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Бешенство – это зоонотическое заболевание, для которого в настоящее время не разработано эф-
фективных методов лечения после наступления клинических симптомов. Поликлональные сыво-
ротки, как человеческие, так и лошадиные, наравне с вакцинами являются значимыми агентами в
рамках профилактики заболевания. Однако из-за неблагоприятных побочных реакций на введение
иммуноглобулинов животного происхождения, высокой стоимости и ограниченной доступности
более безопасной человеческой сыворотки, поликлональные иммуноглобулины необходимо заме-
нить на стабильный и эффективный препарат, которым являются антирабические нейтрализующие
рекомбинантные моноклональные антитела (мАТ). В результате экспрессии в клетках CHO нами
получено гуманизированное мАТ 1С5, которое связывается с антигенным сайтом (АС) III глико-
протеина вируса бешенства (RABVG) и демонстрирует высокую вируснейтрализующую активность
в флуоресцентном вируснейтрализующем тесте (FAVN).

Ключевые слова: моноклональные антитела, гликопротеин, вирус бешенства, постэкспозиционная про-
филактика, FAVN
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ВВЕДЕНИЕ

Ежегодно от бешенства по всему миру погиба-
ет более 60000 человек [1, 2]. Причиной развития
данного заболевания является вирус, принадле-

жащий к роду Lyssavirus семейства Rhabdoviridae.
Геном вируса представлен одноцепочечной РНК
отрицательной полярности. Вирус поражает пре-
имущественно центральную нервную систему, в
результате чего развивается фатальный энцефалит.
Существующий подход по предотвращению забо-
левания заключается в использованиии мер пред-
экспозиционной и постэкспозиционной профи-
лактики. Предэкспозиционная профилактика со-
стоит в вакцинации и особенно важна для лиц,
планирующих посетить или проживающих в райо-
нах с высоким уровнем заболеваемости бешен-
ством. Постэкспозиционная профилактика (ПЭП)
включает в себя введение поликлональных вирус-
нейтрализующих иммуноглобулинов (RIG) и
вакцинацию. Использование поликлональных
иммуноглобулинов человека (HRIG) и лошади-
ных иммуноглобулинов (ERIG), сопровождается

Сокращения: CHO – клетки опухоли яичников китайско-
го хомячка, ERIG – антирабический иммуноглобулин ло-
шади (Equine rabies immunoglobulin), FAVN – флуорес-
центный вируснейтрализующий тест, HRIG – антираби-
ческий иммуноглобулин человека (Human rabies
immunoglobulin), PBS – фосфатно-солевой буфер, RABV –
вирус бешенства (Rabies virus), RABVG – гликопротеин
вируса бешенства, RIG – антирабический иммуноглобу-
лин (Rabies immunoglobulin), SOE-PCR – полимеразная
цепная реакция с перекрывающимися областями (Splicing
by Overlap Extension PCR), VH и VL – вариабельные доме-
ны тяжелой и легкой цепей иммуноглобулина, АС – анти-
генный сайт, мАТ – моноклональные антитела, ПХ – пе-
роксидаза хрена, ПЭП – постэкспозиционная профилак-
тика, ЭПР – эндоплазматический ретикулум.
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определенными проблемами, которые можно
было бы устранить путем создания гуманизиро-
ванных или полностью человеческих мАТ, обла-
дающих нейтрализующими свойствами по отно-
шению к вирусу бешенства.

Первостепенная задача всех профилактиче-
ских средств – не дать вирусу попасть в клетки
для дальнейшего размножения, т.е. блокирова-
ние вирусных частиц до проникновения внутрь
клетки. В вирусном заражении ключевую роль
играет белок G (гликопротеин), который взаимо-
действует с рецепторами ( nAchR, NCAM и NGFR),
обеспечивающими проникновение вируса внутрь
клетки путем клатрин-опосредованного эндоци-
тоза [3]. Гликопротеин является основным по-
верхностным антигеном вируса, стимулирующим
развитие иммунного ответа. Таким образом, для
предотвращения развития вирусного заражения
антитело должно связываться именно с белком G
и проявлять вируснейтрализующую активность. 

