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РОЗРОБЛЕННЯ УДОСКОНАЛЕНОЇ МЕТОДИКИ ОТРИМАННЯ Fc-ФРАГМЕНТІВ                      
IgM ЛЮДИНИ 

The aim of work was to develop the improved methods of obtaining and allocating Fc-fragments of human IgM.            
To achieve this goal IgG hydrolysis with subsequent purification (Fс)5μ-fragments was optimized. The improved 
method for obtaining Fc-fragments of IgM provides papain hydrolysis of immunoglobulin in the nitrogen 
environment for 30 minutes allowing to achieve maximum output of Fsμ fragments without their further degradation: 
isolation and purification of Fsμ fragments by two-stage gel filtration on sephacryl S-300; control the purity of            
the target product in electrophoresis in polyacrylamide gel with SDS and immunodiffusion for Ouchterlony.                  
By employing the proposed scheme, we can obtain Fsμ-fragments of high purity. Outcome of Fsμ fragments after             
all stages of purification was about 15 % of the initial IgM amount in the preparation. Molecular weight of            
Fcμ-fragments was approximately 95 kDa. 

Вступ 

До імуноглобулінів належать білки тва-
ринного та людського походження, які мають 
активність антитіл, а також імуноглобулінові 
рецептори лімфоцитів та білки, подібні до анти-
тіл за хімічною структурою і антигенною специ-
фічністю — мієломні білки, білки Бенс-Джонса 
та субодиниці імуноглобулінів. Антитіла вико-
нують багато біологічних функцій, спрямова-
них на елімінацію чужорідного агента з організ-
му: розпізнають і зв’язують антиген, допомага-
ють у його презентації макрофагам і лімфоци-
там, зумовлюють ушкодження мастоцитів, лізу-
ють клітини, що містять специфічні антигенні 
субстанції, зумовлюють опсунізуючу дію, акти-
вують систему комплементу. Первинна функ-
ція антитіл — взаємодія із комплементарною 
структурою антигену — антигенною детермінан-
тою, а вторинні (ефекторні) функції — фіксація 
комплементу, опсонізуючий вплив, цитотоксич-
на, імунорегуляторна дії тощо [1—3]. Структур-
ні ділянки молекул імуноглобулінів, відповідаль-
ні за ефекторну активність, просторово відда-
лені від антигензв’язуючих центрів і розміщені, 
головним чином, у Fc-області. Ізотипічна мін-
ливість молекул імуноглобулінів також обумов-
лена антигенними детермінантами Fc-фрагментів 
[4]. Для розв’язання низки фундаментальних та 
прикладних задач в імунології, молекулярній і 
клітинній біології та біотехнології виникає по-
треба в одержанні Fc-фрагментів імуноглобулі-
нів. Наприклад, Fc-фрагменти можна застосо-
вувати для вивчення ефекторних функцій іму-
ноглобулінів, які опосередковані даними облас-
тями. Часто їх використовують як імуноген для 
одержання антивидового кон’югату (в т.ч. на 
основі моноклональних антитіл) при розробленні 

тестів для серологічної діагностики. Слід зазна-
чити, що Fc-фрагмент як антиген дає змогу 
одержати більш специфічні та селективні анти-
видові імунні сироватки. Отримані при розщеп-
ленні імуноглобулінів Fc-фрагменти можна ви-
користовувати також для аналізу антивидових 
моноклональних антитіл та одержання імуно-
афінних сорбентів. 

Аналіз літературних даних засвідчив наяв-
ність кількох підходів до розщеплення IgM лю-
дини ферментами з метою отримання Fcμ-фраг-
ментів. Найчастіше вони базуються на викорис-
танні папаїну [5]; також застосовуються пепсин 
та трипсин [6]. Папаїнова фрагментація дає 
можливість отримати більш стабільні та відтво-
рювані результати [7—10]. Незважаючи на ве-
лику кількість модифікацій методики, значна 
частина з них погано відтворюється, часто бра-
кує достовірних способів контролю за фермен-
тативним розщепленням. Данні різних авторів 
у багатьох випадках містять суттєві розбіжності. 

Постановка задачі 

Метою роботи є розроблення удосконале-
ної методики отримання та виділення Fc-фраг-
ментів IgM людини.  

