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Рентгеноструктурным методом при разрешении 2.6 Å установлена пространственная структура
антигенсвязывающего фрагмента (Fab) моноклонального антитела LNKB-2 в комплексе с синтети-
ческим антигенным нонапептидом интерлейкина-2 человека (IL-2; Lys-Pro-Leu-Glu-Glu-Val-Leu-
Asn-Leu-O) в кристаллической пространственной группе P212121. Пептид принимает несколько ис-
каженную α-спиральную конформацию, близкую к таковой фрагмента 64–72 антигена IL-2. Четы-
ре из шести гипервариабельных петель антигенсвязывающего сайта Fab-фрагмента участвуют в
связывании нонапептида посредством водородных связей, солевых мостиков и гидрофобных взаи-
модействий, причем важную роль в распознавании антигена играют остатки Tyr антитела.
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ВВЕДЕНИЕ

Моноклональные антитела широко использу-
ются в биомедицинских исследованиях. Они об-
ладают уникальной специфичностью к антигену
за счет пространственной комплементарности в
контактной области с образованием системы
стабилизирующих водородных связей, солевых
мостиков, электростатических и гидрофобных
взаимодействий [1–3]. Информация о строении
комплексов антител с белками и отдельными эпи-
топами вызывает значительный практический ин-
терес. Изучение структурных основ специфичности
связывания антиген–антитело внесло важный
вклад в понимание механизма иммунного узнава-
ния и рационального дизайна синтетических вак-
цин. Развитию этой области в значительной степе-
ни способствовали рентгеноструктурные исследо-
вания изолированных антител и антигенов, а
также их комплексов [4].

Интерлейкин-2 (IL-2) человека – один из
главных регуляторов иммунной системы, отвеча-
ющий за рост и дифференцировку активирован-
ных антигеном Т- и В-лимфоцитов [5, 6], он рас-
сматривается как перспективное терапевтиче-
ское средство при вторичных иммунодефицитах.
Моноклональное антитело LNKB-2 относится к
классу иммуноглобулинов IgG1 и взаимодействует
с IL-2 с высокой аффинностью, характеризующей-
ся величиной константы связывания ~3 × 108 М–1

[7]. Структурные исследования специфики меж-
молекулярного взаимодействия в комплексах ан-
тиген–антитело выступают одним из важных на-
правлений иммунологии.

Ранее были опубликованы результаты рентге-
ноструктурных исследований свободного Fab-
фрагмента моноклонального антитела LNKB-2 к
IL-2 человека в кристаллической пространствен-
ной группе P212121 [8, 9], а также его комплекса с
синтетическим 9-членным антигенным пепти-
дом (64–72) IL-2 в пространственной группе P21
при разрешении 3 Å [10]. В настоящей работе
приведены результаты рентгеноструктурного изу-
чения аналогичного комплекса с антигенным нона-
пептидом IL-2 в новой пространственной группе
P212121 при более высоком разрешении 2.6 Å.

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича.
Сокращения: Fab – антигенсвязывающий фрагмент; IL-2 –
интерлейкин-2; RMSD – среднеквадратичное отклонение.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 330-75-10; эл. почта:
goryacheva@ibch.ru).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Пространственная организация. Простран-
ственная структура Fab-фрагмента LNKB-2
сформирована из четырех β-структурных доме-
нов – двух вариабельных (VL и VH) и двух кон-
стантных (CL и CH), образованных легкой (L) и
частью тяжелой (H) цепей (рис. 1–3). Каждый из
доменов имеет характерную для иммуноглобули-
нов укладку цепи, представленную двумя скру-
ченными β-слоями с антипараллельной структу-
рой. Существенный вклад в стабилизацию струк-
туры вносят пять ковалентных S–S-связей между
остатками Cys, из них четыре внутрицепочечные
23−88 (VL), 134−194 (CL), 22−92 (VH), 142−208
(CH) и одна межцепочечная 214 (CL) − 230 (CH).
Характерная особенность структуры – наличие
шести цис-пептидных связей, предшествующих

остаткам пролина 8, 95, 141 в цепи L и 149, 151, 202
в цепи H.

Топология укладки полипептидных цепей в
структуре комплекса Fab-LNKB-2 c антигенным
пептидом IL-2 человека в кристаллической про-
странственной группе P212121 в целом близка к та-
ковой в структуре ранее опубликованного ком-
плекса в группе Р21 [10]. Среднеквадратичное от-
клонение (RMSD) Cα-атомов всей структуры,
отдельно антигенного пептида, легкой и тяжелой
цепей обеих структур составило 0.745, 0.277, 0.574
и 0.871 Å соответственно. Более высокое разреше-
ние структуры в группе P212121 позволило уточ-
нить геометрию отдельных областей комплекса.
Наибольшее отличие по всем атомам продемон-
стрировал 9-членный антигенный пептид IL-2
(RMSD 1.713 Å).

