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РЕфЕРАТ Вопрос о влиянии аминокислотного окружения определенных участков белка на их конформа-
цию остается малоизученным. На примере ангиотензинов 1, 2 и 3 – метаболитов ангиотензиногена, мы по-
казали, что одни и те же аминокислотные последовательности в составе разных молекул могут иметь 
существенные конформационные различия. С этой целью получены высокоаффинные моноклональные 
антитела против ангиотензинов 1, 2 и 3 и изучена их кросс-реактивность между разными ангиотензинами 
и ангиотензиногеном. Сделан вывод о том, что конформации неактивных молекул – ангиотензина 1 и соот-
ветствующего участка ангиотензиногена – сходны между собой, конформации активных ангиотензинов 2 
и 3 также сходны между собой, тогда как конформации гомологичных участков у активных и неактивных 
ангиотензинов существенно отличаются. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА пептиды, конформация, ангиотензины, ангиотензиноген, моноклональные антитела.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ Анг1 – ангиотензин 1 человека; Анг2 – ангиотензин 2 человека; Анг3 – ангиотензин 
3 человека; ИФА – иммуноферментный анализ; ПААГ – полиакриламидный гель; Нsp70 – белок теплового 
шока с молекулярной массой 70 кДа; Kd – константа диссоциации.

ВВЕдЕНИЕ
Со времени возникновения в 1975 г. гибридомной 
технологии [1] получено множество моноклональных 
антител к самым разным субстанциям. Тем не ме-
нее потребность в новых антителах не уменьшается: 
требуются антитела, обладающие заданными свой-
ствами, антитела к определенным эпитопам, а также 
к вновь открываемым белкам и другим органическим 
и неорганическим соединениям. Как правило, но-
вые белки удается получить в очень ограниченных 
количествах, а зачастую их чрезвычайно сложно 
или даже невозможно выделить в чистом виде, со-
хранив при этом природную конформацию. Такие 
белки не могут использоваться для иммунизации 
при получении антител, поэтому часто единствен-
ным выходом оказывается иммунизация синтетиче-
скими пептидами, соответствующими определенным 
участкам желаемого белка. При очевидных преиму-
ществах этот подход не лишен недостатков: в составе 
белка пептиды имеют значительно меньше степеней 
свободы, чем в свободном состоянии. В результате 
антитела против пептидов не всегда способны свя-
зывать полноразмерный белок [2].

Классическим примером структурных различий 
пептидов в составе их белкового предшественника 
и пептидов в свободном состоянии служит ангиотен-
зиноген человека и его метаболиты – ангиотензины 
1, 2 и 3. Ангиотензин 1 (Анг1) – прогормон, который 
состоит из 10 аминокислотных остатков и образу-
ется из ангиотензиногена в результате отщепления 
n-концевого пептида [3]. Анг1 не обладает физиоло-
гической активностью и служит субстратом для обра-
зования активных ангиотензинов 2 и 3. Ангиотензин 
2 (Анг2) отличается от ангиотензина 1 отсутствием 
двух С-концевых аминокислотных остатков, а ан-
гиотензин 3 (Анг3) короче ангиотензина 2 на один 
n-концевой остаток (рисунок). Анг1 содержит те же 
аминокислоты, что и Анг2, однако он не способен 
связываться с рецепторами Анг2 и запускать тем 
самым эффекторные функции [4]. Наиболее вероят-
ное объяснение этому – конформационные различия 
ангиотензинов 1 и 2. Для подтверждения этой гипо-
тезы мы получили моноклональные антитела про-
тив ангиотензинов 1, 2 и 3 и исследовали их кросс-
реактивность в отношении разных ангиотензинов 
и ангиотензиногена.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использованы человеческий рекомбинант-
ный ангиотензиноген («Sigma», США), ангиотензины 
1, 2 и 3 («American peptide», США), рекомбинантный 
Нsp70 из Mycobacterium tuberculosis, полученный 
в нашей лаборатории [5], мыши линии BALB/c, ли-
ния клеток мышиной миеломы sp2/0. 

