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Антитела про тив по вер хнос тных кле точ ных бел ков вы пол ня ют важ ную функцию в про це ду рах де -
тек ти ро ва ния, опре де ле ния ста дии диф фе рен ци а ции и вы де ле ния це ле вых по пу ля ций кле ток. По -
вер хнос тные кле точ ные ан ти ге ны час то име ют слож ную струк ту ру внек ле точ но го учас тка
мо ле ку лы, ха рак те ри зу ю щу ю ся силь ным гли ко зи ли ро ва ни ем и ста би ли зи ро ван ную дис ульфид ны ми
свя зя ми. При этом по лу че ние ан ти тел про тив та ких бел ков яв ля ет ся не три ви аль ной за да чей. Цель. 
Раз ра бо тать стра те гию по лу че ния ре ком би нан тных ан ти тел про тив по вер хнос тных кле точ ных
би о мар ке ров. Ме то ды. Ко нстру и ро ва ние биб ли о те ки кДНК ге нов VH и VL им му ног ло бу ли нов жи -
вот ных, им му ни зиро ван ных ре ком би нан тным ан ти ге ном, и ис поль зо ва ние би о пен нин га на ан ти -
ген-по зи тив ных клет ках для об ога ще ния ис ход ной биб ли о те ки по сле до ва тель нос тя ми це ле вых
ан ти тел. Де тек ти ро ва ние и от бор кло нов – про ду цен тов це ле вых ан ти тел осу ще ствля ли с по -
мощью вы со коп ро дук тив ных ав то ма ти зи ро ван ных сис тем. Ре зуль та ты. По лу че на па нель из пяти
ан ти тел, рас поз на ю щих ан ти ген на по вер хнос ти CD34-по зи тив ных кле ток. Вы во ды. Пред ло жен -
ная стра те гия мо жет быть использована для по лу че ния ан ти тел про тив по вер хнос тных кле точ -
ных ан ти ге нов.

Клю че вые сло ва: CD34, фа го вый дис плей, ре ком би нан тные од но це по чеч ные ан ти те ла (ScFv), би о -
пен нинг.

Вве де ние. Де тек ти ро ва ние и от бор раз но об раз ных
по пу ля ций кле ток из об ще го пула лейкоцитов кро -
ви про во дят, ис поль зуя в ка чес тве мар ке ров бел ки,
спе ци фи чес ки пред став лен ные на по вер хнос ти
кле ток дан ной по пу ля ции, об озна ча е мые CD (Clus-
ter of Differentiation). 

CD34 был от крыт в ре зуль та те ис поль зо ва ния
стра те гии по лу че ния ан ти тел про тив ан ти ге нов на

по вер хнос ти не боль ших суб по пу ля ций лей ко ци тов 
че ло ве ка [1]. Он пред став ля ет со бой силь но гли ко -
зи ли ро ванный по вер хностный кле точ ный бе лок с
мо ле ку ляр ной мас сой око ло 110 кДа.

В даль ней шем было по ка за но, что CD34 можно
ис поль зо вать для де тек ти ро ва ния и вы де ле ния из
кос тно го моз га и пе ри фе ри чес кой кро ви по пу ля -
ции кле ток, об ес пе чи ва ю щих воз об нов ле ние ге ма -
то по э за у ле таль но об лу чен ных жи вот ных при
транс план та ции [2]. В на сто я щее вре мя он яв ля ет ся 
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одним из трех основ ных мар ке ров ге ма то по э ти чес -
ких ство ло вых кле ток. 

В мо ле ку ляр ном от но ше нии CD34 пред став ля -
ет со бой транс мем бран ный бе лок пер во го ти па, со -
дер жа щий внек ле точ ный до мен со слож ной струк -
ту рой, вклю ча ю щей силь но гли ко зи ли ро ван ный
N-кон це вой учас ток, а так же гло бу ляр ный учас ток, 
ста би ли зи ро ван ный тре мя дис ульфид ны ми свя зя -
ми. Та кое раз но об ра зие ан ти ген ных де тер ми нант в
со ста ве мо ле ку лы об услов ли ва ет  ши ро кий спектр
анти тел, спо соб ных рас поз на вать дан ные ан ти ген -
ные детерминанты.

В на сто я щее вре мя основ ны ми спо со ба ми по лу -
че ния ан ти тел про тив ши ро ко го спек тра ан ти ге нов
яв ля ют ся гиб ри дом ная тех но ло гия и тех но ло гия
фа го во го дис плея. Дис плей од но це по чеч ных ре -
ком би нан тных ан ти тел (single-chain fragment vari-
able – scFv) на по вер хнос ти бак те ри о фа га М13 име -
ет ряд пре и му ществ пе ред гиб ри дом ной тех но ло ги -
ей: у не го бо лее высокая про из во ди тель ность, и его
использование на прав лено на по лу че ние боль ше го
ко ли чес тва и раз но об ра зия це ле вых ан ти тел, в том
чис ле ан ти тел, от су тству ю щих в им мун ном ре пер -
ту а ре жи вот ных-до но ров. Кро ме то го, стан дар тны- 
ми мо ле ку ляр но-би о ло ги чес кими ма ни пу ля циями
мо гут быть ско нстру и ро ваны раз ные фор ма ты ре -
ком би нан тных ан ти тел, при год ных для экс прес сии
клет ками как про- так и эукариотов.

