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Ââåäåíèå
Ïî äàííûì Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðàíå-

íèÿ áîëåå 55 òûñ. ÷åëîâåê â ìèðå åæåãîäíî óìèðà-
þò îò áåøåíñòâà, áîëåå ïîëîâèíû èç íèõ − äåòè äî
15 ëåò [1]. Ïåðåíîñ÷èêàìè âèðóñà áåøåíñòâà ÿâëÿ-
þòñÿ çàðàæåííûå æèâîòíûå, ãëàâíûì îáðàçîì ñîáà-
êè. Òîëüêî â Ìîñêâå åæåãîäíî ôèêñèðóåòñÿ áîëåå 30
òûñÿ÷ óêóñîâ ñîáàêàìè, ïðè ýòîì â áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ íåëüçÿ èñêëþ÷àòü èíôèöèðîâàíèå âèðóñîì
áåøåíñòâà, ïîñêîëüêó äîñèìïòîìíîé äèàãíîñòèêè áå-
øåíñòâà íå ñóùåñòâóåò. Â ñëó÷àå ðàçâèòèÿ ñèìïòî-
ìîâ áîëåçíü ñòàíîâèòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçëå÷èìîé è
ïðèâîäèò ê áûñòðîé ñìåðòè [2].

Îñíîâíûì ñïîñîáîì áîðüáû ñ áåøåíñòâîì íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü ÿâëÿåòñÿ èììóíèçàöèÿ ÷åëîâåêà è
äîìàøíèõ æèâîòíûõ. Âñåìèðíàÿ îðãàíèçàöèÿ çäðàâî-
îõðàíåíèÿ (ÂÎÇ) ðåêîìåíäóåò ïîãîëîâíóþ ïðîôèëàê-
òè÷åñêóþ âàêöèíàöèþ äîìàøíèõ æèâîòíûõ (êîøåê è
ñîáàê) è àíòèðàáè÷åñêóþ âàêöèíàöèþ ëþäåé â ñëó÷àå
èõ êîíòàêòà ñ æèâîòíûì, ó êîòîðîãî ïîäîçðåâàåòñÿ
áåøåíñòâî. Ïîñëå êîíòàêòîâ òðåòüåé êàòåãîðèè, ê êî-
òîðûì îòíîñÿòñÿ óêóñû, à òàêæå äëÿ ëþäåé ñ îñëàá-
ëåííîé èììóííîé ñèñòåìîé ÂÎÇ ðåêîìåíäóåò ïàññèâ-
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Ïîëó÷åí ôóíêöèîíàëüíûé ãóìàíèçèðîâàííûé Fab-ôðàãìåíò íåéòðàëèçóþùåãî àíòèòåëà
ïðîòèâ âèðóñà áåøåíñòâà – ïðîòîòèï òåðàïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà, ñïîñîáíîãî çàìåíèòü ëîøà-
äèíûé èëè äîíîðñêèé àíòèðàáè÷åñêèé èììóíîãëîáóëèí. Ïðîâåäåíî êëîíèðîâàíèå è ñåêâå-
íèðîâàíèå âàðèàáåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ëåãêîé è òÿæåëîé öåïåé âûñîêîàôôèííîãî íåéòðàëè-
çóþùåãî àíòèòåëà ïðîòèâ âèðóñà áåøåíñòâà. Ïðîâåäåíû çàìåíà êîíñòàíòíûõ  ìûøèíûõ
ó÷àñòêîâ íà ÷åëîâå÷åñêèå, íàðàáîòêà ãóìàíèçèðîâàííûõ Fab-ôðàãìåíòîâ â äðîææåâîé ñèñ-
òåìå ýêñïðåññèè. Èññëåäîâàíû èììóíîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ïîëó÷åííûõ Fab-ôðàãìåíòîâ
ìåòîäàìè ÈÔÀ, ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ è âåñòåðí-áëîòà. Ïîëó÷åí ãóìàíèçèðîâàííûé Fab-
ôðàãìåíò àíòèòåëà ïðîòèâ âèðóñà áåøåíñòâà, ïî àôôèííîñòè ïðåâîñõîäÿùèé èñõîäíîå àíòè-
òåëî. Âûñîêàÿ ñòåïåíü ãóìàíèçàöèè ïîäòâåðæäåíà ïðè ïîìîùè ñûâîðîòîê, ñïåöèôè÷íûõ ïî
îòíîøåíèþ ê ÷åëîâå÷åñêèì èììóíîãëîáóëèíàì. Âûõîä ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà
ñîñòàâèë 21 ìã èç 1 ë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, â ïðåïàðàòå îòñóòñòâóþò èçîëèðîâàííûå ëåãêèå
è òÿæåëûå öåïè ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: âèðóñ áåøåíñòâà, Fab-ôðàãìåíò, ãóìàíèçàöèÿ.