Рис. 1. Аминокислотная последовательность легкой цепи (L) и фрагмента тяжелой цепи (H) Fab-фрагмента антитела
LNKB-2 с обозначением вариабельных (V) и константных доменов (C). Нумерация остатков дана по номенклатуре
Kabat et al. [11]; строчными курсивными буквами помечены остатки, сохраняющие номер предшествующего остатка.
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Рис. 2. Топология пространственной укладки комплекса Fab-фрагмента антитела LNKB-2 к IL-2 человека (показан
фиолетовым цветом) с антигенным пептидом IL-2 (зеленый цвет).
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Антигенсвязывающий центр. В формировании
антигенсвязывающего центра Fab-LNKB-2
участвуют шесть гипервариабельных областей
легкой и тяжелой цепей, по три от каждого VL- и
VH-доменов, расположенных на петлевых участ-
ках с нерегулярной структурой. Нонапептидный
фрагмент Lys-Pro-Leu-Glu-Glu-Val-Leu-Asn-
Leu-O (64–72) эпитопа IL-2 принимает неиде-
альную форму α-спирали и связывается четырь-
мя гипервариабельными петлями, одна из кото-
рых принадлежит легкой (VL) и три – тяжелой
(VH) цепям. Связывание пептида осуществляется
за счет образования одного солевого мостика, че-
тырех Н-связей и ряда гидрофобных ван-дер-ва-
альсовых контактов (табл. 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение Fab-фрагментов. Fab-фрагменты
моноклонального антитела LNKB-2 к IL-2 чело-
века получали по методике, описанной в работе
Фокина с соавт. [8]. Для наработки препаратив-
ных количеств антител гибридные клетки LNKB-2
вводили мышам линии BALB/c. Выделенную ас-
цитную жидкость подвергали очистке, раствор
антител мышей диализовали против буфера, со-
держащего 25 мМ Tris-HCl (pH 7.3), 250 мМ NaCl,
1 мМ EDTA и 25 мМ меркаптоэтанол. Fab-LNKB-2
получали гидролизом моноклональных антител
папаином. После очистки на колонке с DEAE-
целлюлозой проводили препаративное разделе-
ние Fab-фрагментов на отдельные изоформы ме-
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Рис. 3. Структура антигенсвязывающего центра Fab-фрагмента антитела LNKB-2 к IL-2 человека (легкая и тяжелая
цепи показаны, соответственно, оранжевым и синим цветами) в комплексе с антигенным пептидом IL-2 (зеленый
цвет). Расстояния приведены в ангстремах.
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Таблица 1. Стабилизирующие контакты Fab-фрагмента антитела LNKB-2 в комплексе с антигенным пептидом
IL-2: водородные связи и солевые мостики*

Антигенный пептид Fab-фрагмент Расстояние, Å

Lys64 Tyr27d (VL) 3.65

Glu67 Tyr32 (VL) 2.59

*Glu67 *Lys30 (VL) 3.05

Asn71 Tyr98 (VH) 2.85

Leu70 (C=O) Tyr53 (VH) 2.43
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тодом изоэлектрофокусирования. Фракция Fab-
фрагментов с pI ~ 8.1 была использована для кри-
сталлизации.

Кристаллизация и получение рентгеновских экс-
периментальных данных. Кристаллы комплекса
Fab-LNKB-2 и синтетического пептида IL-2 (Lys-
Pro-Leu-Glu-Glu-Val-Leu-Asn-Leu-O [12]) выра-
щивали в варианте висячей капли при концен-
трации белка ~15 мг/мл из 10%-ного полиэти-
ленгликоля 4000, 7%-ного 2-пропанола, 60 мМ
Na-HEPES (pH ~7.6). Рентгеновские экспери-
ментальные данные получали на дифрактомет-
ре SC XRD (Bruker, Германия) с разрешением
2.6 Å. Кристаллографические данные и статисти-
ка уточнения приведены в табл. 2.

Определение структуры. Пространственная
структура Fab-LNKB-2 была установлена мето-

дом молекулярного замещения с помощью про-
граммы Molrep [13] с использованием в качестве
модели установленную ранее структуру комплек-
са Fab-LNKB-2 в альтернативной пространствен-
ной группе P21 [10]. Последующее кристаллогра-
фическое уточнение структуры проводили с по-
мощью программы Refmac [14] попеременно с
ручной правкой модели в электронной плотности
с использованием программы Coot [15]. Коорди-
наты атомов структуры депонированы в между-
народном банке белковых структур PDB с кодом
доступа 7YZJ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлена пространственная структура Fab-
фрагмента моноклонального антитела LNKB-2 к
IL-2 человека в комплексе с антигенным нона-
пептидом IL-2 рентгеноструктурным методом в
новой кристаллической пространственной груп-
пе Р212121 при разрешении 2.6 Å. Новая структура,
по сравнению с ранее установленной в группе Р21
при разрешении 3.0 Å, характеризуется повышен-
ной точностью локализации атомов. Антигенный
пептид в спиральной форме располагается в по-
лости, образованной гипервариабельными участ-
ками тяжелой и легкой цепей Fab-фрагмента и
специфически связывается четырьмя Н-связями,
одним солевым мостиком и рядом гидрофобных
взаимодействий.
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Complexed with Antigenic Nonaptide from Human Interleukin-2
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The three-dimensional structure of the antigen-binding fragment (Fab) of the monoclonal antibody LNKB-2
in complex with the synthetic antigenic nonapeptide of human interleukin-2 (IL-2; Lys-Pro-Leu-Glu-Glu-
Val-Leu-Asn-Leu-O) was determined by X-ray method at a resolution of 2.6 Å in crystal space group P212121.
The peptide adopts a somewhat distorted α-helical conformation, close to that of fragment 64–72 of the IL-2 an-
tigen. Four out of the six hypervariable loops in the antigen-binding site of the Fab fragment are involved in
nonapeptide association through hydrogen bonding, salt bridge formation, and hydrophobic interactions.
Moreover, Tyr residues of an antibody play an important role in antigen-antibody recognition.

Keywords: monoclonal antibody, Fab fragment, interleukin-2 antigen, three-dimensional structure, X-ray study


