
ВВЕДЕНИЕ 

Антитела являются важным компонентом
гуморального иммунитета, в связи с чем их изучение
имеет колоссальное значение для молекулярной
биологии и медицины. Синтез антител к различным
экзо- и эндогенным антигенам указывает на наличие
иммунного ответа, что является индикатором
того или иного патологического процесса
в организме. Это позволяет применять антитела
в качестве биомаркеров для диагностики различных
инфекционных, аутоиммунных и онкологических
заболеваний [1-3]. Кроме диагностики антитела
применяются в качестве молекулярных инструментов
для идентификации, выделения/очистки и мечения
белков (иммуноферментный анализ, радиоиммунный
анализ, Вестерн-блоттинг, аффинная хроматография,
цитофлуориметрия) [4-7].

Уникальная способность антител специфично
распознавать и связываться с молекулярной
мишенью — антигеном — и в дальнейшем
элиминировать его обеспечивает возможность
создания препаратов для таргетной терапии
различных заболеваний. 

Пониманиемолекулярных механизмов взаимосвязи
специфичности антител с их строением позволит
открыть новые возможности в лечении и диагностике
заболеваний. Функцию антител во многом
определяет аминокислотная последовательность
их белковой молекулы. Одним из методов
определения аминокислотной последовательности
белков является метод масс-спектрометрического
анализа с последующей интерпретацией масс-спектров
по базам данных, содержащим сиквенс белков.
Это возможно благодаря тому, что геномы многих

организмов, включая человека, на сегодняшний
день расшифрованы. 

Особенностью строения антител является наличие
в их структуре вариабельных участков, аминокислотная
последовательность которых уникальна для каждого
конкретного клона В-лимфоцита [8]. Из чего следует,
что стандартный подход интерпретации масс-спектров
по существующим базам данных не применим.
Это обусловливает необходимость секвенировать
вариабельную часть антитела с помощью
анализа генома активированных B-лимфоцитов,
либо проводить аминокислотное секвенирование
с использованием масс-спектрометрических методов.

Целью данного обзора было рассмотрение
возможностей протеомики и разнообразия
существующих на данный момент методических
подходов для изучения структуры антител и получения
их полной аминокислотной последовательности,
оценка перспектив применения антител в терапии и
диагностике, а также обозначение существующих
проблем в области протеомных исследований антител
и возможных путей их решения.

1. СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ АНТИТЕЛ

В организме большинства млекопитающих
продуцируются антитела пяти классов —
A, M, G, E и D, из которых иммуноглобулины
класса G (IgG) наиболее представлены в сыворотке.
Молекула IgG состоит из четырёх полипептидных
цепей: двух тяжёлых цепей (HC) и двух лёгких (LC).
Каждая лёгкая цепь состоит из вариабельного (VL) и
константного (CL) доменов, а тяжёлая цепь — из одного
вариабельного (VH) и трёх константных (CH1-3)
доменов [9, 10].
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В структуре антитела выделяют так называемые
Fc- (Fragment crystallizable) и Fab- (Fragment
antigen-binding) фрагменты (рис. 1). Fc-фрагмент
состоит из CH-доменов и обеспечивает эффекторные
свойства антител, способность же взаимодействовать
с различными антигенами обеспечивается
Fab-фрагментом, а именно его антиген-связывающими
участками (CDR1-3, complementarity determining
regions 1-3). Благодаря разнообразию аминокислотных
последовательностей в CDRs, антитела потенциально
способны защитить организм от внешних воздействий,
а также внутренних сбоев в геноме. Количество
возможных последовательностей вариабельных
доменов огромно и, по некоторым оценкам,
достигает от 108 до 1013 вариантов [11]. Наибольшая
вариабельность наблюдается в участке CDR3 тяжёлой
цепи (CDRH3). Предполагается, что именно CDRH3
вносит основной вклад во взаимодействие
с антигеном [12-14]. По этой причине внимание
многих исследователей приковано к CDRH3.

В целом представление об аминокислотной
последовательности антиген-связывающего участка
антитела является ключевым шагом в понимании
его функции и терапевтического потенциала.

2. ЗНАЧЕНИЕ АНТИТЕЛ В БИОЛОГИИ 
И МЕДИЦИНЕ

С момента открытия гибридомных технологий
антитела прочно вошли в медицинскую и научную
практику в качестве терапевтических, диагностических
и лабораторных инструментов. Начиная с регистрации
первого терапевтического моноклонального антитела
муромонаб (от англ. murine monoclonal antibody —
мышиное моноклональное антитело) в 1986 году [15],
препараты данной группы стали одним

из самых быстроразвивающихся направлений
в фармацевтической промышленности и широко
применяются в лечении заболеваний различных
нозологических форм [16]. На сегодняшний день
в терапии и визуализации патологических
процессов применяются как моноклональные
антитела, так и различные терапевтические
молекулы на их основе: антитела, конъюгированные
с активными частицами — токсинами, радиоизотопами
или цитокинами [17], видоизмененные антитела
и их фрагменты — аффитела [18, 19], нанотела [20],
биспецифические антитела [21, 22]. Препараты
на основе моноклональных антител зарекомендовали
себя в терапии онкологических и аутоиммунных
заболеваний [23-25]. 