При по лу че нии на бо ра ан ти тел, об ла да ю щих
раз лич ной эпи топ ной спе ци фич нос тью и аф фин -
нос тью (па не ли ан ти тел), час то используют им мун -
ные биб ли о те ки ва ри а бель ных ге нов им му ног ло -
бу ли нов. Пре и му щес твом им мун ных биб ли о тек
кДНК яв ля ет ся из на чаль ное об ога ще ние биб ли о те -
ки по сле до ва тель нос тя ми ан ти ген-спе ци фич ных
ан ти тел. Кро ме то го, бла го да ря аф фин но му доз ре -
ва нию по сле до ва тель нос тей це ле вых ан ти тел в ре -
зуль та те им му ни за ции с вы со кой до лей ве ро ят но-
сти уда ет ся вы де лить вы со ко аф фин ные ре ком би -
нан тные ан ти те ла из ис ход ной биб ли о те ки [3].

Целью дан ной ра бо ты бы ла раз ра бот ка стра те -
гии по лу че ния ре ком би нан тных од но це по чеч ных
ан ти тел про тив по вер хнос тных кле точ ных би о мар -
ке ров на при ме ре ан ти ге на CD34 че ло ве ка.

Ма те ри а лы и ме то ды. Ген но-ин же нер ные ма -
ни пу ля ции с ДНК про во ди ли со глас но ме то дам,

опи сан ным в ру ко во дстве [4]. Имму ни за цию мы-
шей  ре ком би нан тным внек ле точ ным фраг мен том
CD34 чело ве ка (rhExCD34), а так же ко нстру и ро ва -
ние ком би на тор ной биб ли о те ки кДНК ва ри а бель -
ных ге нов им му ног ло бу ли нов осу ще ствля ли, как
описа но в ра бо те [5]. 

Фа го вую биб ли о те ку по лу ча ли по инструк ции
к на бо ру ре ак ти вов «Expression Module Recombi-
nant Phage Antibody System» («Amersham Bioscien-
ces», Шве ция). Клет ки ли нии KG1 ми е лоб лас то ид -
но го про ис хож де ния (Рос сий ская кол лек ция кле -
точ ных куль тур по зво ноч ных, Инсти тут ци то ло гии 
РАН) куль ти ви ро ва ли в сре де RPMI1640 («Sigma»,
США), со дер жа щей 20 %-й раствор эм бри о наль ной 
бычьей сы во ротки («Invitrogen», США). Клет ки ли -
нии SP2/0-Ag14 (Рос сий ская кол лек ция кле точ ных
куль тур по зво ноч ных) куль ти ви ро ва ли в сре де
RPMI1640, со дер жа щей 10 %-ю эм бри о наль ную
бычью сы во рот ку.

Кло ни ро ва ние и по лу че ние rhExCD34 в очи щен -
ной рас тво ри мой фор ме. Фрак цию по ли-А(+) РНК
вы де ля ли из кле ток KG1 с ис поль зо ва ни ем на бо ра
ре ак ти вов «QuickPrep Micro mRNA Purification Kit» 
(«GE Healthcare», Ве ли коб ри та ния) со глас но ре -
ком мен да ци ям про из во ди те ля. кДНК син те зи ро ва -
ли в ре ак ции об рат ной транс крип ции с по мощью
вы рож ден ных гек са нук ле о тид ных прай ме ров. По -
лу чен ная кДНК слу жи ла мат ри цей для ПЦР с прай -
ме ра ми Sense-СD34 (5'-ATC TGA ATT CAT ATG
ATG AGT CTT GAC AAC AAC GG-3') и Antisense-
СD34 (5'-TCA ATC TCG AGG GTC TTT TGG GAA
TAG CTC T-3'), со дер жа щи ми сай ты эн до нук ле аз
рес трик ции NdeI и XhoI соответственно. 

Амплификацию про во ди ли при сле ду ю щих
усло ви ях: 30 цик лов при тем пе ра ту ре 95 °С в те че -
ние 30 с; 55 °С – 30 с, 72 °С – 60 с. По лу чен ную ДНК 
гид ро ли зо ва ли со от ве тству ю щи ми рес трик та за ми,
ли ги ро ва ли с век то ром pET-24a+ и ис поль зо ва ли
для транс фор ма ции кле ток Escherichia coli BL21
(DE3). Для экс прес сии rhExCD34 клетками E. coli
при ме ня ли мо ди фи ци ро ван ный про то кол ау то ин -
дук ции [6]. 