Матеріали і методи 

Препарат IgM людини. Препарат імуногло-
булінів людини класу М було попередньо отри-
мано згідно з методикою [11]. Чистота цього 
препарату була перевірена за допомогою імуно-
дифузії за Оухтерлоні та електрофорезу в полі-
акриламідному гелі (ПААГ) з додецилсульфа-
том натрію (ДСН). Імуноглобуліни переводили 
в реакційний буферний розчин гель-фільтра-
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цією на колонці 1,5 × 20 см з сефадексом G-50. 
Колонку зрівноважували 0,1 М фосфатним бу-
фером з рН 7,0, який містив 0,001 М цистеїну 
та 0,001 М ЕДТА. [7]. Концентрацію одержаних 
після гель-фільтрації IgM вимірювали на спект-
рофотометрі при 280 нм [5]. Вміст імуноглобулі-
нів доводили реакційним буфером до 12 мг/мл. 

Папаїновий гідроліз IgM людини. Для прове-
дення ферментативного розщеплення викорис-
товували папаїн (“Sigma”, США) у вигляді 
кристалічної суспензії в 0,05 М ацетатному бу-
фері з рН 4,5 з додаванням 0,01 % тимолу. Реак-
цію розщеплення проводили у 0,01 М фос-
фатному буфері, рН 6,5, який містив 0,002 М 
Na2-ЕДТА. В реакційну суміш компоненти вно-
сили в таких співвідношеннях: на 100 мг глобу-
лінової фракції — 1 мг папаїну [12]. Реакційну 
суміш інкубували при 37 °С в атмосфері азоту 
для запобігання інактивації папаїну киснем по-
вітря [13]. З метою віднаходження оптимально-
го часу інкубування з реакційної суміші відби-
рали проби через 10, 20, 40, 60 і 120 хв від по-
чатку постановки реакції. Ферментативний гід-
роліз у пробах зупиняли їх заморожуванням.  

Гель-фільтрація. Використовували колонку 
із сефакрилом S-300, “Pharmacia Biotech” (роз-
мір 2,5 × 100 см), яку переводили у 0,05 М фос-
фатний буфер з 0,15 М NaCl з рН 7,2. Елюцію 
проводили зі швидкістю 2 мл/хв, збираючи ко-
лектором фракції об’ємом 4 мл. Об’єднували ті 
з них, які відповідали виходу піків. Концентра-
цію білка вимірювали на спектрофотометрі при 
λ = 280 нм [5]. 

Електрофорез. Електрофорез проводили за 
[14] у вертикальній камері в 15 % ПААГ за на-
явності ДСН. Як маркери молекулярної маси 
використовували овотрансферін (Мr = 78000), 
альбумін (Мr = 66250), овальбумін (Мr = 42700), 
карбоангідразу (Мr = 30000), міоглобін (Мr = 
16900), цитохром С (Мr 12300) (“Sigma”, США). 
Білки в гелі фарбували Coomassi Blue R-250. 

Імунодифузія за Оухтерлоні. Імунодифузію 
проводили у 1,25 %-ному агарозному гелі, при-
готованому на боратному буфері з рН 8,6 [15]. 
Використовували моноспецифічні сироватки 
проти імуноглобуліну людини, λL- та κL-ланцю-
гів імуноглобулінів (“Предприятие по произ-
водству бактерийных препаратов Центрального 
НИИ вакцин и сыровоток им. И.И. Мечнико-
ва”, Росія). У центральні лунки вносили імунні 
сироватки, а в периферійні — розчин антигену 
в серійних розведеннях. Для фарбування та фік-
сації гелю використовували розчин фарбника 

амідочорного [15]. Відмивку проводили 2 %-ним 
розчином оцтової кислоти.  