Поскольку антитела являются компонентом
гуморального иммунитета, их содержание, а также
изменения уровня их посттрансляционных
модификаций позволяют отследить протекающие
в организме реакции иммунной системы на внешнюю
или внутреннюю угрозы. Это обусловливает
закрепившееся в клинической практике использование
антител к экзо- и эндогенным антигенам в качестве
биомаркеров различных патологических процессов
злокачественной [26-28], аутоиммунной [29-32] и
инфекционной природы [33-36].

3. СЕКВЕНИРОВАНИЕ АНТИТЕЛ

Наиболее значимой для протеомики особенностью
антител является то, что антигенсвязывающая часть
не закодирована в геноме организма, а определяется
в ходе рекомбинации определённых участков ДНК
в каждой индивидуальной В-клетке и окончательно
формируется в результате соматических мутаций
при созревании активированных В-лимфоцитов [8].
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Рисунок 1. Строение иммуноглобулина G: слева показана доменная структура антитела, LC – лёгкая цепь,
HC – тяжёлая цепь. Лёгкая цепь состоит из вариабельного и константного доменов VL и CL, тяжёлая – из одного
вариабельного домена VH и трёх константных доменов CH1-3. Справа на увеличенной схеме Fab-части изображено
подробное строение вариабельных доменов антитела, имеющих в составе четыре каркасных участка FR1-4 и
три гипервариабельных участка CDR1-3.



Ввиду отсутствия искомых последовательностей
в геномных и протеомных базах данных,
для исследования первичной структуры антител
необходимо либо получить данные о генах, которые
их кодируют, либо секвенировать молекулы антител
de novo (рис. 2).

Таким образом, определение вариабельных
последовательностей антител на сегодняшний день
возможно двумя способами:
• секвенированием генома циркулирующих

в крови активированных В-лимфоцитов либо генов
В-клеточного рецептора (BCR) и создание базы
данных последовательностей антител конкретного
организма для дальнейших протеомных исследований; 
• de novo секвенированием аминокислотной

последовательности антитела хромато-масс-
спектрометрическими методами (LC-MS и
LC-MS/MS — хромато-масс-спектрометрия и
тандемная хромато-масс-спектрометрия).

В арсенале современной протеомики
можно выделить три основных хромато-масс-
спектрометрических подхода анализа первичной
структуры белков — top-down, middle-down
и bottom-up. 

Подход top-down представляет собой
масс-спектрометрический анализ целого белка
(рис. 3). Преимуществами данного подхода
являются возможность измерить молекулярную массу
интактного белка вместе с посттрансляционными

модификациями (ПТМ) и возможным процессингом
C- и N-концевых аминокислот, а также возможность
определить наличие протеоформ белка [37]. Используя
различные режимы фрагментации белковой молекулы
в ходе тандемного масс-спектрометрического
анализа (MS/MS), можно провести секвенирование
аминокислотной последовательности целого антитела.
Одним из основных ограничений top-down подхода
является низкая производительность анализа,
так как метод мало пригоден для работы
со сложными белковыми смесями и требует
значительных количеств очищенного препарата
антитела. При этом получение тандемных спектров
фрагментации, которые позволят расшифровать
первичную структуру антитела, почти всегда требует
индивидуального подхода.

Подход bottom-up заключается в предварительном
гидролизе белка протеолитическими ферментами
и дальнейшем хромато-масс-спектрометрическом
(LC-MS/MS) анализе полученной смеси пептидов.
Пептиды, по сравнению с целым белком, обладают
более высокой растворимостью в полярных
растворителях, лучше разделяются на фракции и
ионизируются, что значительно упрощает их анализ
(рис. 4). Для bottom-up подхода разработано
множество биоинформатических инструментов,
позволяющих идентифицировать белки в образце
по белковым базам данных, а также составлять
на основе MS/MS-данных аминокислотную
последовательность de novo [38-45].

Казиева и др.
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Рисунок 2. Механизм обеспечения разнообразия антител. В верхней части – совокупность предшественников
В-лимфоцитов созревает в костном мозге, проходя процесс V-(D)-J-рекомбинации кластеров генов тяжёлой и лёгкой
цепей антител. Получившиеся в результате этого незрелые В-клетки активируются при встрече с антигеном (АГ) и
мигрируют в периферические органы лимфатической системы для дальнейшего созревания. В нижней части
рисунка – соматическая гипермутация в клонах активированного незрелого В-лимфоцита позволяет достичь
огромного разнообразия возможных вариантов антител, из которых происходит отбор клона с наибольшей
аффинностью к АГ. Этот клон В-клетки является зрелым В-лимфоцитом, который далее дифференцируется
либо в плазматические клетки, активно производящие антитела, либо в циркулирующие в крови В-клетки памяти.