Ре ком би нан тный антиген rhExCD34 очи -
щали и ре на ту рировали из те лец вклю че ния ме то -
дом им мо би ли за ци он ной ме талл-аф фин ной хро ма -
тог ра фии (IMAX) [7].
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Се лек ция фа го вой биб ли о те ки. 1,4⋅1011 фа го вых
час тиц ре сус пен ди ро ва ли в 100 мкл фос фат но-со -
ле во го бу фе ра (ФСБ, 0,14 М NaCl, 2,7 мМ KCl,
10 мМ Na2HPO4, 1,8 мМ KH2PO4, pH 8,0), со дер жа -
ще го 1 %-й бы чий сы во ро точ ный аль бу мин (БСА)
(«Sigma») и 1 мМ ЭДТА (ФСБ/БСА/ЭДТА), за тем
сме ши ва ли с 2⋅107 кле ток KG1 в 200 мкл ФСБ/БСА/
ЭДТА. Сус пен зию ин ку би ро ва ли в те че ние 1 ч при
тем пе ра ту ре 4 оС, про мы ва ли ФСБ/БСА/ЭДТА, ре -
сус пен ди ро ва ли в 400 мкл ФСБ/БСА и де ли ли на
две рав ные час ти. По лу чен ную сус пен зию кле ток
ис поль зо ва ли для вы де ле ния це ле вых фа го вых кло -
нов по схе мам се лек ции А и Б (схе му се лек ции Б
про во ди ли со глас но ме то ди ке, опи сан ной в [8]), се -
лек цию на ре ком би нан тном ан ти ге не про во ди ли по 
схе ме В: 

А – клет ки осаж да ли цен три фу ги ро ва ни ем при
400 g (5 мин), ре сус пен ди ро ва ли в 200 мкл ФСБ/
БСА, со дер жа щем раз ве ден ную в 10 раз сы во рот ку
им му ни зи ро ван ных rhExCD34 мы шей. Инку ба цию 
про во ди ли в те че ние 20 мин при ком нат ной тем пе -
ра ту ре, клет ки осаж да ли цен три фу ги ро ва ни ем. Су -
пер на тант вно си ли в 1 мл сус пен зии кле ток TG1 в
ло га риф ми чес кой фа зе рос та (A600~0,4–0,5) в сре де
2 × YT (17 г/л бак тот рип то на, 10 г/л дрож же во го
экс трак та, 5 г/л NaCl), со дер жа щей 100 мкг/мл ам -
пи цил ли на и 1 %-й рас твор глю ко зы (2 × YT-AG), и
ин ку би ро ва ли (1 ч, 37 °С).

В – в им му но ло ги чес кую про бир ку фир мы
«Nunc» вно си ли рас твор rhExCD34 с кон цен тра ци -
ей 10 мкг/мл в ФСБ и ин ку би ро ва ли в те че ние 1 ч
при ком нат ной тем пе ра ту ре. Мес та не спе ци фи чес -
кой со рбции бло ки ро ва ли ин ку ба ци ей с ФСБ, со -
дер жа щим 0,1 %-й твин-20 (ФСБТ), на про тя же нии
30 мин. Да лее в про бир ку вно си ли 7⋅1010 фа го вых
час тиц, ре сус пен ди ро ван ных в ФСБТ, и ин ку би ро -
ва ли в те че ние 1 ч при ком нат ной тем пе ра ту ре.
Про бир ку с им мо би ли зиро ван ны ми фа го вы ми час -
ти ца ми про мы ва ли 10 раз ФСБТ и 2 раза – ФСБ, за -
тем фаги элю и ро ва ли ин ку ба ци ей с клет ка ми TG1
(1 ч, 37 °С).

Пос ле ин ку ба ции элю и ро ван ных фа гов с клет -
ка ми TG1 алик во ты сус пен зии кле ток рас се ва ли на
чаш ки Пет ри для под сче та ко ли чес тва элю и ро ван -
ных фа го вых час тиц. Остав шу ю ся сус пен зию кле -
ток ис поль зо ва ли для ре ам пли фи ка ции биб ли о те-

ки, как опи са но в ру ко во дстве к «Expression Module 
Recombinant Phage Antibody System». 

Скри нинг фа го вой биб ли о те ки. Клет ки E. coli,
полу чен ные по сле се лек ции, с по мощью сис те мы
Colony Picker QPixII («Genetix», США) по ме ща ли в
384-лу ноч ные по лис ти ро ло вые план ше ты фир мы
«Nunc» в 100 мкл сре ды 2 × YT-AG, на ра щи ва ли в
те че ние 14 ч при t = 30 °С и хра ни ли при тем пе ра ту -
ре 4 °С для даль ней ше го ис поль зо ва ния в ка чес тве
сто ко вой куль ту ры. Для ин дук ции экс прес сии сус -
пен зию кле ток со от ве тству ю щих кло нов из сто ко -
вой куль ту ры пе ре но си ли в сре ду 2 × YT-AG и на -
ра щи ва ли в те че ние 4 ч при t = 30 °С. Клет ки осаж -
да ли цен три фу ги ро ва ни ем, су перна тант от би ра ли,
клет ки ре сус пен ди ро ва ли в сре де 2 × YT, со дер жа -
щей 100 мкг/мл ам пи цил ли на и 1 мМ изо про пил-
β-D-ти о га лак то пи ра но зид (ИПТГ). Индук цию экс -
прес сии проводили в те че ние 12–14 ч при t = 30 °С,
клет ки осаж да ли и ис поль зо ва ли для по лу че ния пе -
рип лаз ма ти чес ких экс трак тов по [9]. 

