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Моноклональнi антитiла, що специфiчнi до Е-регiону
фiбрин(оген)у людини

Отримано моноклональнi антитiла (монАТ) класу IgG2а, епiтоп для яких знаходиться
в дiлянцi Е3-фрагмента фiбрину Аα20–78. Турбiдиметричним методом аналiзу вста-
новлено, що данi монАТ та їх Fab-фрагменти iнгiбують процес полiмеризацiї фiбрину.
Методом т-IФА встановлено, що монАТ реагують з фiбриногеном, фiбрином та його
Е3-фрагментом, однак не реагують з (DD)E-комплексом, в якому реалiзована взаємодiя
центрiв полiмеризацiї “А”–”а”, що, очевидно, екранує зону епiтопу Аα20–78.

Молекула фiбриногену є мультидоменним бiлком системи зсiдання кровi, в якому розрiз-
няють центральний регiон Е, два периферичних регiони D та два αС-регiони. При акти-
вацiї системи зсiдання кровi утворюється фермент тромбiн, який перетворює фiбриноген
на фiбрин desА, здатний до спонтанної полiмеризацiї за рахунок мiжмолекулярного зв’язу-
вання центра “А” (Аα17Gly-18Pro-19Arg) з комплементарним йому “а” (γGln-329, γAsp-330,
γHis-340 та γAsp-364). Надалi вiдбувається утворення протофiбрил, їх латеральна асоцiа-
цiя, формування фiбрили та в кiнцевому рахунку — утворення тривимiрної сiтки фiбрину,
яка є каркасом будь-якого тромбу [1].

Метою цiєї роботи було схарактеризувати моноклональнi антитiла (монАТ), епiтоп для
яких знаходиться поблизу центра полiмеризацiї “А”, та дослiдити їх вплив на процес по-
лiмеризацiї фiбрину.

Для iмунiзацiї мишей як антиген використовували сумiш полiпептидних ланцюгiв фiб-
рину, якi отримували методом, описанним у статтi [2]. Мишам лiнiї ВАLB/c у порожнину
черева вводили по 100 мкг антигену у виглядi емульсiї з повним ад’ювантом, а через три
тижнi — з неповним ад’ювантом Фрейнда. Через 10 дiб визначали титр специфiчних антитiл
до фiбрин(оген)у в сироватцi кровi за допомогою твердофазного iмуноферментного аналiзу
(т-IФА) [3]. Остання iмунiзацiя була зроблена за три доби до проведення гiбридизацiї.

Для гiбридизацiї використовували клiтини селезiнки iмунiзованої мишi та клiтини мiєло-
ми Х63-Аg8.653 (“Flow Laboratories”, Англiя). До осаду сумiшi клiтин додавали 1 мл 50%-го
полiетиленглiколю (“Sigma”, США). Вiдразу пiсля цього клiтини промивали поживним се-
редовищем Хенкса (“Sigma”, США) шляхом центрифугування при 1 тис. об/хв. Осад клiтин
суспендували в селективному поживному середовищi RPMI 1640, яке мiстило 10−4 моль/л
гiпоксантину, 4·10−7 моль/л амiноптеридину, 1,6·10−5 моль/л тимiдину (ГАТ), 20%-ї ембрiо-
нальної сироватки великої рогатої худоби, та розсiювали в 24-лунковi планшети (“Сostar”,
США). Через 10 дiб у лунках з клiтинами поживне середовище з ГАТ замiнювали на пожив-
не середовище з ГТ (10−4 моль/л гiпоксантину, 1,6 · 10−5 моль/л тимiдину) та проводили
скринiнг гiбридом на наявнiсть специфiчних антитiл, використовуючи метод т-IФА. Як ан-
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тигени у лунках планшета були адсорбованi фiбриноген або фiбрин desАВ на планшетах
(“Sarsted”, США). Позитивнi гiбридоми клонували методом кiнцевих розведень. Частину
клiтин заморожували за загальноприйнятим методом, а частину культивували для нагро-
мадження культуральної рiдини.