íóþ èììóíèçàöèþ, ò.å. ââåäåíèå àíòèðàáè÷åñêîãî
èììóíîãëîáóëèíà [1]. Â êà÷åñòâå òàêîãî èììóíîãëîáó-
ëèíà ïðèìåíÿþò ëîøàäèíóþ ñûâîðîòêó, ñîäåðæàùóþ
àíòèòåëà ïðîòèâ âèðóñà áåøåíñòâà. Ñåðüåçíûå ïîáî÷-
íûå ýôôåêòû âïëîòü äî àíàôèëàêòè÷åñêîãî øîêà, à
òàêæå áûñòðûé êëèðåíñ çàìåòíî îãðàíè÷èâàþò ïðè-
ìåíåíèå ñûâîðîòîê æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ýíçè-
ìàòè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå èììóíîãëîáóëèíîâ ëîøàäè-
íîé ñûâîðîòêè äî Fab′2-ôðàãìåíòîâ ëèøü ÷àñòè÷íî
ñíèæàåò èììóííîãåííîñòü, ïðèâîäÿ ê ñóùåñòâåííîìó
óäîðîæàíèþ ïðåïàðàòà [3]. ×åëîâå÷åñêèé èììóíîãëî-
áóëèí îò âàêöèíèðîâàííûõ äîáðîâîëüöåâ íå ìîæåò
óäîâëåòâîðèòü âñåõ ïîòðåáíîñòåé â íåì. Êðîìå òîãî,
ïðåïàðàòû, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ÷åëîâå÷åñ-
êîãî ìàòåðèàëà, íåñóò â ñåáå îïàñíîñòü ÿòðîãåííîãî
èíôèöèðîâàíèÿ.

Çàìåíîé ÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà, ïðåäîõðà-
íÿþùåãî îò çàáîëåâàíèÿ áåøåíñòâîì, ìîãóò ñòàòü ãó-
ìàíèçèðîâàííûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ñïîñîáíûå
íåéòðàëèçîâàòü âèðóñ. Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè
áûëà ïîëó÷åíà ïàíåëü ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë ê âàêöèííîìó øòàììó âèðóñà áåøåíñòâà (ÂÁ)
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“Âíóêîâî-32” [4]. Â ðåçóëüòàòå äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ
ñâîéñòâ àíòèòåë [4, 5] áûëî îòîáðàíî àíòèòåëî 1Ñ5,
èìåþùåå ñëåäóþùèå ñâîéñòâà:

1) âçàèìîäåéñòâóåò ñ ãëèêîïðîòåèäîì ÂÁ;
2) âçàèìîäåéñòâóåò ñî âñåìè èññëåäîâàííûìè

øòàììàìè ÂÁ (âñåãî áûëî èññëåäîâàíî 33 øòàììà,
ñðåäè êîòîðûõ âñå îñíîâíûå øòàììû ÂÁ, âñòðå÷àþ-
ùèåñÿ íà òåððèòîðèè Ðîññèè, à òàêæå øòàììû èç
Öåíòðàëüíîé Åâðîïû, Óêðàèíû, ÑØÀ è Àôðèêè);