Вне се ние и от бор куль ту раль ных сред и кле точ -
ных сус пен зий при им му но а на ли зе кло нов осу ще -
ствля ли с по мощью сис те мы Hydra System («Rob-
bins», США). Свя зы ва ние ан ти тел из пе рип лаз ма -
ти чес ких экс трак тов с ан ти ге ном на по вер хнос ти
кле ток KG1 и rhExCD34 тес ти ро ва ли ме то да ми
FMAT (Fluorometric Microvolume Assay Technolo-
gy) и им му но фер мен тно го ана ли за (ИФА) со от вет-
ствен но. ИФА про во ди ли, как опи са но в [5].

FMAT-а н а л и з: в рас твор RPMI1640 («Sigma») 
со дер жа щий 20 %-ю эм бри о наль ную бычью сы во -
рот ку («Invitrogen»), вно си ли ан ти-E-tag-ан ти те ла,
конъ ю ги ро ван ные с Alexa 633. Рас твор ан ти тел по -
ме ща ли в 384-лу ноч ные план ше ты, опти ми зи ро -
ван ные для FMAT («Applied Biosystems», США). В
со от ве тству ю щие лун ки вно си ли пе рип лаз ма ти -
чес кие экс трак ты, ин ку би ро ва ли в те че ние 1 ч при
ком нат ной тем пе ра ту ре. Пос ле это го до бав ля ли
сус пен зию кле ток KG1 и ин ку би ро ва ли на про тя -
же нии  4 ч в СО2-ин ку ба то ре (t = 37 °С). Флу о рес -
цен цию кле ток из ме ря ли на при бо ре FMAT 8100
HTS («Applied Biosystems»). Свя зы ва ние ScFv с rh-
ExCD34 в рас тво ре ви зу а ли зи ро ва ли, опре де ляя их
вза и мо де йствие в при су тствии rhExCD34 с по верх-
нос тным кле точ ным ан ти ге ном по сни же нию ин-
тен сив нос ти флу о рес цен ции. Спе ци фич ность свя-
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зы ва ния ан ти тел с бел ка ми на по вер хнос ти кле ток
KG1 вы яв ля ли ин ку ба ци ей с клет ка ми SP2/0-Ag14.

Имму но хи ми чес кое окра ши ва ние пре па ра тов
кле ток KG1. Сус пен зию кле ток KG1 на но си ли на
пред мет ные стек ла, фик си ро ва ли в па рах фор ма ли -
на. Пре па ра ты по сле до ва тель но ин ку би ро ва ли с
пе рип лаз ма ти чес ки ми экс трак та ми и ан ти те ла ми
про тив мет ки E-tag, ко ъню ги ро ван ны ми с пе рок си -
да зой хре на. Окра ши ва ли с ис поль зо ва ни ем кра си -
те ля 3, 3'-ди а ми но бен зи ди на («Sigma»).

Анализ свя зы ва ния ScFv с клет ка ми KG1 ме то -
дом про точ ной ци то мет рии. Пе рип лаз ма ти чес кие 
экс трак ты раз во ди ли бу фе ром ФСБ до ко неч ной
кон цен тра ции ScFv 2 мкг/мл, сме ши ва ли с мы ши -
ны ми ан ти-E-tag-ан ти те ла ми и ин ку би ро ва ли в те -
че ние 20 мин при t = 4 °С. Клет ки KG1 (5⋅105 на про-
бу) осаж да ли цен три фу ги ро ва ни ем (400 g, 5 мин,
4 оС), ре сус пен ди ро ва ли в бу фе ре ФСБ/БСА/NaN3

(ФСБ, со дер жа щий 1 % БСА и 0,02 % ази да на трия)
и ин ку би ро ва ли (40 мин, 4 °С) с при го тов лен ны ми
рас тво ра ми ан ти тел. Клет ки про мы ва ли бу фе ром
ФСБ/БСА/NaN3 и ин ку би ро ва ли с ан ти те ла ми про -
тив им му ног ло бу ли нов мы ши, конъ ю ги ро ва ны ми с 
ФИТЦ (F(ab')2-FITC, «Sigma»). 

Свя зы ва ние ScFv с клет ка ми ана ли зи ро ва ли,
ис поль зуя про точ ный ци тоф лу о ри метр EPICS XL
(«Beckman Coulter», США). Кон тро лем ау тоф лу о -
рес цен ции для ка на ла ФИТЦ слу жи ла сус пен зия
не окра шен ных кле ток. Экспрес сию мар ке ра CD34
клет ка ми KG1 опре де ля ли с по мощью ФИТЦ-
конъ ю ги ро ван ных мо нок ло наль ных ан ти тел про -
тив CD34 (клон 581, «Beckman Coulter»). Ре зуль та -
ты ана ли зи ро ва ли с ис поль зо ва ни ем про грам мно го 
об ес пе че ния BD FACS Diva 6.1.2.