МонАТ видiляли з культуральної рiдини методом афiнної хроматографiї на сефаро-
зi (“Sigma”, США) з iмобiлiзованим фiбриногеном, отриманим у лабораторiї Iн-ту бiохiмiї
iм. О.В. Палладiна НАН України [4]. Зв’язанi з сорбентом монАТ елюювали 0,1 моль/л
глiцин–НСl буфером, pH 2,8. Для запобiгання процесу денатурацiї монАТ вiдразу пiсля
елюювання антитiл додавали 1 моль/л розчин К2НРО4. Наявнiсть бiлка встановлювали
на спектрофотометрi при довжинi хвилi 280 нм. Далi проводили дiалiз i концентрування
розчину антитiл за допомогою ультрафiльтрацiї на концентраторi (“Amicon”, США).

Було отримано шiсть гiбридом, якi продукують монАТ, що специфiчно реагують з фiб-
риногеном, фiбрином людини. У табл. 1 наведено значення констант дисоцiацiї монАТ в
реакцiї з Е3-фрагментом фiбрину, що визначали непрямим конкурентним т-IФА, як описано
в [3]. Клас та субклас iмуноглобулiнiв визначали за допомогою антисироваток до iзотопiв
мишей фiрми (“Clinical Credential ICN Immunobiologicals”, США). Встановлено, що всi шiсть
монАТ вiдносяться до iзотипу IgG2а.

Епiтоп отриманих монАТ локалiзували методом т-IФА з використанням отриманих
у лабораторiї нашого iнституту бiлкiв та їх фрагментiв: фiбриноген [4], фiбрин desAB [5],
D-фрагмент [6], фракцiя αС-фрагмента фiбриногену [7], D-димер фiбрину [8] та Е3-фраг-
мент [9]. Вказанi бiлки та фрагменти в концентрацiї 10 мкг/мл адсорбували на полiсти-
ролових планшетах впродовж 18 год при 4 ◦С, пiдбираючи оптимальнi умови (для фiбри-
ногену та αС-фрагмента — у 0,2 моль/л амонiйацетатному буферi, pH 8,5; для фiбринiв
desА та desАВ у цьому самому буферi з додаванням 3 моль/л сечовини, для D-димеру
та Е3-фрагмента — 0,02 моль/л бiкарбонатному буферi, pH 9,5). Далi в лунки планше-
та вносили по 100 мкл очищених монАТ з концентрацiєю 10 мкг/мл. Зв’язанi на план-
шетi монАТ виявляли за допомогою мiчених пероксидазою антитiл кроля до IgG мишi
(“Sigma”, США). Усi шiсть монАТ реагують однаково з перерахованими вище антигена-
ми, рис. 1 iлюструє результати т-IФА для довiльно вибраного монАТ II-5C. З рисунку а
видно, що монАТ II-5C найкраще реагує з Е3-фрагментом фiбрину, фiбрином desAB, слаб-
ше — з фiбриногеном, i зовсiм не реагує з D-димером, D-фрагментом та з 24 кДа фраг-
ментом αС-регiону. Було припущено, що епiтоп для всiх отриманих монАТ знаходиться
в Е3-фрагментi фiбрину. Для перевiрки припущення за допомогою конкурентного iмуно-
ферментного аналiзу дослiджено реакцiю отриманих монАТ з Е3-фрагментом фiбрину, сор-
бованим на основу, та таким, що знаходиться у розчинi (див. б на рис. 1). Результати, що
представленi на рис. 1, свiдчать, що епiтоп для монАТ II-5C знаходиться в Е3-фрагментi
фiбрину.