Результати і їх обговорення 

Оскільки, за даними різних авторів [7—10], 
більш відтворювані результати одержуються 
при папаїновому гідролізі імуноглобулінів, то 
нами вибрано саме такий варіант ферментатив-
ного розщеплення IgM людини. На першому 
етапі визначали оптимум часу інкубування фрак-
ції імуноглобулінів з папаїном. Температурний 
оптимум для папаїну становить близько 37 °С 
[6], тому інкубацію IgM людини та ферменту 
проводили саме за цієї температури. Кисень по-
вітря може чинити інгібуючий вплив на реак-
цію ферментативного гідролізу [13], тому реак-
ційну суміш інкубували в атмосфері азоту для 
запобігання інактивації папаїну. За даними різ-
них авторів [13, 16], задля зменшення неконт-
рольованої деградації молекули IgM папаїно-
вий гідроліз краще проводити без використан-
ня активатора ферменту — цистеїну. В такому 
випадку є можливість отримання (Fc)5 μ-фраг-
ментів, що краще з огляду на подальшу проце-
дуру їх виділення та очистки з реакційної су-
міші. Дані літератури [9] свідчать про те, що 
папаїновий гідроліз IgM відбувається значно 
швидше, ніж, наприклад, IgG. Проте дані різ-
них авторів щодо оптимального часу такого 
протеолізу істотно різняться. Відтак з метою 
віднаходження оптимального часу інкубування 
з реакційної суміші відбирали проби через 10, 
20, 40, 60 і 120 хв від початку постановки реак-
ції. Ферментативний гідроліз у пробах зупиня-
ли їх заморожуванням. Процес ферментативно-
го гідролізу контролювали за допомогою верти-
кального електрофорезу в ПААГ з ДСН (рис. 1). 
В редукуючих умовах імуноглобуліни розпада-
лися на важкі (Н) та легкі (L) ланцюги, фор-
муючи дві чіткі смуги на рівні 70 і 23 кДа. На 
електрофореграмі проб з реакційної суміші з’яв-
лялася третя смуга (≈ 35 кДа), яка, певно, від-
повідає за Fсμ-фрагменти важких ланцюгів іму-
ноглобулінів. При збільшенні часу інкубації з 
папаїном до 120 хв поступово зникала смуга, 
що зумовлена наявністю важких ланцюгів. Це 
було підтвердженням протікання фрагментації 
імуноглобулінів. Разом із тим починаючи із 40 хв 
гідролізу було зафіксовано утворення низько-
молекулярних фрагментів (≈ 13 кДа), що свід-
чить про небажану деградацію IgM. Тому було 
ухвалено рішення проводити розщеплення IgM 
протягом 30 хв, що давало можливість одержа-
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ти максимальний вихід Fсμ-фрагментів без їх 
подальшої деградації. 

Рис. 1. Електрофореграма проб з реакційної суміші та на-
тивного IgM людини: 1 — препарат IgM; 2, 3, 4, 5, 
6 — проби, які відбиралися з реакційної суміші від-
повідно через 10, 20, 40, 60 і 120 хв після початку 
розщеплення; 7 — маркери молекулярної маси 

Після фрагментації IgM проводили виді-
лення та очистку (Fс)5 μ-фрагментів за допомо-
гою послідовного вилучення Fabμ-фрагментів, 
мономерних Fсμ-фрагментів.  

Поставлене завдання можна було вирішу-
вати різними способами. За даними [17], най-
кращі результати одержують при використанні 
іонообмінної хроматографії, зокрема на КМ-це-
люлозі та ДЕАЕ-целюлозі. Проте за більш но-
вими даними [13], в такому випадку ефективні-
ше використовувати гель-фільтрацію на сефак-
рилі.  

З метою розділення компонентів реакцій-
ної суміші після 30 хв інкубування її пропуска-
ли через колонку із сефакрилом S-300 (рис. 2). 
Як видно з хроматограми, реакційна суміш роз-
ділилася на чотири фракції. Першими з колон-
ки мали сходити нефрагментовані IgM, які 
мають найбільшу молекулярну масу, другий 
пік, певно, утворювали (Fс)5 μ-фрагменти, тре-
тій — Fabμ-фрагменти та мономерні Fсμ-фраг-
менти, а четвертий — низькомолекулярні фраг-
менти, продукти небажаної фрагментації іму-
ноглобулінів.  

Для аналізу перших трьох фракцій вико-
ристовували вертикальний електрофорез у ПААГ 
з ДСН (рис. 3). Як видно з електрофореграми, 
фракція 1-го піку утворює дві смуги на рівнях 
70 і 23 кДа, які відповідають за Н- і L-ланцюги 
IgM відповідно. Фракція 2-го піку утворює три 
смуги: невеликі смуги на рівнях 70 і 23 кДа, які 
можуть бути зумовлені наявністю негідролізо-
ваних IgM (Н- і L-ланцюги), та інтенсивну 

смугу на рівні 50 кДа (відповідає (Fс)5 μ-
фрагментам). Фракція 3-го піку утворювала дві 
виражені смуги на рівнях 50 кДа (мономерний 
Fсμ-фрагмент) і 23 кДа (Fabμ-фрагменти). Се-
редній вміст білка у фракції з Fcμ-фрагментами 
становив 0,32 мг/мл. 

