû, ïðîäóöèðóþùèå àíòèòåëà, ñïåöè-
ôè÷íûå ê ýïèòîïàì CD105.

Ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííûì äàííûì, ó÷àñòêè ìîëåêó-
ëû ýíäîãëèíà, îòâåòñòâåííûå çà ïåðåäà÷ó àíãèîãåííûõ
ñèãíàëîâ, ïðè èììóíèçàöèè ìûøåé ëèíèè BALB/c âûçû-
âàþò ñëàáûé èììóííûé îòâåò (Nolan-Stevaux et al., 2012).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â êà÷åñòâå äîíîðîâ èììóííûõ ñïëå-
íîöèòîâ áûëè èñïîëüçîâàíû ìûøè F1(SJL/J�BALB/c).
Ýòîò âûáîð áûë ïðîäèêòîâàí ðàíåå ïîëó÷åííûìè â ëàáî-
ðàòîðèè äàííûìè î òîì, ÷òî ðåïåðòóàð ýïèòîïíîé ñïåöè-
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Ðèñ. 8. Ñðàâíåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ýíäîãëèíà, âûÿâëåííûõ ñ ïîìîùüþ ÌÊÀÒ, íà ìåìáðàíàõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ ëèíèé.

Íàèìåíîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé óêàçàíû íàä ñîîòâåòñòâóþùèìè ÷àñòÿìè ðèñóíêà. Çíà÷åíèÿ ÎÏ, ïîëó÷åííûå äëÿ êëåòîê HEP G2, ïðèíÿòû çà 1 (ãîðè-
çîíòàëüíûå ëèíèè). Âíèçó ïî ãîðèçîíòàëè — øèôðû èññëåäóåìûõ ÌÊÀÒ.

Ðèñ. 9. Âûÿâëåíèå CD105 (çåëåíîå ñâå÷åíèå) íà ìåìáðàíàõ êëåòîê ýíäîòåëèÿ (EA.hy926), ãåïàòîêàðöèíîìû (HEP G2) è êëåòîê
ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ÷åëîâåêà (HEK293).

Êëåòêè âûðàùåíû íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ æåëàòèíîì, ïðîèíêóáèðîâàíû â ðàñòâîðå ÌÊÀÒ 4Ñ9 (5 ìêã/ìë), çàòåì â ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåè-
íîì êîçüèõ àíòèòåëàõ ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè. ßäðà îêðàøåíû èîäèäîì ïðîïèäèÿ (êðàñíîå ñâå÷åíèå). Îá. 10�.



ôè÷íîñòè àíòèòåë, ãåíåðèðóåìûõ æèâîòíûìè ãåíîòèïîâ
SJL/J è F1(SJL/J�BALB/c), îòëè÷àåòñÿ ñâîåîáðàçèåì
(Êëèìîâè÷ è äð., 1999).

Ïîëó÷åííîå ñåìåéñòâî ñîäåðæèò äåñÿòü íîâûõ
ÌÊÀÒ, ðàñïîçíàþùèõ íà ìîëåêóëå ýíäîãëèíà íå ìåíåå
âîñüìè àíòèãåííûõ ó÷àñòêîâ. Âñå äåñÿòü ÌÊÀÒ ðàñïî-
çíàþò äåòåðìèíàíòû, ïðåäñòàâëåííûå íà íàòèâíîé ìîëå-
êóëå ýíäîãëèíà; äâà èç íèõ ðàñïîçíàþò òàêæå äåíàòóðè-
ðîâàííûé àíòèãåí. Âîñåìü èç ïîëó÷åííûõ ÌÊÀÒ âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ ìåìáðàííîé ôîðìîé ýíäîãëèíà CD105.
Ìîëåêóëà ýíäîãëèíà ÿâëÿåòñÿ ãîìîäèìåðîì, îáëàäàåò
ñëîæíîé òðåõìåðíîé ñòðóêòóðîé è âîâëå÷åíà â îáðàçîâà-
íèå ìóëüòèìåðíûõ ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ, â ñîñòàâ êî-
òîðûõ âõîäÿò äðóãèå ìåìáðàííî-àññîöèèðîâàííûå ìîëå-
êóëû. Ïîýòîìó óñòàíîâëåíèå òî÷íîãî êîëè÷åñòâà ðàñïî-
çíàâàåìûõ ÌÊÀÒ ýïèòîïîâ è âûÿñíåíèå èõ âçàèìíîãî
ðàñïîëîæåíèÿ òðåáóþò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Ðàñòâîðèìàÿ ôîðìà ýíäîãëèíà ïîÿâëÿåòñÿ â ñðåäå êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê âñëåäñòâèå àêòèâíîñòè ìàòðèêñíîé
ìåòàëëîïðîòåàçû ÌÌP—14, êîòîðàÿ îòùåïëÿåò ïðàêòè-
÷åñêè âñþ ýêñòðàêëåòî÷íóþ ÷àñòü ìîëåêóëû (Hawinkels
et al., 2010). Åå ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà äîëæíà áûòü áëèçêà ê
80 êÄà (Van et al., 2009). Â òî æå âðåìÿ ìàññà ðàñòâîðè-
ìîé ìîëåêóëû ýíäîãëèíà, âûÿâëÿåìîé â ñûâîðîòêå êðîâè
÷åëîâåêà, áëèçêà ê 65 êÄà (Gregory et al., 2013). Ïðè÷èíó
ýòîãî ðàñõîæäåíèÿ åùå ïðåäñòîèò óñòàíîâèòü. Ñîçäàííàÿ
â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ ÌÊÀÒ äâóõ-
öåíòðîâàÿ èììóíîôåðìåíòíàÿ ñèñòåìà ïîçâîëÿåò äåòåê-
òèðîâàòü äî 0.1 íã/ìë ýíäîãëèíà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê. Âîçìîæíî, ñ ïîìîùüþ íîâûõ ÌÊÀÒ óäàñòñÿ
óòî÷íèòü ïðåäñòàâëåíèÿ î ïðîèñõîæäåíèè è ñòðóêòóðå
ðàñòâîðèìîé ôîðìû ìîëåêóëû ýíäîãëèíà.
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Endoglin (CD105) is the marker of endothelial and mesenchymal stem cells and the component of TGF-b,
BMP-9 and BMP-10-binding receptor complexes. Its expression is significantly increased on blood vessels en-
dothelium of ischemic tissues and growing tumors. Measurement of concentration of the soluble endoglin in the
serum or urine is used as a method for diagnosing cancer and pregnancy disorders. The aim of this work was to
create a novel family of monoclonal antibodies recognizing endoglin on the cell surface and in biological fluids.
Murine myeloma cells’ derived recombinant protein representing the whole extracellular part of endoglin was
used as an antigen. F1(SJL/J�BALB/c) mice were the donors of immune splenocytes. Hybridoma screening
procedures were performed using E. coli-produced copies of the antigen, endoglin-expressing immortalized hu-
man cell lines, and primary cultures of human mesenchymal stromal cells. Ten novel monoclonal antibodies
recognizing at least eight distinct epitopes were produced. Eight antibodies bind membrane form of endoglin on
the surface of normal and transformed human cells derived from different tissue sources. Two antibodies reco-
gnize linear antigenic determinants of the molecule and can be used to detect endoglin by western blot. Sand-
wich ELISA system was designed in order to measure soluble endoglin in cell culture medium.

K e y w o r d s: endoglin, CD105, monoclonal antibodies.
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