Одним из основных недостатков bottom-up
является то, что некоторые из полученных в ходе
гидролиза пептидов могут выйти за диапазон
детектируемых значений соотношения массы
к заряду (m/z), приводя к потере информации
о части аминокислотной последовательности и ПТМ.
В случае секвенирования антител это является
серьёзной проблемой, поскольку получение

информации о последовательностях CDRs
критически значимо. К счастью, данный недостаток
нивелируется использованием комбинаций различных
протеаз (трипсин, химотрипсин, LysN, LysC, GluC,
AspN, термолизин, эластаза), так как за счёт
их специфичности к различным сайтам расщепления
можно получить пептиды с перекрывающимися
участками последовательностей [46, 47].
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Рисунок 3. Схема подхода top-down. В верхней части рисунка – масс-спектр целого антитела, полученный
с помощью масс-спектрометра высокого разрешения. В нижней части – фрагментация антитела с получением
тандемного масс-спектра для определения первичной последовательности и расположения посттрансляционных
модификаций (ПТМ).

Рисунок 4. Схема подхода bottom-up. В верхней части рисунка – восстановление антитела для разделения его
на лёгкие (LC) и тяжёлые (HC) цепи и последующего гидролиза протеазой. Внизу – тандемный хромато-масс-
спектрометрический анализ полученных пептидов, хроматограмма пептидов и тандемные масс-спектры (MS/MS)
их фрагментов. Биоинформатический анализ полученных данных позволяет определить первичную структуру
исследуемого белка и локализацию ПТМ.



Подход middle-down является производным
top-down и представляет собой промежуточную версию
между top-down и bottom-up (рис. 5). Он заключается
в том, что перед масс-спектрометрическим анализом
белок подвергается частичному расщеплению,
например, такому как восстановление S-S связей
с последующим разделением антитела на лёгкие и
тяжёлые цепи. Для получения фрагментов белка также
применяют гидролиз протеазами, специфичными
к редким аминокислотам (GluC, LysN, LysC, AspN)
либо к определённому участку белка (папаин, IdeS),
или женеэнзиматический гидролиз в кислой среде [48].
Подход middle-down находит своё применение
при изучении различных белков, в том числе и антител.
Благодаря тому, что анализируются достаточно
крупные фрагменты антитела, middle-down позволяет
не только повысить степень их ионизации
по сравнению с целой молекулой, но и снизить
потерю данных о ПТМ, определить порядок
расположения гипервариабельных участков, а также
даёт возможность сопоставить лёгкие и тяжёлые цепи
в смесях антител [49].

Одной из трудностей в секвенировании белков
методом LC-MS/MS является то, что фрагментация
родительских ионов пептидов не позволяет
различить пространственные изомеры с одинаковой
молекулярной массой — лейцин и изолейцин.
В случае de novo секвенирования вариабельных
участков антител невозможность достоверного
определения всех аминокислот в последовательности
представляет собой проблему в дальнейшем синтезе
моноклональных антител иможет привести к снижению
их аффинности. Данная задача может быть решена
комбинированием нескольких методов фрагментации
ионов — многоэтапной тандемноймасс-спектрометрии

со столкновительной фрагментацией с высокой
энергией (HCD-MSn) и многоэтапной MS/MS (MSn)
с фрагментацией с переносом электрона и анализа
столкновительной фрагментацией с высокой энергией
(ETD-HCD MS3) [50].

3.1. Полное секвенирование лёгкой и тяжёлой цепей

Полное секвенирование лёгкой и тяжёлой
цепей антитела необходимо при изучении
модификаций концевых последовательностей и ПТМ
антитела, таких как гликозилирование, окисление
метионина, дезамидирование глутамата и аспартата,
в особенности при проведении контроля качества
терапевтических моноклональных антител (МАт). 

Для решения данной задачи широко применяется
масс-спектрометрический подход top-down.
Mao и соавт. [51] проводили top-down секвенирование
нативного терапевтического МАт методом ECD-MS/MS
(тандемная МС с диссоциацией с захватом электрона)
на собранной исследователями FTICR-MS (МС ионного
циклотронного резонанса с преобразованием Фурье)
установке. Авторы исследования смогли
продемонстрировать данные по 25% покрытию
лёгкой и тяжёлой цепей при изоляции прекурсора
одного зарядового состояния, сайтов фрагментации
наблюдалось больше в участках без S-S-линкеров.
Для MS/MS всех зарядовых состояний без изоляции
прекурсора покрытие составило 32% лёгкой и
35% тяжёлой цепей соответственно. 

Fornelli и соавт. [52] продемонстрировали
применение подхода middle-down для анализа
первичной последовательности IgG на примере
трёх терапевтических МАт. Для проведения
анализа антитела гидролизовали ферментом IdeS
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Рисунок 5. Схема подхода middle-down на примере анализа антитела с использованием фермента IdeS.
В верхней части рисунка – гидролиз антитела IdeS, расщепляющим тяжёлую цепь на границе между шарнирным
участком и CH2-доменом. Полученные F(ab′)2- и Fc-фрагменты анализируют хромато-масс-спектрометрически.
В нижней части рисунка – масс-спектры F(ab′)2- и Fc-частей антитела (MS) и тандемные масс-спектры
их фрагментации (MS/MS). Дальнейший анализ масс-спектрометрических данных позволяет определить первичную
структуру и локализацию ПТМ.