3) îáëàäàåò âèðóñíåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ
ïîðÿäêà 107 LD50 êàê ïî îòíîøåíèþ ê âàêöèííîìó
øòàììó “Âíóêîâî-32”, òàê è ïî îòíîøåíèþ ê äèêèì
øòàììàì ÂÁ, òîãäà êàê àíàëîãè÷íûé ïîêàçàòåëü äëÿ
êîììåð÷åñêîãî ëîøàäèíîãî èììóíîãëîáóëèíà ñîñòàâ-
ëÿåò 6,6 102 LD50;

4) îáëàäàåò 100%-ì ëå÷åáíûì äåéñòâèåì: ìûøè,
çàðàæåííûå ñâåðõëåòàëüíûìè äîçàìè ÂÁ (8−10
LD50), âûæèâàëè áåç ðàçâèòèÿ ñèìïòîìîâ áåøåíñòâà,
åñëè â òå÷åíèå 2−48 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ èì áûë ââå-
äåí ïðåïàðàò íà îñíîâå àíòèòåëà 1Ñ5. Êîììåð÷åñêèé
ëîøàäèíûé èììóíîãëîáóëèí çàùèùàë òîëüêî 16% çà-
ðàæåííûõ æèâîòíûõ.

Âñå ïåðå÷èñëåííûå âûøå ñâîéñòâà àíòèòåëà 1Ñ5
äàþò åìó ÿâíûå ïðåèìóùåñòâà ïî ñðàâíåíèþ ñ ëî-
øàäèíûì èììóíîãëîáóëèíîì. Ê ýòîìó íóæíî äîáà-
âèòü ïðîñòîòó ñòàíäàðòèçàöèè ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëèêëî-
íàëüíûìè ñûâîðîòêàìè. Îäíàêî àíòèòåëî ìûøèíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ íå ìîæåò ñ÷èòàòüñÿ èäåàëüíûì òåðà-
ïåâòè÷åñêèì ñðåäñòâîì, ïîñêîëüêó èìååò èììóííî-
ãåííûå ñâîéñòâà. Äëÿ óñòðàíåíèÿ èììóííîãåííîñòè
êîíñòàíòíûå îáëàñòè ìûøèíîãî àíòèòåëà äîëæíû
áûòü çàìåíåíû íà ÷åëîâå÷åñêèå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Äëÿ àìïëèôèêàöèè ïëàçìèä ìû èñïîëüçîâàëè

øòàìì E. coli Top10F′ (Invitrogen), äëÿ äðîææåâîé
òðàíñôîðìàöèè − øòàìì Pichia pastoris GS115
(Invitrogen). Âåêòîð pPICZαA (Invitrogen) èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ ñîçäàíèÿ äðîææåâûõ ýêñïðåññèîííûõ âåêòîðîâ.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé ìîäåëè Fv-
ôðàãìåíòà àíòèòåëà 1Ñ5 ïî åãî àìèíîêèñëîòíîé ïîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòè èñïîëüçîâàëè Èíòåðíåò-ïðîãðàììó
WAM [6].

ÄÍÊ-ôðàãìåíòû, êîäèðóþùèå òÿæåëóþ è ëåãêóþ
öåïè ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà àíòèòåëà 1Ñ5,
áûëè ñèíòåçèðîâàíû èç ïåðåêðûâàþùèõñÿ îëèãîíóê-
ëåîòèäîâ [7] è êëîíèðîâàíû ïî ñàéòàì XhoI-XbaI â
âåêòîðà pPICZαA è pPICZαA-ΔPmeI ñîîòâåòñòâåííî.
Â ðåçóëüòàòå áûëè ïîëó÷åíû ïëàçìèäû pPICZαA-
AR-H è pPICZαA-ΔPmeI-AR-L. Ïëàçìèäà pPICZαA-

AR-HL, ñîäåðæàùàÿ îáå öåïè Fab-ôðàãìåíòà â ñî-
ñòàâå âåêòîðà, áûëà ïîëó÷åíà ïóòåì êëîíèðîâàíèÿ
BglII-BamHI-ôðàãìåíòà âåêòîðà pPICZαA-ΔPmeI-AR-
L â BglII-ñàéò âåêòîðà pPICZαA-AR-H.