В структуре гликопротеина вируса бешенства
(RABVG), состоящего из 505 аминокислотных
остатков, в настоящее время выделяют 8 антиген-
ных сайтов (АС) [4]. АС различаются уровнем из-
менчивости аминокислотных остатков, и, есте-
ственно, наиболее предпочтительны для тера-
певтического использования те антитела, на
специфическое связывание которых наиболее ва-
риабельные остатки оказывают минимальное влия-
ние [4]. На данный момент известно три нейтрали-
зующих мАТ, которые уже достигли третьей стадии
клинических испытаний. Это препарат компании
Crucell CL184 [5–7], представляющий собой ком-
бинацию двух человеческих мАТ, CR57 [8] и
CR4098 [9] и человеческое мАТ RABV1(17C7)
[10, 11].

Интерес к данному направлению исследова-
ний и актуальность получения новых терапевти-
ческих антител для экстренной профилактики
бешенства не ослабевает. Это обусловлено необ-
ходимостью поиска более эффективных антител,
специфичных к широкому набору подтипов ви-
руса, циркулирующих в природе.

На предыдущем этапе работы нами был создан
гуманизированный аналог мышиного монокло-
нального антитела 1С5 в виде Fab-фрагмента к
RABVG [12]. Рекомбинантные антитела довольно
часто используют в виде фрагментов, однако та-
кие конструкции не могут осуществлять элими-
нацию вируса посредством механизма антитело-
зависимой клеточной цитотоксичности, кроме
того фрагменты антител менее стабильны, и за
счет меньшей молекулярной массы выводятся из
организма быстрее, чем полноразмерные антите-
ла. С учетом того, что известные перспективные
антитела CR57, CR4098 и RABV1 – это полнораз-
мерные молекулы IgG, логическим продолжением
нашей работы стало получение полноразмерного

гуманизированного мАТ 1С5 в качестве нового кан-
дидата для экстренной постэкспозиционной про-
филактики бешенства у людей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее была проведена гуманизация мышиного

мАТ 1С5 методом пересадки гипервариабельных
участков мышиного мАТ на каркасные области
человеческого антитела [12, 13]. Гуманизирован-
ное антитело 1C5 было получено в виде Fab и
F(ab')2 фрагментов в результате экспрессии в
дрожжевых клетках Pichia pastoris GS115.

Хотя фрагменты антител могут рассматривать-
ся как альтернатива полноразмерным человече-
ским мАТ ввиду более простого производствен-
ного процесса и меньшей себестоимости, их при-
менение ограничивается меньшим периодом
полувыведения, а также отсутствием Fc-области,
что исключает возможность активации механиз-
ма антителозависимой клеточной цитотоксично-
сти. При этом есть данные об отсутствии или зна-
чительном снижении нейтрализующей активно-
сти у моновалентных форм фрагментов антител.
[14–16].

Для получения полноразмерного гуманизиро-
ванного антитела 1С5 была использована транзи-
ентная экспрессия в клетках CHO. Клеточная ли-
ния СНО наиболее часто используемая система
для лабораторного и промышленного производ-
ства рекомбинантных белков; в частности, на ее
основе возможно получение терапевтических
функционально-активных полноразмерных мАТ.
Основными ее преимуществами являются высо-
кая производительность, осуществление желае-
мого гликозилиривания и правильный фолдинг
белков, а также простота выделения препарата.

Клетки CHO трансфицировали двумя плазми-
дами, сконструированными на основе вектора
pcDNA3.4, несущими отдельно легкую (LC) и тя-
желую (HC) цепи гуманизированного мАТ 1С5.
Такой подход позволяет регулировать соотноше-
ние легкой и тяжелой цепей антитела для опти-
мизации экспрессии. В случае продукции тяже-
лой цепи в отсутствие легкой, первая накаплива-
ется в эндоплазматическом ретикулуме. При этом
такие молекулы тяжелой цепи антитела имеют
неправильную пространственную организацию,
из-за чего подвергаются деградации в протеасо-
мах. Легкие цепи способствуют сворачиванию и
секреции тяжелых цепей, а также замедляют де-
градацию белков с неправильной структурой. Из-
быток легких цепей в клетках-продуцентах может
минимизировать накопление тяжелых цепей и
увеличивать скорость сборки и фолдинга молекул
антитела [17].