(IgG-degrading enzyme of Streptococcus pyogenes),
после восстановления и алкилирования фрагменты
массой ~25 кДа анализировали хромато-масс-
спектрометрически. С помощью LC-MS анализа были
определены точные массы фрагментов антител после
восстановления и алкилирования. Последующая
расшифровка MS/MS-данных позволила определить
аминокислотную последовательность антитела,
в том числе гипервариабельных участков, а также
подтвердить такие ПТМ, как сайты гликозилирования
в Fc-фрагменте и отщепление С-концевого лизина
тяжёлой цепи. Одно из антител подвергалось
химическому окислению в мягких условиях
до гидролиза IdeS с целью моделирования поиска
окислительных ПТМ с помощью middle-down
методики. Исследователи смогли определить
сайты окисления метионина в тяжёлой цепи.
Также был проведён LC-MS анализ смеси
трёх антител, гидролизованных IdeS. Несмотря
на хроматографическую коэлюцию нескольких
различных фрагментов от разных антител,
их масс-спектры позволяли установить массы
ионов-прекурсоров (родительских ионов), которые
могут быть использованы для дальнейшего таргетного
MS/MS-анализа и установления первичной структуры
каждого антитела в смеси.

В другой работе Fornelli и соавт. [49] на примере
изучения антитела ритуксимаб показали возможности
различных методов фрагментации для top-down и
middle-down анализа антител. Моноклональное
антитело было проанализировано как в нативном,
так и в гидролизованном виде. Для гидролиза
применялись два фермента — гингипаин К и IdeS,

которые гидролизуют антитело на фрагменты
массой 50 кДа в случае гингипаина К и
25 кДа после восстановления и алкилирования
в случае IdeS соответственно. Применив в отдельных
экспериментах фрагментацию белковых ионов
методами диссоциации с переносом электрона
высокой энергии (ETD-HD), фотодиссоциации
ультрафиолетом (UVPD) и диссоциации с переносом
электронов/столкновительной диссоциацией
с повышенной энергией (EThcD), исследователи
получили покрытие 40% сиквенса нативного антитела,
20% при анализе фрагментов массой 50 кДа
(гингипаин К), более 70% для Fd-фрагмента
и до 90% для LC и Fc/2 (восстановленный
Fc-фрагмент) (IdeS).

В ряде исследований top-down подход нашёл
своё применение в комбинации с хроматографией
ультравысокого давления (1D UPLC-TDMS)
для разделения и анализа Fab-фрагментов антител
сыворотки крови [53, 54].

На начальном этапе bottom-up протеомные
исследования антител, как правило, включают создание
референтной геномной базы данных. Однако сейчас
ведутся разработки методов, основанных на МС
без опоры на базы данных геномов В-лимфоцитов.
Так, Cheng и соавт. [55] продемонстрировали
на примере терапевтического МАт методику
секвенирования, основанную на капиллярном
электрофорезе (CE) триптических пептидов
с последующей тандемной масс-спектрометрией
(рис. 6). Исследователям удалось добиться
100% покрытия лёгкой цепи и 96% покрытия
тяжёлой. Также они предложили использование

ПРОТЕОМИКА АНТИТЕЛ

10

Рисунок 6. Схема исследования Cheng и соавт. [55]. В верхней части рисунка показаны пробоподготовка и получение
экспериментальных данных методами капиллярного электрофореза – тандемной масс-спектрометрии (CE-MS/MS) и
тандемной хромато-масс-спектрометрии (LC-MS/MS). В нижней части отображён биоинформатический анализ
полученных данных: после построения последовательностей de novo и первичного поиска по базе данных (БД)
гомологичных белков составляли новую улучшенную базу данных с добавленными в неё пептидами, полученными
de novo с высокой достоверностью и не встречающимися в исходной БД. Путём повторения такого цикла
оптимизации БД составляется аминокислотная последовательность исследуемого антитела (АТ).



комбинации методов LC-MS/MS и CE-MS/MS.
Такой смешанный подход был продемонстрирован
на примере секвенирования нового терапевтического
анти-CD176-антитела и позволил авторам первыми
предложить аминокислотную последовательность
для этого антитела [55].

3.2. Секвенирование антигенсвязывающих участков

В силу того, что константная часть антител
видоспецифична, зачастую исследователей интересует
именно секвенирование вариабельной части и CDRs.
Секвенирование гипервариабельных участков антител
также используется для изучения клонального
состава (репертуара) антител при различных
иммунных процессах. 