Ïëàçìèäà áûëà ëèíåàðèçîâàíà ïî PmeI è ââåäåíà â
êëåòêè øòàììà GS115 ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîïîðàöèè
[8]. Òðàíñôîðìàíòû áûëè îòîáðàíû íà ïîëíîé ñðåäå
ñ ãëþêîçîé (YPD), ñîäåðæàùåé Zeocin™ â êîíöåíòðà-
öèè 100 ìêã/ìë.

Èíòåãðàöèÿ ëèíåàðèçîâàííîãî âåêòîðà â ãåíîì ðå-
êîìáèíàíòíûõ êëîíîâ P. pastoris ïîäòâåðæäåíà ñ ïî-
ìîùüþ ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷-
íûõ ê ãåíàì àíòèòåë è ãåíîìíîé ÄÍÊ òðàíñôîðìàí-
òîâ â êà÷åñòâå ìàòðèöû [9].

Îòîáðàííûå òðàíñôîðìàíòû âûðàùèâàëè àíàëîãè÷-
íî ìåòîäèêå, ïðèâåäåííîé â [10]. Êóëüòóðàëüíûå
æèäêîñòè òðàíñôîðìàíòîâ ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïîìî-
ùüþ íåïðÿìîãî ÈÔÀ. Îïðåäåëåíèå êîíñòàíò ñâÿçû-
âàíèÿ àíòèòåë ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî â ìåòîäèêå
[11], ñ ìîäèôèêàöèÿìè [12].

Ñïåöèôè÷íîñòü ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà îïðåäåëÿ-
ëè ìåòîäîì âåñòåðí-áëîò [13], èñïîëüçóÿ ãëèêîïðîòåèä
ÂÁ. Ñòåïåíü ÷èñòîòû ðåêîìáèíàíòíîãî ÷åëîâå÷åñêîãî
Fab′ êîíòðîëèðîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â
10%-ì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè SDS â
íåâîññòàíàâëèâàþùèõ è âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâèÿõ
â ñòóïåí÷àòîé áóôåðíîé ñèñòåìå Ëýìëëè [14].

Ðåçóëüòàòû
Ãåíû, êîäèðóþùèå ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòè-

òåëî (ìÀò) 1Ñ5, áûëè êëîíèðîâàíû èç ñîîòâåòñòâóþ-
ùåé ãèáðèäîìû  è ñåêâåíèðîâàíû, êàê îïèñàíî â ðà-
áîòå [10]. Ïîëó÷åííóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ ìÀò 1Ñ5 è ìîëåêó-
ëÿðíîå ìîäåëèðîâàíèå èñïîëüçîâàëè äëÿ êîíñòðóèðî-
âàíèÿ  ãóìàíèçèðîâàííîãî âàðèàíòà ìÀò 1Ñ5 àíàëî-
ãè÷íî òîìó, êàê ýòî áûëî îïèñàíî äëÿ ìÀò F19 [15].