Ре зуль та ты и об суж де ние. Ра нее для по лу че -
ния и очис тки по лик ло наль ных ан ти тел про тив по -
вер хнос тно го кле точ но го мар ке ра CD34 мы успеш -
но ис поль зо ва ли не гли ко зи ли ро ван ный ре ком би -
нан тный внек ле точ ный фраг мент мо ле ку лы
(rhExCD34), по лу чен ный экс прес си ей в клет ках
E. coli. Пос коль ку ре ком би нан тный ан ти ген со хра -
ня ет ряд ан ти ген ных де тер ми нант, сво йствен ных
на тив но му CD34, пред став ля ет ся воз мож ным вы-
де лить ScFv, ис поль зуя для им му ни за ции жи вот -
ных – до но ров rhExCD34. В свя зи с этим пер вым
эта пом ра бо ты ста ло по лу че ние им мун ной ком би -

на тор ной биб ли о те ки ва ри а бель ных учас тков им -
му ног ло бу ли нов мы ши.

Для син те за кДНК V-ге нов и ко нстру и ро ва ния
биб ли о те ки ис поль зо ва ли мРНК из се ле зе нок трех
им мунизированных мы шей (титр спе ци фич ных ан -
ти тел в сы во рот ках 1:256000). Пос ле стан дар тных
ма ни пу ля ций по со став ле нию биб ли о те ки под сче -
том транс фор ман тов опре де ле на ее пред став лен -
ность – 1,8⋅106 ин ди ви ду аль ных кло нов. Фун кци о -
наль ный размер биб ли о те ки, от ра жа ю щий про цент 
кло нов, не су щих по лно раз мер ную встав ку ScFv–
ДНК, со ста вил око ло 90 % про а на ли зи ро ван ных
кло нов (n = 19). Для даль ней шей ра бо ты биб ли о те -
ка бы ла упа ко ва на в бак те ри о фаг M13KO7.

Что бы по лу чить ре ком би нан тные ан ти те ла,
спе ци фич ные к по вер хнос тно му кле точ но му ан ти -
ге ну, в про це ду рах би о пен нин га об ыч но при ме ня -
ют клет ки ан ти ген-по зи тив ных ли ний [10, 11]. По э -
то му для эф фек тив но го от бо ра ан ти тел про тив по -
вер хнос тно го кле точ но го ан ти ге на в про це ду рах
би о пен нин га ис поль зо ва ли клет ки CD34+ ли нии
KG1. Для по лу че ния на и боль ше го спек тра це ле вых 
ан ти тел в даль ней шей ра бо те ис поль зо ва ли две
схемы би о пен нин га на клет ках. Пер вая схе ма (А)
по зво ля ет про во дить на прав лен ный от бор ан ти тел,
рас поз на ю щих эпи то пы, пе ре кры ва ю щи е ся с эпи -
то па ми, рас поз на ва е мы ми по лу чен ны ми на ми по -
лик ло наль ны ми ан ти те ла ми. Сог лас но схе ме А, по -
сле ин ку ба ции фа го вой биб ли о те ки с клет ка ми фа -
ги элю и ро ва ли, добавляя в кле точ ную сус пен зию
сы во рот ки им мун изированных мы шей как ис точ -
ни к ан ти ген-спе ци фич ных ан ти тел.

Вто рая схе ма се лек ции (Б) пред по ла га ет вы де -
ле ние всех фа го вых час тиц, спе ци фи чес ки свя зав -
ших ся с по вер хнос тным кле точ ным ан ти ге ном. Ее
ис поль зо ва ние a priori по зво ля ет по лу чить бо лее
ши ро кий спектр ан ти тел, свя зы ва ю щих ся с це ле -
вым ан ти ге ном, по срав не нию с пред ы ду щей схе -
мой се лек ции. Эта про це ду ра со сто ит в нанесении
ин ку ба ци он ной сме си клет ки –фа ги на орга ни чес -
кую фа зу (ди бу тилфта лат:цик ло гек сан, о/о = 9:1) с
по сле ду ю щим цен три фу ги ро ва ни ем. При этом
клет ки с фа го вы ми час ти ца ми, спе ци фи чес ки свя -
зав ши ми ся с по вер хнос тным кле точ ным ан ти ге -
ном, про хо дят сквозь орга ни чес кую фа зу и об ра зу -
ют оса док на дне цен три фуж ной про бир ки. В то же
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вре мя бак те ри о фа ги, не спе ци фи чес ки свя зав ши е ся
с клет ка ми, оста ют ся в вод ной фа зе [11].

Кро ме то го, что бы про ве рить эф фек тив ность
ис поль зо ва ния rhExCD34 в про це ду рах би о пен -
нин га для по лу че ния ан ти тел про тив дан но го кле -
точ но го ан ти ге на, про во ди ли се лек цию биб ли о те -
ки на им мо би ли зиро ван ном rhExCD34 (по схеме
В). Свя зав ши е ся с ан ти ге ном фа го вые час ти цы по -
сле би о пен нин га по схе мам се лек ции Б и В элю и ро -
ва ли, ин ку би руя их с сус пен зи ей кле ток E. coli, как
опи са но в [10]. Пред по ла га ет ся, что та ким об ра зом
смывают ся фа го вые час ти цы с экс по ни ро ван ны ми
на по вер хнос ти вы со ко аф фин ны ми ScFv, что не
всег да воз мож но при элю ции как кис лым, так и ще -
лоч ным бу фе ром [12].