Получение моноклональных антител против 
ангиотензинов 1, 2 и 3 
Мышей иммунизировали в подушечки задних лап 
препаратами ангиотензинов, конъюгированных 
с адъювантным белком Hsp70 из M. tuberculosis, 
как описано ранее [6], дважды с интервалом 2 нед 
в дозировке 100 мкг конъюгата на одну иммунизацию. 
Первую иммунизацию проводили используя полный 
адъювант Фрейнда, вторую – неполный адъювант 
Фрейнда. На 3-й день после второй иммунизации 
клеток подколенных лимфоузлов гибридизовали 
с клетками миеломы sp2/0 по стандартной методике 
[1]. Супернатанты гибридом тестировали с исполь-
зованием непрямого [7] и конкурентного иммуно-
ферментного анализа (ИФА) [8], позитивные клоны 
клонировали 2–4 раза, антитела нарабатывали в ас-
цитных жидкостях мышей и выделяли при помощи 
аффинной хроматографии на белок-G-сефарозе [9]. 
Чистоту антител контролировали с помощью элек-
трофореза в 12% ПААГ согласно [10]. 

Характеристика антител
Специфичность полученных антител определяли 
при помощи прямого и конкурентного ИФА [7, 8]. 
Аффинность антител против каждой из мишеней 
оценивали, измеряя константы диссоциации (Kd

), 
как описано в работе Клотца [11] с модификациями 
Фриге [12]. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ
Ангиотензин 1 человека и мыши, как и ангиотензины 
2 и 3, имеют идентичную аминокислотную последо-
вательность [13]. Кроме того, ангиотензины 2 и 3 об-
ладают физиологической активностью и введение их 

в организм в дозах, необходимых для иммунизации 
(10—50 мкг/мышь), приводит к быстрому леталь-
ному исходу даже при внутримышечном и подкож-
ном введении. Все это делает ангиотензины крайне 
неудобными иммуногенами, однако конъюгирование 
с адъювантным белком Нsp70 из M. tuberculosis по-
зволило преодолеть иммунологическую толерант-
ность и устранить токсичность. В результате были 
получены моноклональные антитела против каждого 
из ангиотензинов. 

Специфичности полученных антител определяли 
иммуноферментным анализом (табл. 1). Непрямой 
ИФА выявил взаимодействие антител с сорбирован-
ными мишенями. В такой системе часть структурных 
единиц ангиотензиногена и пептидов оказывается не-
доступной для антител, а часть – искажена. Методом 
конкурентного ИФА установлено взаимодействие 
антител с белком и пептидами в однофазной систе-
ме – в растворе, а определение констант диссоциации 
позволило количественно оценить силу взаимодей-
ствия (табл. 2). 

Наиболее аффинное антитело, полученное против 
ангиотензина 1 – Angc11 (Kd

 = 1.3 × 10-10), практи-
чески не связывает сорбированный Анг1, а также 
не взаимодействует с ангиотензинами 2 и 3 ни в не-
прямом, ни в конкурентном ИФА. В то же время 
Angc11 узнает ангиотензиноген как сорбирован-
ный, так и в растворе. Все это свидетельствует о том, 
что либо эпитоп этого антитела содержит аминокис-
лотные остатки, которые отщепляются при обра-
зовании ангиотензинов 2 и 3, либо структура этого 
участка у Анг1 и Анг2 и 3 настолько различается, 
что антитело способно связывать только Анг1. 