В нашей работе мы при трансфекции клеток
также использовали избыток плазмиды, кодиру-
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ющей LC, по отношению к плазмиде, кодирую-
щей HC. Для создания полноразмерного мАТ 1С5
был выбран изотип тяжелой цепи IgG1. Стоит от-
метить, что подавляющее число терапевтических
препаратов антител приходится на долю IgG, а
именно изотипа IgG1 [18, 19]. Данный класс им-
муноглобулинов в норме преобладает в сыворот-
ке крови человека по сравнению с остальными
классами (IgA, IgM, IgE и IgD), при этом наи-
большее содержание в крови характерно для ан-
тител IgG1-изотипа, которые составляют 60% от
всех молекул класса IgG [20]. Антитела, относя-
щиеся к изотипу IgG1, обеспечивают антителоза-
висимую клеточную цитотоксичность и актива-
цию системы комплемента – механизмы, необхо-
димые для вирусной нейтрализации. Также
антитела IgG1-изотипа характеризуются дли-
тельным временем полужизни в кровотоке, что
делает их более пригодными для терапевтическо-
го применения, чем, например, антитела IgG3-
изотипа [21].

К 5'-концу последовательности каждой из це-
пей, LC и HC, была присоединена нуклеотидная
последовательность лидерного пептида, необхо-
димая для секреторной экспрессии антитела, и
последовательность Козак, вводимая для иници-
ации трансляции. Цепи были клонированы под
контроль промотора CMV (рис. 1а). Данная си-
стема экспрессии характеризуется секрецией це-
левого белка в среду культивирования, правиль-
ным фолдингом белковой молекулы, гликозили-
рованием молекулы белка и позволяет получать
за короткие промежутки времени полноразмер-
ные антитела в функционально-активном виде в
количествах, достаточных для иммунохимиче-
ского анализа, определения аффинности и изуче-
ния их нейтрализующей активности [22].

Белок выделяли с помощью аффинной хрома-
тографии на протеин-А-сефарозе. Обе цепи ан-
титела, HC и LC, были выявлены в растворимом
белковом препарате, выделенном из супернатан-
та в результате экспрессии в клетках CHO, как ос-
новные полосы, мигрирующие в ПААГ в соответ-

Рис. 1. Выделение и очистка гуманизированного мАТ 1С5. (а) – схема экспрессионной кассеты для получения полно-
размерных мАТ в клетках CHO с использованием транзиентной экспрессии, (б) – электрофорез гуманизированного
мАТ 1С5 в 10% SDS-ПААГ в невосстанавливающих (1) и восстанавливающих (2) условиях. М – маркеры молекуляр-
ных масс, (в) – аналитическая гель-фильтрационная хроматография (колонка Superdex 200-10/300-GL) мАТ 1С5, вы-
деленного на протеин-А-сефарозе; время выхода пика – 30.417 мин; время выхода маркерных белков, мин: ферритин
(44 кДа) – 26.08, альдолаза (150 кДа) – 31.17, кональбумин (75 кДа) – 34.7.
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ствии с ожидаемыми молекулярными массами 52
и 28 кДа, соответственно (рис. 1б, в). Продуктив-
ность используемой нами транзиентной системы
экспрессии составила от 120 до 150 мг/л. Чистота
полученного образца рекомбинантного мАТ 1C5
составила не менее 98%.

Результатами непрямого иммуноферментного
анализа с использованием нативного RABVG
(штамм “Внуково-32”) в качестве антигена была
подтверждена функциональная активность мАТ
1С5 в тесте in vitro (рис. 2).

Для исследования вируснейтрализующей ак-
тивности гуманизированного мАТ 1С5 а также
его рекомбинантных Fab- и F(ab')2-фрагментов и
родительского мышиного полноразмерного мАТ
1С5, использовали тест FAVN с применением
культурального фиксированного штамма вируса
бешенства CVS-11. Дополнительно в тестирова-
ние были включены в качестве положительных
контролей два известных мАТ к RABVG, CR57 и
CR4098, с подтвержденной нейтрализующей ак-
тивностью в тестах не только in vitro, но и in vivo
[23]. Вируснейтрализующую активность всех ис-
следуемых антител определяли в сравнении с
международным стандартом ВОЗ антирабическо-
го иммуноглобулина с известной активностью и
рассчитывали в МЕ/мг. Результаты теста FAVN
(таблица) показали, что гуманизированное мАТ
1С5 является высоконейтрализующим антите-
лом, как и антитела сравнения CR57 и CR4098.

Наряду с этим необходимо отметить, что анти-
рабическая активность полноразмерного гумани-
зированного мАТ 1С5 значительно превосходит
активность его фрагментов. Данный факт можно
объяснить стабильностью молекулы гуманизиро-
ванного полноразмерного мАТ 1С5 по сравнению
с F(ab')2-фрагментом, а также наличием двух
участков связывания антигена, в то время как
Fab-фрагмент обладает только одним участком
связывания RABVG.