Пос ле очередного ра ун да се лек ции оценивали
ко ли чество элю и ро ван ных фа го вых час тиц по каж -
дой из схем се лек ции. Как вид но из рис. 1, во всех
по сле ду ю щих циклах се лек ции по вышалось ко ли -
чество элю и ро ван ных фа го вых час тиц. Это сви де-
тельству ет о це ле нап рав лен ном об ога ще нии по пу -
ля ции фа го вых кло нов, экс по ни ру ю щих ан ти те ла,
спе ци фич ные к кле точ ным ан ти ге нам, на по верх-
нос ти кле ток KG1 (ли бо к rhExCD34 при испо льзо -
ва нии схе мы В).

Даль ней шая ра бо та бы ла на прав ле на на от бор
кло нов – про ду цен тов ан ти тел, свя зы ва ю щих ся с
ан ти ге на ми, пред став лен ны ми на по вер хнос ти кле -
ток CD34+ ли нии KG1. Для это го ис сле до ва ли свя -
зы ва ние ан ти тел, про ду ци ру е мых слу чай ным об ра -
зом ото бран ны ми кло на ми по сле двух цик лов се -
лек ции по схе мам А и В (А2 и В2), а так же по сле

вто ро го и треть е го цик лов се лек ции по схе ме Б (Б2
и Б3), с ан ти ге на ми на по вер хнос ти кле ток ли нии
KG1 с по мощью FMAT-ана ли за. Кон тро лем в экс -
пе ри мен те слу жи ли клет ки ли нии SP2/0-Ag14. Сре -
ди про а на ли зи ро ван ных кло нов, по лу чен ных по сле 
се лек ции по схе мам А2 (n = 250) и Б2 (n = 250), ото -
бра ны четыре и 11 кло нов со от ве тствен но, свя зы ва -
ю щих ся с по вер хнос тным кле точ ным ан ти ге ном на 
клет ках KG1. Из 96 кло нов, селек ци о ни ро ван ных
по схе ме Б3, вос емь вза и мо де йство ва ли с ан ти ге -
ном на по вер хнос ти кле ток KG1. Для ан ти тел, по -
лу чен ных по схе ме В2, свя зы ва ния с кле точ ным ан -
ти ге ном не на блю да лось.

Вза и мо де йствие с им мо би ли зиро ван ным rhEx-
CD34 ана ли зи ро ва ли ме то дом ИФА. При этом свя -
зы ва ние с ан ти ге ном отмечено для 208 ан ти тел из
изученных кло нов (n = 384), ото бран ных по схе ме
В2. В то же вре мя свя зы ва ния ан ти тел, про ду ци ру е -
мых кло на ми, ото бран ны ми с по мощью се лек ции
на клет ках, не зафиксировано. 

Раз ли чия в свя зы ва нии ан ти тел, по лу чен ных с
по мощью ука зан ных вы ше схем се лек ции, мож но
об ъ яс нить эпи топ ны ми от ли чи я ми в струк ту ре ре -
ком би нан тно го и на тив но го CD34. Всле дствие гли -
ко зи ли ро ва ния кле точ но го ан ти ге на сай ты свя зы -
ва ния ан ти тел, ото бран ных по схе ме В, мо гут быть
бло ки ро ваны. И на о бо рот, в ре зуль та те би о пен нин -
га на клет ках CD34+ мо гут вы де лять ся ан ти те ла, не
спо соб ные свя зы вать ся с не гли ко зи ли ро ван ным,
ре на ту ри ро ван ным in vitro rhExCD34. Та ким об ра -
зом, от су тствие взаимодействия ан ти тел при ис -
поль зо ва нии схе мы би о пен нин га В с кле точ ным ан -
ти ге ном де мо нстри ру ет не эф фек тив ность дан ной
схе мы се лек ции для по лу че ния ан ти тел про тив на -
тив но го CD34.

На осно ва нии дан ных FMAT-ана ли за ото бра ны
23 кло на, для ко то рых де тек ти ро ва лось свя зы ва ние 
про ду ци ру е мых ан ти тел с ан ти ге ном на по вер хно-
сти кле ток KG1. Отли чия в по сле до ва тель нос тях
ScFv-ДНК вы де лен ных кло нов пред ва ри тель но
ана ли зи ро ва ли ме то дом фин гер прин та (дан ные не
пред став ле ны). В итоге сре ди ото бран ных по сле до -
ва тель нос тей ан ти тел вы яв ле ны три рес трик ци он -
ные кар ти ны. Все они пред став ле ны сре ди кло нов,
ото бран ных по схе ме Б2, две из них – по схе ме А2.
В то же вре мя кло ны, ото бран ные по схе ме би о пен-
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Рис. 1. Оцен ка ко ли чес тва элю и ро ван ных фа го вых час тиц в за -
ви си мос ти от цик ла и схе мы би о пен нин га: 1–3 – цик лы се лек -
ции; А, Б, В – схе мы би о пен нин га



ни нга Б3, ограничены все го од ной рес трик ци он ной 
кар ти ной. Это, а так же низ кий уро вень свя зы ва ния
ан ти тел, по лу чен ных по схе ме Б3, с ан ти ге ном на
клет ках KG1 по зво ляют пред по ло жить эли ми ни ро -
ва ние в треть ем цик ле би о пен нин га кло нов с бо лее
низ ким уров нем про ду цирования фа гов. 