Таблиця 1. Значення KD для реакцiй зв’язування монАТ iз фiбрином desАВ

монАТ KD (фiбрин desАВ), моль/л

III-6A 3,2 · 10−9

IV-3D(6d) 8,7 · 10−10

II-5C 2,8 · 10−9

II-4A 4,6 · 10−9

IV-3D(5d) 2,2 · 10−9

IV-3D(6b) 7,5 · 10−10
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Рис. 1. Iмуноферментний аналiз (ELISA) зв’язування: а — монАТ II-5С з iммобiлiзованими на планшетi
рiзними бiлками та їх фрагментами [1 — Е3-фрагмент; 2 — фiбрин desAB; 3 — фiбриноген; 4 — D-димер;
5 — D-фрагмент]; б — Е3-фрагмента фiбрину, сорбованого на основi, та таким, що знаходиться в розчинi
з монАТ II-5С

Рис. 2. Конкуренцiя монАТ III-6A, IV-3D й II-5C з з бiотинильованими монАТ II-5C за мiсце зв’язування
на фiбринi desАВ (т-IФА):
1 — II-5C; 2 — III-6А; 3 — IV-3D(5d)

Для з’ясування, чи збiгаються епiтопи отриманих монАТ мiж собою, було проведено
конкурентний iмуноферментний аналiз за допомогою т-IФА. В лунки мiкропланшетiв з iмо-
бiлiзованим фiбрином desAB вносили по 0,1 мл сумiшi бiотинильованих монАТ II-5C (кон-
центрацiя 0,4 мкг/мл) з розтитрованими iншими монАТ III-6A, IV-3D або II-5C вiд 200 до
3,12 мкг/мл. Мiкропланшети iнкубували впродовж 1 год при температурi +37 ◦C, потiм
промивали i подальшi манiпуляцiї проводили аналогiчно описаним в публiкацiї [3].

На рис. 2 наведено данi iмуноферментного аналiзу лише для трьох монАТ, однак й iншi
отриманi монАТ конкурують один з одним за мiсце зв’язування зi своїм епiтопом на фiбринi.
Отже, для всiх монАТ епiтопи збiгаються або перекриваються. Дослiдження проводились
з довiльно вибраним клоном II-5C.

Для локалiзацiї епiтопу II-5C проводили iмуноблот аналiз з ланцюгами фiбриногену та
Е3-фрагмента фiбрину за методом, наведеним в працi [10]. Результати iмуноблот аналi-
зу показали, що монАТ II-5C реагує лише з Аα-ланцюгом фiбриногену та Е3-фрагмента
(Аα20–78), тобто його епiтоп знаходиться в дiлянцi Аα20–78 [11].

Цiкавi данi були отриманi при використаннi монАТ II-5C як “tag”-антитiла разом з фiб-
рин специфiчним “catch”-антитiлом I-3C. У цьому випадку реакцiя монАТ II-5C з мономер-
ним фiбрином desАВ (у присутностi синтетичного пептиду GPRP), зв’язаним з “catch”-ан-
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Рис. 3. Залежнiсть максимальної швидкостi латеральної асоцiацiї фiбрину (а), lag-перiоду (б ), кiнцевої
мутностi фiбринового згустку (в) вiд молярного спiввiдношення монАТ II-5C до фiбрину (турбiдиметричний
аналiз)

Рис. 4. Зв’язування (DD)E-комплексу з монАТ II-5C: а — антигени сорбованi: 1 — фiбрин desAB; 2 —
(DD)E-комплекс у розчинi; 3 — D-димер; б — бiсайтовий т-IФА (“catch”-антитiло — монАТ II-5C, “tag”-II-4d):
1 — фiбрин desAB у розчинi; 2 — (DD)E-комплекс у розчинi

титiлом I-3C, була вiдсутня. Натомiсть при використаннi монАТ II-5C як “catch”-антитiла,
а монАТ I-3C або II-4d як “tag” спостерiгалась реакцiя з фiбрином. Було перевiрено, чи
не конкурують антитiла I-3C й II-5C один з одним за мiсце зв’язування зi своїм епiтопом
на молекулi фiбрину. Конкуренцiя була вiдсутня, якщо фiбрин був адсорбований на план-
шетi. Отже, при зв’язуваннi фiбрину desAB з монАТ I-3C, епiтоп для якого знаходиться
у Вβ118–134 фiбрину [12], певно вiдбувається структурна перебудова молекули фiбрину
i дiлянка Аα20–78 стає недоступною для монАТ II-5C.