Антитела, полученные в результате иммуниза-
ции ангиотензинами 2 и 3, напротив, узнают только 
ангиотензины 2 и 3, не делая различий между ними 
в конкурентном анализе и предпочитая Анг2 в не-
прямом ИФА независимо от того, каким из ангиотен-
зинов (вторым или третьим) проводили иммуниза-
цию. Лучшее узнавание ангиотензина 2 в непрямом 
ИФА легко объяснить лучшей способностью к сорб-
ции Анг2 по сравнению с более коротким и менее ги-

   1        2        3       4     5       6       7       8        9      10      11     12     13   14

Ангиотензиноген Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe - His - Leu - Leu - Val - Tyr-Ser 

Ангиотензин 1 Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe - His - Leu 

Ангиотензин 2 Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe 

Ангиотензин 3            Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe

Аминокислотные последовательности предшественников ангиотензина 2 и его метаболитов.
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дрофильным Анг3. Ни одно из антител против Анг2 
и Анг3 не узнает ангиотензин 1 и ангиотензиноген 
ни в одном варианте иммуноферментного анализа, 
несмотря на то, что и Анг1, и ангиотензиноген содер-
жат аминокислотные последовательности, входящие 
в состав ангиотензинов 2 и 3.

ВЫВОдЫ
Суммируя полученные результаты, можно сделать 
следующие выводы:
1. ангиотензин 1 в свободном виде и в составе ангио-
тензиногена имеет одинаковую конформацию;
2. отщепление от Анг1 двух аминокислотных остат-
ков существенно меняет конформационную структу-
ру всего пептида, образовавшийся ангиотензин 2 кон-
формационно отличается от участков с идентичными 
аминокислотными последовательностями в составе 
ангиотензина 1 и ангиотензиногена; 
3. отщепление одного аминокислотного остатка от ан-
гиотензина 2 не изменяет существенно конформа-
ционную структуру пептида; конформация обра-
зовавшегося в результате ангиотензина 3 сходна 
с конформацией ангиотензина 2 и совершенно отли-
чается от конформации соответствующих участков 
Анг1 и ангиотензиногена;
4. используя короткие пептиды для получения моно-
клональных антител против белков, нужно учиты-
вать возможность полного преображения антигенных 
детерминант белка, синтезированных в виде пепти-
дов; пептиды, сорбированные на твердой фазе, также 
могут иметь существенные конформационные отли-

Таблица 2. Константы диссоциации (K
d
) для антител 

против ангиотензинов 1 и 2 с разными мишенями

Антитело
K

d
, M

A-ген Анг1 Анг2 Анг3

Ange9 >10-5 4.7 × 10-7 >10-5 >10-5

Angc9 4.0 × 10-8 7.7 ×10-9 3.0 × 10-5 3.0 × 10-5

Angc11 1.25 × 10-8 1.3 × 10-10 5.5 × 10-6 2.3 × 10-5

AngIIe7 >10-5 >10-5 6.0 × 10-7 2.0 × 10-6

Таблица 1. Взаимодействие антител с ангиотензинами 1, 2 и 3 и ангиотензиногеном в непрямом и конкурентном 
ИФА

Иммуноген Антитело

Непрямой ИФА Конкурентный ИФА

A-ген Анг1 Анг2 Анг3 A-ген Анг1 Анг2 Анг3

Анг1

Ange9 - + - - - + - -

Angc9 + + - - + + ± ±

Angc11 + ± - - + + - -

Анг2 AngIIe7 - - + ± - - + +

Анг3
AngIIIB7 - - + ± н.о. н.о. н.о. н.о.

AngIIIF7 - - + ± н.о. н.о. н.о. н.о.

Примечание: А-ген – ангиотензиноген, н.о.– не определяли.

чия от растворимых пептидов с той же аминокислот-
ной последовательностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Превращение неактивных ангиотензина 1 и ангио-
тензиногена в их активные Анг2 и Анг3 сопровожда-
ется существенной конформационной перестройкой 
соответствующих участков пептидной или белковой 
молекулы. 

Работа выполнена в рамках Государственного 
контракта № 16.512.12.2012 «Создание 

штаммов-продуцентов рекомбинантных 
гуманизированных Fab-фрагментов к фактору 

некроза опухоли альфа и предшественникам 
активных ангиотензинов».
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