То есть, по-ви ди мо му, при ис поль зо ва нии вы -
со коп ро дук тив ных сис тем скри нин га кло нов про -
ве де ние треть е го цик ла се лек ции не це ле со об раз но,
по сколь ку мо жет вызывать сни же ние раз но об ра зия 
по сле до ва тель нос тей ScFv в по лу чен ной па не ли
ан ти тел.

По итогам сек ве ни ро ва ния 12 по сле до ва тель -
нос тей ScFv–ДНК из кло нов, по лу чен ных по схе -
мам се лек ции А2 и Б2, вы яв ле ны пять ва ри ан тов
по сле до ва тель нос тей ге нов, ко ди рующих раз лич -
ные по ли пеп тид ные про дук ты. В ами но кис лот ном
со ста ве по ли пеп тид ных по сле до ва тель нос тей дан -
ных ScFv обнаружены су щес твен ные от ли чия. Все
пять по сле до ва тель нос тей ан ти тел пред став ле ны
сре ди кло нов, отобранных по схе ме се лек ции Б2,
две из них – по схе ме А2. По лу чен ные ре зуль та ты
хо ро шо де мо нстри ру ют осо бен нос ти ис поль зо ван -
ных схем се лек ции, опи сан ные выше.

Далее ис сле до вали свя зы ва ние ан ти тел с ан ти -
ге ном на по вер хнос ти фик си ро ван ных и ин так тных 
кле ток KG1. Имму но хи ми чес кое окра ши ва ние пре -
па ра тов кле ток CD34+ вы я ви ло вза и мо де йствие по -
лу чен ных ан ти тел с по вер хнос тным кле точ ным ан -
ти ге ном для всех пя ти ан ти тел (рис. 2, см. вклейку). 
Свя зы ва ние с ан ти ге ном на по вер хнос ти жи вых
кле ток KG1 опре де ля ли ме то дом про точ ной ци то -
мет рии (рис. 3, см. вклейку). Вне се ние rhExCD34 в
ин ку ба ци он ную сре ду ан ти тел с клет ка ми в ка чест- 
ве кон ку рен тно го ан ти ге на не при во ди ло к из ме не -
нию ин тен сив нос ти флу о рес цен ции об раз цов. Это
сви де т ельству ет об от су тствии в составе rhExCD34
ан ти ген ных де тер ми нант, рас поз на ва е мых по лу -
чен ны ми ан ти те ла ми в со ста ве на тив но го по верх-
нос тно го кле точ но го ан ти ге на. 

Отсу тствие в па не ли ScFv ан ти тел, спо соб ных
рас поз на вать ан ти ген ные де тер ми нан ты в со ста ве
ре ком би нан тно го и на тив но го CD34, де мо нстри ру -
ет не об хо ди мость ис поль зо ва ния до пол ни тель ных
схем се лек ции при по лу че нии ука зан ных ан ти тел.
Применение опи сан ных вы ше схем се лек ции, по-

ви ди мо му, при водит к эли ми нации по сле до ва тель -
нос тей та ких ан ти тел в про цес се об ога ще ния фа го -
вой биб ли о те ки.

Та ким об ра зом, им му ни за ци ей мы шей ре ком -
би нан тным не гли ко зи ли ро ван ным внек ле точ ным
фраг мен том CD34 и по сле ду ю щи ми ген но-ин же -
нер ны ми ма ни пу ля ци я ми по лу че на биб ли о те ка ва -
ри а бель ных учас тков им му ног ло бу ли нов, со дер -
жа щая 1,8 ⋅ 106 ин ди ви ду аль ных кло нов, с функ ци о -
наль ным размером ~90 %. Для об ога ще ния биб-
ли о те ки ис поль зо ва ны схе мы се лек ции с при ме не -
ни ем кле ток CD34+, по зво ля ю щие по лу чить на и -
боль шее раз но об ра зие по сле до ва тель нос тей це ле -
вых ан ти тел. Пока за но, что фаг мид ная ДНК ото -
бран ных кло нов –  про ду цен тов ScFv ко ди ру ет пять
по сле до ва тель нос тей ан ти тел, име ю щих от ли чия в
ва ри а бель ных учас тках лег кой и тя же лой це пей.
По лу чен ные ан ти те ла можно ис поль зо вать для де -
тек ти ро ва ния ан ти ген-по зи тив ных кле ток в ме то -
дах им му но ци то хи мии и про точ ной ци то мет рии.
Спе ци фич ность свя зы ва ния данных ан ти тел с по-
верхнос тным кле точ ным мар ке ром CD34 тре бу ет
даль ней ше го из уче ния.

Авторы вы ра жа ют бла го дар ность В. М. Ки ри ку  
за про ве де ние и ин тер пре та цию ре зуль та тов ме то -
да про точ ной ци то мет рии.