Например, Wheatley и соавт. [56] провели
количественную оценку антител, специфичных
к S-белку вируса SARS-CoV-2, и клеточных иммунных
реакций в серии образцов крови, взятых у пациентов
в течение первых четырёх месяцев после
выздоровления от COVID-19. Объединение геномного
секвенирования рецепторов В-клеток и протеомных
методов позволили идентифицировать и количественно
определить циркулирующие антитела к S1-субдомену
S-белка у выздоровевших от COVID-19 пациентов.
В данной работе S1-специфический IgG был выделен
из плазмы крови выздоравливающих пациентов
с COVID-19 с помощью магнитных частиц
с нанесённым антигеном (АГ), а тяжёлые цепи
были подвергнуты LC-MS/MS. Для определения
клонотипов на основе аминокислотной
последовательности CDRH3 пептидные спектры
сравнивали с геномными последовательностями BCR,
полученными из единичных В-клеток памяти
от тех же людей. Затем для относительного
количественного параллельного мониторинга
реакции (PRM) клонотип-специфические пептиды
использовали в качестве штрих-кодов и
идентифицированные пептиды отслеживали в образцах
плазмы в течение четырёх месяцев. Количественное
определение пептидов, проведённое на основе
хроматографических кривых, показало более
быстрый спад нейтрализующего ответа в течение
первых 70 дней после заражения [56].

Lavinder и соавт. [57] проанализировали репертуар
антител после ревакцинации вакциной от столбняка.
Исследователи изолировали антитела из сыворотки
крови добровольцев после иммунизации вакциной
и гидролизовали их на F(ab′)2- и Fc-части,
аффинно выделив АГ-специфичные F(ab′)2-части.
С помощью bottom-up подхода были получены
масс-спектрометрические данные пептидов, которые
были идентифицированы по индивидуальным
базам данных VH и VL генов В-клеток пациентов.
Было установлено, что репертуар антител
к столбнячному анатоксину после ревакцинации
состоит из приблизительно 100 клонотипов антител,
3 из которых составляют 40% иммунного ответа.
Для проверки корректности секвенирования
были синтезированы 13 рекомбинантных антител,
5 из которых по результатам оценки аффинности к АГ
показали связывание с эпитопом столбнячного

токсина, отвечающего за проникновение в клетку.
Также было выявлено, что из разнообразия
клонотипов плазматических клеток на пике
реакции на вакцину только <5% детектируются
на девятый месяц после вакцинации. Это и другие
подобные исследования помогают глубже взглянуть
на механизмы иммунного ответа при вакцинации,
а также оценить эффективность вакцин и
необходимость их доработки.

Guthals и соавт. [58] разработали методику
секвенирования антител к цитомегаловирусу (ЦМВ)
с использованием bottom-up протеомики и LC-MS
нативных антител. Поликлональные антитела к ЦМВ
были аффинно выделены из плазмы крови
инфицированного пациента, подвергнуты
восстановлению и алкилированию. Полученные
лёгкие и тяжёлые цепи антител были разделены
с помощью SDS-PAGE и затем гидролизованы в геле
различными протеазами. Гидролизаты лёгких и
тяжёлых цепей анализировали методом LC-MS/MS.
Также исследователи измерили точные массы
анти-ЦМВ антител, предварительно проведя
их дегликозилирование. Совокупность полученных
масс-спектрометрических данных была использована
для построения аминокислотной последовательности
антител de novo. На основе полученных данных были
синтезированы рекомбинантные анти-ЦМВ антитела,
а их аффинность подтверждена методом ИФА
с иммобилизованным АГ. Исследователи установили,
что эти анти-ЦМВ антитела, составившие
1-2% от общего количества IgG, не были обнаружены
при параллельном секвенировании ДНК В-клеток
того же пациента. 

Ещё одним примером применения
комбинированного протео-геномного подхода
для изучения репертуаров антител и их динамических
изменений служит исследование Lee и соавт. [59],
посвященное изменениям репертуара IgG к вирусу
гриппа. Объектом исследования были образцы крови,
многократно взятые у пациента в течение
нескольких лет как в стадиях активного иммунного
ответа после вакцинации или инфицирования,
так и в период выздоровления. Разнообразие
антител определяли по последовательностям
гипервариабельного участка тяжёлой цепи CDRH3.
Для оценки репертуара антитела выделяли
из крови пациента аффинной хроматографией с АГ
(гемагглютинин), гидролизовали трипсином и
анализировали хромато-масс-спектрометрически.
Для идентификации пептидов была использована
индивидуальная база данных VH-генов
периферических В-клеток пациента. Изучив
клональный состав антител и динамику его изменений
на протяжении пяти лет, исследователи выявили
всего 210 уникальных клонотипов. Состав
поликлональной смеси анти-гемагглютининовых
антител в целом сохранялся в практически неизменном
виде с превалированием небольшого числа
клонотипов, устойчиво сохраняющихся в течение
исследуемого периода времени и обладающих
значительной аффинностью к высококонсервативным
участкам гемагглютинина вируса гриппа. 
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Bondt и соавт. [60] изучили Fab-фрагменты
секреторного IgA1 из грудного молока, полученного
от двух здоровых доноров в течение 16 недель.
Хромато-масс-спектрометрическое исследование
показало, что репертуар антител у каждого донора
не меняется, по крайней мере, на протяжении
16 недель; при этом перекрытие клональных
репертуаров у двух отдельных доноров практически
отсутствует. Однако ограничение middle-down
подхода, по мнению авторов, заключается в том,
что реальная структурная и функциональная
уникальность каждого клона антител не определяется.