Дослiджено вплив монАТ II-5C на процес полiмеризацiї фiбрину за допомогою турбiди-
метричного методу [13]. Встановлено, що отримане монАТ II-5С приблизно вдвiчi знижує
максимальну швидкiсть полiмеризацiї фiбрину при еквiмолярному спiввiдношеннi до бiл-
ка. При цьому кiнцева мутнiсть фiбринового згустку зменшувалась у присутностi монАТ
приблизно на 50%, а lag-перiод збiльшувався приблизно на 30% (рис. 3). Також дослiджено
iнгiбуючу дiю на полiмеризацiю фiбрину Fab-фрагмента даного монАТ, який становить 1/3
частини його молекули. Fab-фрагмент був отриманий на колонцi папаiн-сефароза 4В
за ранiше описаною методикою [14]. Iнгiбування процесу полiмеризацiї фiбрину монАТ
можна пояснити тим, що зв’язування вказаного монАТ/Fab II-5C зi своїм епiтопом, який
знаходиться в близько розташованiй до центра полiмеризацiї “А” (Аα17Gly–18Pro–19Arg)
дiлянцi фiбрину Аα20–78, спричинює стеричну перешкоду мiжмолекулярнiй взаємодiї
“А”–”а”. Також, монАТ II-5C не реагує з iзольованим (DD)E-комплексом, який є структур-
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ною основою утворення полiмерного фiбрину (рис. 4) [15]. Це свiдчить про те, що дiлянка
фiбрину Аα20–78 стає недоступною пiсля зв’язування центрiв “А”–”а”.

Таким чином, нами отримано та схарактеризовано монАТ II-5C, епiтоп для яких зна-
ходиться в дiлянцi фiбрину Аα20–78. Показано, що взаємодiя центрiв “А”–”а” при мiжмо-
лекулярному зв’язуваннi фiбрину екранує зону епiтопу Аα20–78. Данi монАТ в подальшо-
му можна використовувати для дослiдження механiзмiв структурних перебудов, якi вiдбу-
ваються в процесi перетворення фiбриногену в фiбрин пiд дiєю тромбiну.

1. Yang Z., Mochalkin I., Doolittle R. F. A model of fibrin formation based on crystal structures of fibrinogen
and fibrin fragments complexed with synthetic peptides // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 2000. – 97. –
P. 14156–14161.

2. Henschen A., Edman P. Large scale preparation of S-carboxymethylated chains of human fibrin and fibri-
nogen and the occurrence of α-chain variants // Biochim. Biophys. Acta. – 1972. – 263, No 2. – P. 351–367.

3. Friguet B., Chaffotte A.F., Djavadi-Ochaniance Z., Goldberg M.E. Measurement of the true affinity
constant in solution of antigen-antibody complexes by ensyme-linked immunosorbent assay // J. Immunol.
Meth. – 1985. – 77, No 2. – P. 305–319.

4. Varetskaya T.V. Microheterogeneity of fibrinogen. Cryofibrinogen // Укр. бiохiм. журн. – 1960. – 32. –
P. 13–24.

5. Belitser V.A., Varetskaja T.V., Malneva G.V. Fibrinogen-fibrin interaction // Biochim. Biophys. Acta. –
1968. – 154. – P. 376–380.

6. Medved L.V., Novohatni V.V., Privalov P. L. The preparation and investigation of the structure organi-
zation of the active and nonactive form of D fragment of fibrinogen molecule // Mol. Biol. – 1982. – 16. –
P. 1195–1202.

7. Позняк Т.А., Колеснiкова I.М., Макогоненко Є.М. та iн. Змiни просторової орiєнтацiї αС-регiонiв
у молекулi фiбриногену пiд час його трансформацiї у полiмерний фiбрин // Доп. НАН України. –
2012. – № 5. – С. 163–169.