Ñíà÷àëà áûëè îïðåäåëåíû ãðàíèöû êàðêàñíûõ îá-
ëàñòåé (Framework), ñîãëàñíî ðàáîòå [16]. Äëÿ êàæ-
äîé êàðêàñíîé îáëàñòè ìû íàøëè 50 áëèæàéøèõ ãî-
ìîëîãîâ â áàçàõ äàííûõ ìûøèíûõ è ÷åëîâå÷åñêèõ
àíòèòåëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãàìåòíîé ÄÍÊ.
Íåñêîëüêî ñèñòåìàòè÷åñêèõ ðàçëè÷èé áûëî íàéäåíî
ïðè ñðàâíåíèè ìûøèíîé è ÷åëîâå÷åñêèõ âûáîðîê.
Àìèíîêèñëîòû â òàêèõ ïîçèöèÿõ ðàññìàòðèâàëèñü â
êà÷åñòâå êàíäèäàòîâ íà ãóìàíèçàöèþ [17].

Ïðè àíàëèçå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âàðèàáåëüíûõ
äîìåíîâ ìûøèíîãî àíòèòåëà 1Ñ5 ìû èäåíòèôèöèðî-
âàëè âîçìîæíûå êëþ÷åâûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè,
îïðåäåëÿþùèå ñâÿçûâàíèå ñ àíòèãåíîì, à èìåííî îï-
ðåäåëèëè àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
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Ðèñ. 1. Ãèïîòåòè÷åñêàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ ìîäåëü àíòèãåíñâÿçûâà-
þùåãî öåíòðà ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 1Ñ5

÷àñòüþ êàíîíè÷åñêèõ ñòðóêòóð êîíôîðìàöèé CDR,
ïðåäëîæåííûõ â ðàáîòå [18] (ýòè îñòàòêè ïîòåíöè-
àëüíî ó÷àñòâóþò â óêëàäêå VL–VH [18]). Áûëè òàê-
æå íàéäåíû àìèíîêèñëîòû, ðåäêî âñòðå÷àþùèåñÿ â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ìûøèíûõ àíòèòåë [19]. Ïðè
àíàëèçå ïðîñòðàíñòâåííîé ìîäåëè Fv-ôðàãìåíòà ìû-
øèíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ âèðóñà áåøåíñòâà (ðèñ. 1)
áûëè îïðåäåëåíû àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, êîòîðûå
íàõîäÿòñÿ â ðàäèóñå 5 Å îò CDR è ìîãóò ó÷àñòâî-
âàòü â ñâÿçûâàíèè ñ àíòèãåíîì.

Âñå âûøåïåðå÷èñëåííûå ïîçèöèè áûëè èñêëþ÷åíû
èç ÷èñëà êàíäèäàòîâ íà ãóìàíèçàöèþ. Â èòîãå ìû ïî-
ëó÷èëè êîíñåíñóñíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãóìàíèçèðî-
âàííîãî âàðèàáåëüíîãî äîìåíà àíòèòåëà 1Ñ5, ñîñòîÿ-
ùóþ èç àìèíîêèñëîò, íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùèõñÿ â
÷åëîâå÷åñêèõ ãîìîëîãàõ ìûøèíîãî àíòèòåëà 1Ñ5, à
òàêæå àìèíîêèñëîò ìûøèíîãî àíòèòåëà 1Ñ5, îïðåäåëÿ-
þùèõ ñâÿçûâàíèå ñ àíòèãåíîì. Èç ïîëó÷åííûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé áûëè óäàëåíû ëþáûå ïîòåíöèàëüíûå
ñàéòû ãëèêîçèëèðîâàíèÿ. Êðîìå òîãî, áûëè ñäåëàíû
îáðàòíûå çàìåíû íà ìûøèíûå àìèíîêèñëîòû èç-çà
îïàñíîñòè íàðóøèòü êîíôîðìàöèþ Fv-ôðàãìåíòà (3 äëÿ
òÿæåëîé öåïè è 1 äëÿ ëåãêîé). Òàêèì îáðàçîì ìû ïî-
ëó÷èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãóìàíèçèðîâàííîãî âàðèà-
áåëüíîãî äîìåíà àíòèòåëà 1Ñ5 (ðèñ. 2).

Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåïåé ãóìàíè-
çèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà áûëà ïîëó÷åíà ïóòåì
ñëèÿíèÿ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãóìàíè-
çèðîâàííûõ VH è VL ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ ÷åëîâå÷åñêèõ êîíñòàíòíûõ äîìåíîâ
IgG1 CH1 è C-êàïïà ñîîòâåòñòâåííî [20]. Íóêëåîòèä-
íàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåïåé ãóìàíèçèðîâàííîãî
Fab-ôðàãìåíòà áûëà ñîñòàâëåíà èç íàèáîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àþùèõñÿ â P. pastoris êîäîíîâ.

Ãåíû ëåãêîé è òÿæåëîé öåïåé Fab-ôðàãìåíòà ãóìà-
íèçîâàííîãî àíòèòåëà 1Ñ5 áûëè ñèíòåçèðîâàíû èç
íàáîðà ïåðåêðûâàþùèõñÿ îëèãîíóêëåîòèäîâ ñ ïîìî-
ùüþ ÏÖÐ è ñîáðàíû íà ýêñïðåññèîííîì âåêòîðå
pPICZαA.

Â ðåçóëüòàòå ìû ïîëó÷èëè ïëàçìèäó pPICZαA-
AR-human-HL, êîòîðîé òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè
øòàììà P. pastoris GS115. Áûë îòîáðàí  øòàìì
GS115/ AR-human, ïðîäóöèðóþùèé ãóìàíèçèðîâàííûå
Fab-ôðàãìåíòû àíòèòåëà 1Ñ5 ñ âûõîäîì 21 ìã/ë.

Àôôèííî î÷èùåííûå èç ñóïåðíàòàíòà Fab-ôðàã-
ìåíòû ñðàâíèâàëè ïî ñâÿçûâàíèþ ñ ãëèêîïðîòåèäîì
ÂÁ ñ ìûøèíûì  Fab-ôðàãìåíòîì è ïîëíîðàçìåðíûì
àíòèòåëîì (òàáëèöà). Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â
òàáëèöå, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ãóìàíèçèðîâàííûå
Fab-ôðàãìåíòû îáëàäàþò àôôèííîñòüþ íå ìåíüøåé,
÷åì ó èñõîäíîãî ïîëíîðàçìåðíîãî àíòèòåëà 1Ñ5.

Fab-ôðàãìåíòû ïðè ðàçäåëåíèè â SDS-ÏÀÀÃ äàþò
îäèíî÷íóþ ïîëîñó ñ ìîáèëüíîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùåé
ïðåäïîëàãàåìîé ìàññå Fab-ôðàãìåíòà 50 êÄà. Ýëåêò-
ðîôîðåç â âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâèÿõ äàåò ïîëîñû,
ñîîòâåòñòâóþùèå ïðåäïîëàãàåìûì çíà÷åíèÿì ìàññû
ñâîáîäíûõ òÿæåëûõ è ëåãêèõ öåïåé (ðèñ. 3) [21].

Ñïåöèôè÷íîñòü è ñòåïåíü ãóìàíèçàöèè ïîëó÷åííûõ
Fab-ôðàãìåíòîâ îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè âåñòåðí-áëî-

Çíà÷åíèÿ àôôèííîñòè (Kd) äëÿ ïîëíîðàçìåðíîãî ìûøèíîãî
àíòèòåëà 1Ñ5, ðåêîìáèíàíòíîãî ìûøèíîãî Fab-ôðàãìåíòà è

ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà àíòèòåëà 1Ñ5

22 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3

Kd 

ïîëíîðàçìåðíîå 
ìûøèíîå 
àíòèòåëî 1Ñ5 

ðåêîìáèíàíòíûé 
ìûøèíûé                 
Fab-ôðàãìåíò 

ðåêîìáèíàíòíûé 
ãóìàíèçèðîâàííûé 
Fab-ôðàãìåíò 

1,9×10−9 Ì 2,7×10−9 Ì 1,2×10−9 Ì 
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òà (ðèñ. 4). Ïîëó÷åííûé Fab-ôðàãìåíò ñâÿçûâàåò ãëè-
êîïðîòåèä ÂÁ (äàííûå íå ïðèâåäåíû). Íà âûñîêóþ
ñòåïåíü ãóìàíèçàöèè óêàçûâàåò òîò ôàêò, ÷òî ìîíî-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê êàïïà-öåïÿì
èììóíîãëîáóëèíîâ ÷åëîâåêà, óçíàþò ãóìàíèçèðîâàí-
íûé Fab-ôðàãìåíò, òîãäà êàê àíòèòåëà ïðîòèâ êàïïà-
öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè ãóìàíèçèðîâàííûé
Fab-ôðàãìåíò ïðàêòè÷åñêè íå ñâÿçûâàþò.

Ðèñ. 2. Ñðàâíåíèå ìûøèíîé, êîíñåíñóñíîé è ãóìàíèçîâàííîé àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âàðèàáåëüíîãî äîìåíà
òÿæåëîé (à) è ëåãêîé (á) öåïåé àíòèòåëà 1Ñ5

Çàêëþ÷åíèå
Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû áûëà îïðåäåëå-

íà àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíûõ
ôðàãìåíòîâ ìûøèíîãî íåéòðàëèçóþùåãî àíòèòåëà
ïðîòèâ âèðóñà áåøåíñòâà 1Ñ5. Áûë ïîëó÷åí ðåêîìáè-
íàíòíûé Fab-ôðàãìåíò ýòîãî àíòèòåëà, íå óñòóïàþ-
ùèé ïî àôôèííîñòè  èñõîäíîìó àíòèòåëó. Â ðåçóëüòà-
òå çàìåíû êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé ìûøèíîãî Fab-
ôðàãìåíòà íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàèáîëåå ÷àñòî

Mouse 
DIQMTQSPSSLSASLGERVSLTCRASQDIGSRLNWIQQEPDGTIKRLIYATSSLD
SGVPKRFSGSRSGSDYSLTISSLESEDFVGYYCLQYATSPYTFGGGTKLEIKR 
Cons  
..............V.D........................KA............
................T......QP............................ 
Human 
..............V.D........................GA............
................T......QP............................ 

Mouse 
RVQLQQPGSVLVRPGASVKLSCKTSGYIFTSFWMHWAKQRPGQGLEWIGQIHPNS
DYTNYNEKFRGKATLTVDISSSTVYVDLSGLTSEDSAVYYCAREDYDEGFDNWGQ
GTLVTVSA 
Cons  
....V.S...VK.......V.................R.A...............
...........RV.......T.....E....R...T...................
........ 
Human 
....V.S...VV.......V.................R.A...............
...........RA.......T.....E....T...T...................

à

         á
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåç â ÏÀÀÃ ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-
ôðàãìåíòà àíòèòåëà 1Ñ5: 1 – ñòàíäàðòû, 2 – ÝÔ â íåâîñ-
ñòàíàâëèâàþùèõ óñëîâèÿõ, 3 – ÝÔ â âîññòàíàâëèâàþùèõ

óñëîâèÿõ

Ðèñ. 4. Âåñòåðí-áëîò ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà â íåâîñ-
ñòàíàâëèâàþùèõ (äîðîæêè 1–3) èëè â âîññòàíàâëèâàþùèõ (äîðîæ-
êè 4–6) óñëîâèÿõ. Ìåìáðàíû ïîñëå ïåðåíîñà èíêóáèðîâàëè ëèáî  ñ
àíòèòåëàìè ïðîòèâ êàïïà-öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ ÷åëîâåêà (äî-
ðîæêè 1 è 4),  ëèáî ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ãèñòèäèí-6 òàãà (äîðîæêè
2 è 5), ëèáî ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ êàïïà-öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ

ìûøè (äîðîæêè 3 è 6)

âñòðå÷àþùèåñÿ â ÷åëîâå÷åñêèõ èììóíîãëîáóëèíàõ,
ìû ïîëó÷èëè ãóìàíèçèðîâàííûé Fab-ôðàãìåíò. Âûõîä
ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà ñîñòàâèë 21 ìã èç
1 ë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû. Ïðèìåñåé èçîëèðîâàííûõ
òÿæåëûõ è ëåãêèõ öåïåé, ïî äàííûì ýëåêòðîôîðåçà è
âåñòåðí-áëîòà, îáíàðóæåíî íå áûëî. Ñïåöèôè÷íîñòü
ãóìàíèçèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà áûëà ïîäòâåðæäå-
íà ïðè ïîìîùè ÈÔÀ è âåñòåðí-áëîòà, åãî àôôèí-
íîñòü íå óñòóïàåò èñõîäíîìó ïîëíîðàçìåðíîìó àíòè-
òåëó 1Ñ5. Âçàèìîäåéñòâèå ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ êàï-
ïà-öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ ÷åëîâåêà ïðè îòñóòñòâèè
çàìåòíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ èììóíî-
ãëîáóëèíîâ ìûøè óêàçûâàåò íà âûñîêóþ ñòåïåíü ãó-

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà ÀÔÃÈÐ ¹ RBO-11041-MO-04 è  Ãîñêîíòðàêòà
Ðîñíàóêà ¹ 02, 512, 12,2057.
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ìàíèçàöèè Fab-ôðàãìåíòà àíòèòåëà 1Ñ5, ÷òî ïîçâîëÿ-
åò îæèäàòü ñíèæåíèÿ èììóíîãåííîñòè ïîñëåäíåãî ïðè
ââåäåíèè â îðãàíèçì ÷åëîâåêà. Âñå âûøåïåðå÷èñëåí-
íîå óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ãóìàíèçèðîâàííûé Fab-ôðàã-
ìåíò íåéòðàëèçóþùåãî àíòèòåëà 1Ñ5 ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí äëÿ ðàçðàáîòêè ïðåïàðàòà, ñïîñîáíîãî
çàìåíèòü àíòèðàáè÷åñêèé ëîøàäèíûé èëè äîíîðñêèé
èììóíîãëîáóëèí äëÿ ïðîôèëàêòèêè çàáîëåâàíèÿ áå-
øåíñòâîì.
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PRODUCTION OF THE HUMANIZED Fab FRAGMENT OF THE
NEUTRALIZING ANTIBODY AGAINST RABIES VIRUS

P.G. Sveshnikov, T.A. Yagudin, E.V. Morozkina, E.V. Klyachko, S.S. Zatsepin,
S.V. Benevolensky, O.B. Shemchukova, L.P. Pozdnyakova, O.N. Solopova
(Chair of bioengineering, Department of Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University)

The aim of the investigation is to produce functional humanized Fab fragment of the neutralizing
antibody against rabies virus – a prototype of a therapeutic drug, capable of substituting the horse
and the donor anti-rabies immunoglobulin. There was performed cloning and sequencing of
variable light and heavy chains fragments of a high affinity neutralizing antibody against rabies
virus. There was made a substitution of constant mouse fragments for human ones and a
production of humanized Fab fragments in the yeast expression system. There were also
investigated the immunochemical properties of the obtained Fab fragments by EIA,
electrophoresis in PAAG and Western blotting. The humanized Fab fragment of the antibody
against rabies virus, which exceeded the initial antibody in terms of affinity, was produced. The
high humanization degree was proved with the used of the sera, specific towards human
immunoglobulins. The yield of the humanized Fab fragment made up 21 mg per 1 L of the culture
medium, the absence of isolated light and heavy chains of the humanized Fab fragment was
testified.

Key words: rabies virus, Fab fragment, humanization.
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