3.3. Сопоставление лёгких и тяжёлых цепей антитела

При изучении поликлональных антител
перед исследователями возникает ряд трудностей,
концептуально отличающихся от исследования
моноклонального антитела. Поскольку
при секвенировании генома используется
поликлональная фракция В-клеток, одной из таких
трудностей является корректное сопоставление
лёгких и тяжёлых цепей антитела. Решить
данную проблему позволяет комбинирование
геномных и протеомных методов — секвенирование
генов В-клеток для создания базы данных
BCR-генов, опираясь на которую, можно более
достоверно секвенировать антитела с помощью
подхода bottom-up. 

Одними из первых, кто предложил совместное
применение масс-спектрометрии и геномных
технологий для секвенирования антител, были
исследователи группы Georgiou. Они применили
созданную методику, представляющую собой
комбинацию технологий секвенирования генома
B-клеточных рецепторов и bottom-up хромато-масс-
спектрометрии, для эффективной оценки репертуаров
антител в сыворотке крови после иммунного
ответа [61]. Для получения поликлональной смеси
антител был смоделирован иммунный ответ in vivo
путём иммунизации кроликов гемоцианином
моллюска Concholepas concholepas. Выделенные
из костного мозга и крови иммунизированных кроликов
АГ-специфичные В-клетки были отсеквенированы,
полученные последовательности генов вариабельной
части антител собраны в VH- и VL-базы данных.
Из крови посредством аффинной хроматографии
также была выделена совокупность всех IgG,
которые гидролизовали пепсином, и из полученных
F(ab′)2-фрагментов с помощью аффинной
хроматографии с АГ была выделена АГ-специфичная
фракция. Далее отобранные F(ab′)2-фрагменты
гидролизовали трипсином и проанализировали
гидролизат методом LC-MS/MS. Идентификацию
пептидов проводили по собранной исследователями
базе данных VH- и VL-генов с добавлением всех
белок-кодирующих последовательностей генома
кролика (база данных OryCun2). При оценке
клонального состава информативными считали
те уникальные пептиды, которые соответствовали
только одному CDRH3-участку. Сопоставив геномные
и протеомные данные, исследователи выявили
группу CDRH3, для которых соответствующие пептиды

встречались на порядок чаще в АГ-специфичной
фракции F(ab′)2-фрагментов по сравнению
с неспецифичной фракцией. Для дальнейшего
составления пар лёгких и тяжёлых цепей
были использованы семь VH-генов, содержащих
наиболее представленные CDRH3-последовательности.
Для каждого из выбранных VH-генов составляли
библиотеку из комбинаций со всеми
последовательностями лёгких цепей, обнаруженными
в геномах АГ-специфичных В-клеток. Полученные
одноцепочечные VH-VL-сшивки (scFv, single-chain
Fragment variable) экспрессировали с помощью
фагового дисплея и посредством инкубации
фаговых библиотек с иммобилизованным АГ
(метод “биопэннинга”) отобрали scFv с наибольшей
аффинностью к антигену. Далее были
отсеквенированы бактериофаги, содержащие
гены сшивок с высокой аффинностью к АГ.
На основе полученных пар VH- и VL- генов
были синтезированы рекомбинантные антитела.
Для проверки правильности пар аминокислотных
последовательностей лёгкой и тяжёлой цепей была
определена аффинность рекомбинантных антител
методом конкурентного ИФА к АГ. 

Использование подхода middle-down служит
ещё одним методом решения данной задачи.
Благодаря возможности анализировать крупные
фрагменты белка, этот подход позволяет исследовать
не восстановленные F(ab′)2-фрагменты антител [48],
за счёт чего в образце не происходит разобщения
лёгкой цепи и фрагмента тяжёлой цепи, содержащего
VH домен. Как показывают данные работ [49, 62, 63],
применение middle-down подхода, в особенности
в комбинациях с другими хромато-масс-
спектрометрическими подходами и с несколькими
методами фрагментации ионов, позволяет достоверно
получить информацию о парах лёгкая-тяжёлая цепи
в структуре антител.

3.4. Особенности обработки данных 
для секвенирования антител

Для эффективного секвенирования de novo
моно- и поликлональных антител большое
значение имеют не только экспериментальные
подходы к секвенированию и масс-спектрометрии,
но и эффективные биоинформатические инструменты
для обработки данных, учитывающие специфику
строения антител. Оптимизация анализа протеомных
и протеогеномных данных при изучении антител
ставит перед исследователями ряд задач:
• уменьшение числа ложноположительных

идентификаций пептидов в ходе анализа
масс-спектров пептидов антител;
• оптимизация и автоматизация процесса обработки

масс-спектрометрических данных пептидов антител
в ходе секвенирования;
• создание методик de novo секвенирования

антител, не требующих получения базы данных
генов В-клеточных рецепторов, а опирающихся
на биоинформатическую реконструкцию процесса
V-D-J-рекомбинации;
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• вариабельная часть АТ, в частности CDRs,
менее протяжённая по сравнению константной
частью, следовательно при гидролизе АТ
пептиды вариабельной части будут представлены
меньше, чем пептиды константной части.
Это означает, что необходимы методы, позволяющие
максимизировать получение информации обо всех
пептидах, присутствующих в образце.