8. Marder V. J., Budzynski A. Z., Barlow G.H. Comparison of the physiochemical properties of fragment D
derivatives of fibrinogen and fragment DD of cross-linked fibrin // Biochim. Biophys. Acta. – 1976. – 427. –
P. 1–14.

9. Hasan A.K., Chang Won S., Budzynski A. Z. Binding of fibrin fragments to one-chain and two-chain tissue-
type plasminogen activator // Blood. – 1992. – 79, No 9. – P. 2313–2321.

10. Tsang V.C.W., Peralta J.M., Simons A.R. Enzyme-linked immunoelectrotransfer blot techniques (EI-
TB) for studying the specificities of antigens and antibodies separated by gel electrophoresis // Methods
Enzymol. – 1983. – 92. – P. 377–391.

11. Lottspeich F., Henschen A. Amino acid sequence of human fibrin. Preliminary note on the completion of
the N-terminal part of the alpha-chain sequence // Hoppe-Seylers Z. Phys. Chem. – 1978. – 359, No 11. –
P. 1611–1616.

12. Lugovskoy E.V., Gritsenko P.G., Kolesnikova I.N. et al. A neoantigenic determinant in coiled coil region
of human fibrin beta-chain // Thromb Res. – 2009. – 123, No 5. – P. 765–770.

13. Гриценко П. Г., Луговськой Е.В., Кошель Т.А. та iн. Вплив калiксарен-метиленбiсфосфонових кис-
лот на полiмеризацiю фiбрину // Доп. НАН України. – 2010. – № 1. – С. 175–179.

14. Lugovskoy E.V., Gritsenko P.G., Kapustianenko L.G. et al. Functional role of beta-chain N-terminal
fragment in the fibrin polymerization process // FEBS J. – 2007. – 274, No 17. – P. 4540–4549.

15. Moskowitz K.A., Budzynski A. Z. The (DD)E complex is maintained by a composite fibrin polymerization
site // Biochem. – 1994. – 33, No 44. – P. 12937–12944.

Надiйшло до редакцiї 15.11.2013Iнститут бiохiмiї iм. О.В. Палладiна
НАН України, Київ

166 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2014, №4



Т. А. Позняк, И.Н. Колесникова, Л.М. Литвинова ,
О.П. Костюченко, Л. П. Урвант, В. Е. Хаджинова,
член-корреспондент НАН Украины Э.В. Луговской,
академик НАН Украины C.B. Комисаренко

Моноклональные антитела, специфические к Е-региону
фибрин(оген)а человека

Получены моноклональные антитела (монАТ) класса IgG2а, эпитоп для которых находится
в области Е3-фрагмента фибрина Аα20–78. Турбидиметрическим методом анализа уста-
новлено, что данные монАТ и их Fab-фрагменты ингибируют процесс полимеризации фиб-
рина. Методом т-ИФА установлено, что эти монАТ реагируют с фибриногеном, фибрином
и его Е3-фрагментом, однако не реагируют с (DD)E-комплексом, в котором реализовано
взаимодействие центров полимеризации “А”–”а”, что, очевидно, экранирует зону эпитопа
Аα20–78.
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Monoclonal antibodies specific to the E-region of human fibrin(ogen)

The monoclonal antibodies (mAbs) of IgG2a type have been obtained. The epitope for them is in the
E3 fibrin fragment Aα20–78. The results of turbidity analysis indicate that mAbs and their Fab-
fragments inhibit the fibrin polymerization. It has been showed by ELISA that these mAbs react
with fibrinogen, fibrin, and its E3-fragment, but do not react with (DD)E-complex, in which the
interaction of polymerization sites “A”–“a” is realized. We suggest that the “A”–“a” binding screens
the epitope zone Aα20–78.

Вiд редакцiї. У резюме до повiдомлення E.P. Kostiuchenco, I. N. Kolesnikova, L.M. Litvi-
nova et al. Monoclonal antibodies that recognize new neoantigenic determinant of D-dimer of
human fibrin (Доп. НАН України. – 2011. – № 5. – C. 171–175) слiд читати E.P. Kostiuchenko.
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