Iu. S. Nikolaiev, O. B. Gorbatiuk, M. V.Tsapenko

The development of strategy for obtaining single-chain
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Summary

Antibodies against cell-surface proteins play an important role in
cell detection, separation and determination of differentiation
stage. The globular structure of extracellular region of cell-surface
antigens is frequently characterized by heavily glycosilation and/or 
is stabilized by disulphide bonds. In this case the obtaining of anti-
bodies against such proteins is a substantive problem. Aim. The de-
velopment of strategy for obtaining recombinant antibodies against
cell-surface biomarkers. Methods. The research strategy is based
on the construction of cDNA library of VH and VL genes of animals,
immunized with recombinant antigen, and subsequent cell-based
bio-panning for the library enrichment with desired phage clones.
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High-throughput automated systems were used for the detection
and isolation of antigen-specific clones. Results. We have obtained
a panel of five antibodies that recognize an antigen on CD34+ cell
surface using the methods of immunocytochemistry and flow
cytometry. Conclusions.  The proposed strategy may be used for ob- 
taining  antibodies against cell-surface antigens.

Keywords: CD34, phage display, single-chain recombinant
antibodies (ScFv), biopanning.

Ю. С. Ніколаєв, О. Б. Гор ба тюк, М. В. Ца пен ко

Роз роб ка стра тегії одер жан ня ре комбіна нтних 
од но лан цю го вих ан титіл про ти по вер хне вих клітин них 
біомар керів на при кладі ан ти ге ну CD34 лю ди ни

Ре зю ме

Антитіла про ти по вер хне вих клітин них білків відігра ють
важ ли ву роль у про це ду рах де тек ту ван ня, виз на чен ня стадії
ди фе ренціації та виділен ня цільо вих по пу ляцій клітин. По верх-
неві клітинні ан ти ге ни час то ма ють склад ну струк ту ру
зовнішньоклітин ної ділян ки мо ле ку ли, яка ха рак те ри зується
силь ним гліко зи лю ван ням та стабілізується дис ульфідни ми
зв’яз ка ми. При цьо му одер жан ня ан титіл про ти та ких білків є 
не тривіаль ною за да чею. Мета. Роз роб ка стра тегії одер жан -
ня ре комбіна нтних ан титіл про ти по вер хне вих клітин них біо-
мар керів. Ме то ди. Ко нстру ю ван ня бібліот е ки кДНК генів VH
та VL іму ног ло булінів тва рин, імунізо ва них ре комбіна нтним
ан ти ге ном, та ви ко рис тан ня біопенінгу на ан ти ген-по зи тив -
них кліти нах для зба га чен ня вихідної бібліот е ки послідов нос -
тя ми цільо вих ан титіл. Де тек ту ван ня та відбір клонів – про-
ду центів цільо вих ан титіл здійсню ва ли за до по мо гою ви со коп -
ро дук тив них ав то ма ти зо ва них сис тем. Ре зуль та ти. Одер -
жа но па нель з п’я ти ан титіл, що розпізна ють ан ти ген на
по верхні клітин CD34+, ме то да ми іму но ци тохімії та про точ -
ної ци то метрії. Вис нов ки. Зап ро по но ва ну стра тегію мож на
ви ко рис то ву ва ти для одер жан ня ан титіл про ти по вер хне вих
клітин них ан ти генів.

Клю чові сло ва: CD34, фа го вий дис плей, ре комбіна нтні од -
но лан цю гові ан титіла (ScFv), біопеннінг.
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Ðèñ. 3. Îöåí êà ñâÿ çû âà íèÿ ScFv ñ êëåò êà ìè 
KG1 ìå òî äîì ïðî òî÷ íîé öè òî ìåò ðèè: Ê –
êîí òðîëü àó òîô ëó î ðåñ öåí öèè êëå òîê; 1, 7,
8, 9, 10 – ñâÿ çû âà íèå ñ êëåò êà ìè ScFv, îò -
ëè ÷à þ ùèõ ñÿ àìè íî êèñ ëîò íû ìè ïî ñëå äî -
âà òåëü íîñ òÿ ìè è ýêñ ïðåñ ñè ðó þ ùèõ ñÿ êëî -
íà ìè ¹ 1, 7, 8, 9, 10. Ãåé òîì îá îçíà ÷åí
ó÷àñ òîê ãèñ òîã ðàì ìû, óñëîâ íî îò äå ëÿ þ -
ùèé îêðà øåí íûå êëåò êè îò íå îêðà øåí íûõ

10 ìêì 10 ìêì

à á

Ðèñ. 2. Èììó íî õè ìè ÷åñ êîå îêðà øè âà íèå
ïðå ïà ðà òîâ êëå òîê KG1: à – òè ïè÷ íàÿ ìèê -
ðî ôî òîã ðà ôèÿ ïðå ïà ðà òà êëå òîê, îêðà -
øåí íûõ ñ èñ ïîëü çî âà íè åì ïî ëó ÷åí íûõ
ScFv; á – ìèê ðî ôî òîã ðà ôèÿ êëå òîê, èí êó -
áè ðî âàí íûõ ñî âòî ðè÷ íû ìè è òðå òè÷ íû ìè 
àí òè òå ëà ìè áåç ScFv (êîí òðîëü ñïå öè ôè÷ -
íîñ òè)