Примером решения одной из таких задач
служит исследование Boutz и соавт. [64], в котором
были секвенированы VH- и VL-гены В-клеток
иммунизированных кроликов (АГ — гемоцианин
моллюска Concholepas concholepas) и человека
(АГ — столбнячный/дифтерийный анатоксин).
Антитела, выделенные из сыворотки аффинной
хроматографией с протеином А (протеином G
для человеческих АТ), гидролизовали пепсином,
а полученные F(ab′)2-фрагменты подвергали
трипсинолизу с последующим анализом
пептидов методом LC-MS/MS. Основной задачей
работы была разработка способа снижения
числа ложноположительных идентификаций
пептидовCDRH3.Наличие в структуреFab-фрагментов
каркасных участков (framework regions),
обладающих значительно меньшей вариабельностью
по сравнению с CDRs, приводит к тому,
что при протеолитическом расщеплении смеси
поликлональных Fab-фрагментов возникает
пул пептидов, которые дают совпадения с высоким
индексом достоверности с последовательностями
сразу нескольких V-генов В-лимфоцитов.
Это явление создаёт трудности при анализе
масс-спектров пептидов, поскольку стандартный
метод моделирования ошибок с применением
случайно сгенерированных последовательностей
(decoy-последовательностей) не учитывает данную
особенность антител и приводит к высокому
уровню ложноположительных идентификаций.
Поэтому необходимо использование методов
со строгим отбором для анализа спектров пептидов.
Для определения процента некорректных
идентификаций и нахождения характеристик,
по которым можно различить истинные и ложные
совпадения, авторы [64] применили дифференциальное
мечение остатков цистеина. Это позволило
составить список идентификаций с наибольшим
соответствием данным о мечении и выявить
ложноположительные идентификации с высоким
индексом достоверности. Образцы F(ab′)2-фрагментов
кроликов были разделены на две части и
алкилированы двумя различными агентами —
йодацетамидом и йодэтанолом. В результате
этого в обеих пробах содержались одинаковые
по аминокислотной последовательности пептиды,
но с разницей масс в 13 Да по модифицированным
остаткам цистеина, совокупность которых служила
для определения истинных идентификаций.
Проанализировав списки ложных и истинных
идентификаций с высоким индесом достоверности,
авторы смогли добиться повышения достоверности
идентификации пептидов за счёт более
строгих параметров среднего отклонения массы.
Они показали, что при пороге среднего

отклонения в 1 ppm наблюдается улучшение
точности поиска на 87% без потери истинных
идентификаций [64].

При идентификации результатов LC-MS/MS
эксперимента по базам данных для белков
исследователи зачастую сталкиваются с тем,
что часть масс-спектров хорошего качества остаётся
неидентифицированной. Это приводит к тому,
что некоторые белки или пептиды, присутствующие
в образце, могут остаться незамеченными.
Для увеличения эффективности анализа масс-спектров,
Lundström и соавт. [65] предложили новый подход —
SpotLight Proteomics. Подход SpotLight идейно схож
со стандартным bottom-up анализом антител,
но имеет ряд особенностей: (i) пептиды антител
анализируют методом LC-MS/MS, применяя
два различных способа фрагментации (HCD и ETD);
(ii) на основании расшифровки полученных
МС данных с использованием de novo алгоритмов
создают базу последовательностей антител образца;
(iii) далее анализируют как исходный образец
сыворотки, так и её очищенную фракцию с высоким
содержанием IgG. Для идентификации пептидов
по масс-спектрам исследователи объединили
референсный протеом человека (Uniprot) и
секвенированные de novo последовательности
в единую SpotLight-базу данных. По полученной
базе данных во всех образцах была проведена
идентификация пептидов с количественной оценкой
с помощью алгоритма DeMix-Q [66]. Этот подход
был использован для сравнительного анализа
профилей антител у пациентов с ранними стадиями
болезни Альцгеймера и деменции с тельцами Леви.
В исходном протеоме сыворотки были количественно
определены 156 белков, в протеоме IgG-обогащённого
образца — 81, из которых 23 не были обнаружены
в исходном образце сыворотки. На уровне пептидов
в интактной сыворотке 18% из 2112 уникальных
последовательностей были ассоциированы с IgG.
В образце, обогащённом антителами, долю
пептидов, гомологичных IgG, составлял уже 31%
из 2077 последовательностей. В исходных образцах
4 белка и 47 пептидов значительно различались
у пациентов с болезнью Альцгеймера и
деменцией с тельцами Леви, в IgG-обогащённых
образцах различие в количестве наблюдалось
для 49 пептидов, 23 из которых относятся к белкам,
существенно различающимся по представленности
в сравниваемых группах. 

Sen и соавт. [45] продемонстрировали
разработанный ими алгоритм Supernovo, который
позволяет автоматизировать секвенирование
моноклональных антител (рис. 7). Данный алгоритм
использует MS/MS-данные пептидов антитела,
полученные методом bottom-up с применением
нескольких протеаз. Первым этапом является поиск
пептидов по базе данных последовательностей
иммуноглобулинов зародышевых линий IMGT
(международная информационная система
ImMunoGeneTics) и последующая рекомбинация
V-, J- и C-экзонов in silico для создания заготовки
последовательностей лёгкой и тяжёлой цепей.
Далее полученная заготовка дорабатывается путём



сопоставления с результатами de novo секвенирования
пептидов по масс-спектрам и её корректировки
с помощью пакета программ Byonic [67]. В результате
нескольких повторений данного процесса собирается
итоговая последовательность антитела. 