Вміст фракцій, отриманих після гель-фільт-
рації на сефакрилі S-300, досліджували в іму-
нодифузії за Оухтерлоні (рис. 4). Видно, що 
фракція 1-го піку утворювала лінії преципітації 
з імунними сироватками до цільних молекул 
IgM, κL- та λL-ланцюгів, що підтверджує при-
пущення щодо її вмісту. У той же час фракція 
2-го піку утворювала лінії преципітації з си-
роватками до IgM. Це підтверджує наявність 
Fcμ-фрагментів у фракції 2-го піку. Слабка лі-
нія преципітації з сироваткою до κL-ланцюгів 
свідчила про недостатню чистоту отриманих 
Fcμ-фрагментів, пов’язану з наявністю домі-

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2. Гель-фільтрація реакційної суміші на сефакрилі S-300 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Електрофореграма фракцій після гель-фільтрації на 

сефакрилі S-300: 1 — фракція 1-го піку; 2 — фракція 
2-го піку; 3 — фракція 3-го піку; 4 — маркери мо-
лекулярної маси 
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шок молекул IgM. Фракція 3-го піку давала 
позитивні реакції аналогічно до фракції пер-
шого піку, що підтверджувало припущення 
щодо вмісту в ній Fcμ- і Fabμ-фрагментів. 

Отримані експериментальні дані спонука-
ли нас до проведення ще одного циклу гель-
фільтрації на сефакрилі S-300 із фракцією 2-го 
піку (рис. 5). Залишки нефрагментованих іму-
ноглобулінів сходили першими з колонки, 
утворюючи перший пік. Другий пік формували 
Fcμ-фрагменти.  

Кінцеву перевірку Fcμ-фракції на чистоту 
проводили, використовуючи імунодифузію за 
Оухтерлоні. Результати імунодифузії свідчать 
про те, що отримана фракція Fcμ-фрагментів є 
достатньо чистою, оскільки не утворює ліній 
преципітації з сироватками до κL- і λL-ланцю-
гів. Чистота отриманих Fcμ-фрагментів була 
підтверджена також в електрофорезі (рис. 6). У 

пробі 1 проявлялася лише індивідуальна смуга, 
відповідальна за Fcμ-фрагменти. Вихід остан-
ніх, після всіх етапів очистки, становив ∼ 15 % 
від початкової кількості імуноглобулінів у пре-
параті. Молекулярна маса одержаних Fcμ-фраг-
ментів становила ∼ 95 кДа. 

Рис. 6. Електрофореграма фракцій Fcμ-фрагментів та пре-
парату IgM: 1 — препарат IgM; 2 — Fcμ-фрагменти; 
3 — маркери молекулярної маси 

Висновки 

Розроблено удосконалену методику одер-
жання Fc-фрагментів IgM людини, яка перед-
бачає: 

• папаїновий гідроліз імуноглобулінів у 
середовищі азоту впродовж 30 хв, що дає мож-
ливість досягти максимального виходу Fсμ-
фрагментів без їх подальшої деградації; 

• виділення та очистку Fсμ-фрагментів 
двохетапною гель-фільтрацією на сефакрилі                
S-300; 

• контроль чистоти цільового продукту в 
електрофорезі в ПААГ з ДСН та імунодифузії 
за Оухтерлоні. 

Використання запропонованої схеми дає 
змогу одержувати Fсμ-фрагменти високого 
ступеня чистоти. Вихід Fсμ-фрагментів після 
всіх етапів очистки становив ∼15% від початко-
вої кількості імуноглобулінів у препараті. Мо-
лекулярна маса одержаних Fcμ-фрагментів ста-
новила ∼ 95 кДа. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 4. Імунодифузія за Оухтерлоні фракцій після першого 

циклу гель-фільтрації; 1-й пік з сироваткою: 1 — до 
λL-ланцюга, 2 — до κL-ланцюга, 3 — до IgM; 2-й пік 
з сироваткою: 4 — до λL-ланцюга, 5 — до κL-ланцю-
га, 6 — до IgM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 5. Гель-фільтрація фракції 2-го піку на сефакрилі S-300: 

1-й пік — залишки нефрагментованих IgM; 2-й пік — 
Fcμ-фрагменти 
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Подальші дослідження можуть бути спря-
мовані на оптимізацію та удосконалення мето-

дик отримання фрагментів інших класів імуно-
глобулінів.  
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