Автоматизация процесса секвенирования
антител имеет большое значение для фармации и
биохимии, поскольку это позволит снизить
временные и финансовые затраты на данный этап
разработки новых терапевтических, диагностических
и лабораторных МАт.

Недавно Schulte и соавт. предложили алгоритм
Stitch для оптимизации обработки данных
при секвенировании антител [68]. Данный
алгоритм использует последовательности пептидов,
полученные de novo на основе MS/MS-спектров,
для их картирования посредством настраиваемых
шаблонов аминокислотных последовательностей
(рис. 8). С помощью базы данных IMGT пептиды
группируют по принадлежности к лёгким и тяжёлым
цепям с помощью локального выравнивания. Также
IMGT применяется в данном алгоритме для создания
настраиваемых шаблонов, по которым выравниваются
короткие сиквенсы, полученные de novo
из LC-MS/MS экспериментов. Для реконструкции
последовательности гипервариабельного участка
CDRH3 алгоритм сопоставляет перекрывающиеся
участки V- и J-частей, выравнивая их
по пользовательским последовательностям-шаблонам,
таким образом реконструируя не покрываемые
базой данных гипервариабельные участки.

Используя эту методику, исследователи
продемонстрировали применение Stitch на примере
секвенирования двух моноклональных антител,

отдельного Fab-фрагмента в смеси поликлональных
антител плазмы, секвенирования лёгких цепей в моче
пациентов с множественной миеломой и оценки
репертуара антител у людей, госпитализированных
с COVID-19.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Антитела неоспоримо имеют большое
значение для современной молекулярной
биологии, медицины и фармации. Их уникальные
свойства, позволяющие специфично связывать
ту или иную молекулярную мишень, дали толчок
развитию множества технологий и методик,
применяемых в терапии, диагностике, производстве
лекарственных препаратов и в биомедицинских
лабораториях. LC-MS/MS зарекомендовала себя
как высокоэффективный метод для получения
полной аминокислотной последовательности
моноклональных антител и определения имеющихся
посттрансляционных модификаций. Изучение
разнообразия антител в поликлональных смесях
представляет собой более сложную задачу
из-за малой доли различающихся между клонотипами
последовательностей в молекуле антитела.
При этом использование только секвенирования
генов BCR в В-клетках крови недостаточно
информативно, поскольку периферические В-клетки
не отражают репертуар антител в крови. Это делает
масс-спектрометрический анализ незаменимым
методом в изучении поликлональных антител.

Технологическое развитиемасс-спектрометрического
оборудования расширяет возможности применения
МС для de novo секвенирования антител, в частности
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Рисунок 7. Схема исследования Sen и соавт. [45]. Слева направо: (i) по полученным экспериментальным данным
одновременно проводили генерацию последовательностей пептидов de novo и поиск по базе данных генов
иммуноглобулинов зародышевых линий ImMunoGeneTics (IMGT) для отбора последовательностей-шаблонов
V- и C-сегментов с наибольшей гомологией к исследуемому антителу; (ii) после подбора J-сегмента к выбранным
V- и C- проводили рекомбинацию in silico для составления шаблона V-J-C-сегмента последовательности антитела;
(iii) на основе полученных шаблонов и de novo последовательностей с помощью алгоритма Byonic [67] составляли
кандидатные последовательности пептидов; (iv) после нескольких циклов корректировки пептидов-кандидатов
составляли полную последовательность антитела.



за счёт возможности совмещения нескольких
методов фрагментации ионов в одном приборе.
Несмотря на то, что эффективная фрагментация
целого антитела либо его крупных частей
всё ещё остаётся сложной задачей, вероятно,
дальнейший технологический прогресс позволит
усовершенствовать масс-спектрометры в достаточной
степени, чтобы внедрить подходы top-down и
middle-down в рутинную протеомную практику
наравне с bottom-up.
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Antibodies represent an essential component of humoral immunity; therefore their study is important
for molecular biology and medicine. The unique property of antibodies to specifically recognize and bind
a certain molecular target (an antigen) determines their widespread application in treatment and diagnostics
of diseases, as well as in laboratory and biotechnological practices. High specificity and affinity of antibodies
is determined by the presence of primary structure variable regions, which are not encoded in the human genome and
are unique for each antibody-producing B cell clone. Hence, there is little or no information about amino acid
sequences of the variable regions in the databases. This differs identification of antibody primary structure from most
of the proteomic studies because it requires either B cell genome sequencing or de novo amino acid sequencing
of the antibody. The present review demonstrates some examples of proteomic and proteogenomic approaches and
the methodological arsenal that proteomics can offer for studying antibodies, in particular, for identification of primary
structure, evaluation of posttranslational modifications and application of bioinformatics tools for their decoding.
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