Другой важной характеристикой препаратов
на основе мАТ является сила связывания антите-
ла с антигеном. Константу диссоциации ком-
плекса антиген-антитело полученного полнораз-
мерного мАТ 1С5 определяли методом конку-
рентного ИФА по Фриге и др. [24]. Нативный
RABVG, выделенный из вирусных частиц штам-
ма “Внуково-32”, сорбировали в лунки планшета
в концентрации 1 мкг/мл. Полученная кривая
связывания в координатах Клотца [25] приведена
на рис. 3.

Значение константы диссоциации комплекса
гуманизированного мАТ 1С5 и RABVG было
определено как 6.6 × 10–9 М. Для расчетов ис-
пользовали молекулярную массу RABVG, кото-
рый представлен в виде тримера, – 201 кДа [26].
Также вычисляли среднее стандартное отклоне-
ние для четырех точек титрования, которое соста-
вило 1.3 × 10–9 М.

Как следует из представленных данных, полу-
ченное полноразмерное гуманизированное мАТ
1С5 обладает высоким сродством к RABVG.

Специфичность взаимодействия гуманизиро-
ванного мАТ 1С5 с RABVG была также подтвер-
ждена с помощью иммуноблоттинга с нативным
RABVG (штамм “Внуково-32”) и вакцинным
препаратом “Рабипур”, содержащим инактиви-
рованный вирус бешенства (штамм Flury-LEP).
Иммобилизованный после электрофоретическо-

Рис. 2. Связывание с RABVG гуманизированного
мАТ 1С5 (1), мАТ CR4098 (2), мАТ CR57 (3). Взаимо-
действие гуманизированного мАТ 1С5, мАТ CR4098
и мАТ CR57 с нативным RABVG было установлено с
помощью непрямого ИФА и выражено как значение
оптической плотности, зарегистрированное при дли-
не волны 450 нм. RABVG сорбировали на планшет в
концентрации 10 мкг/мл.
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Таблица 1. Результаты исследования антирабической
активности образцов антител методом FAVN с исполь-
зованием культурального фиксированного штамма
вируса бешенства CVS-11

Образец
Значения 

антирабической 
активности, МЕ/мг

Полноразмерное 
мышиное мАТ 1С5

579.3

Гуманизированный 
Fab-фрагмент 1С5

95.3

Гуманизированный 
F(ab')2-фрагмент 1С5

76.5

Гуманизированное мАТ 1С5 631.8
CR4098 463.3
CR57 212.3
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го разделения в восстанавливающих и невосста-
навливающих условиях на нитроцеллюлозной
мембране нативный RABVG или вакцинный пре-
парат инкубировали в растворе с мАТ 1С5 или
контрольным мАТ CR4098. Результаты имму-
ноблоттинга демонстрируют, что оба антитела
связываются с одной и той же белковой полосой,
мигрирующей в ПААГ на уровне 66 кДа, что соот-
ветствует мономерной форме RABVG (рис. 4).

Чтобы определить, с каким АС взаимодейству-
ет мАТ 1С5, был проведен ряд экспериментов с

использованием метода ИФА по изучению кон-
куренции при связывании с RABVG эксперимен-
тального гуманизированного мАТ 1С5 и двух ре-
ферентных антител CR57 и CR4098 (рис. 5). Ранее
в работе [23] было показано, что контрольные
мАТ CR57 и CR4098 распознают АС I и АС III
RABVG соответственно. Анализируя результаты
ИФА, мы предполагали, что если участки связы-
вания двух антител перекрываются, то это будет
выражаться в значительной конкуренции за свя-
зывание между исследуемым мАТ 1С5 и рефе-
рентным антителом.

Результаты конкурентного ИФА (рис. 5) пока-
зывают, что мАТ 1С5 конкурирует с мАТ CR4098.
Полученные данные позволяют сделать вывод о
взаимодействии мАТ 1C5 с АС III (рис. 6). АС III
является консервативным и считается второй по
значимости антигенной детерминантой вируса
бешенства, с которой взаимодействуют нейтра-
лизующие антитела [27–29]. Данный АС включа-
ет аминокислотные остатки 330–338, наиболее
вариабельными из которых являются 332, 333,
336, 338 [4, 30].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали следующие реактивы и
клетки: питательная среда DMEM, питательная
среда RPMI 1640, питательная среда OptiCHO
(Invitrogen, США), раствор пенициллин-стрепта-
мицин-фунгизон (Anti-anti) (Invitrogen, США),
флаконы и планшеты для культивирования эука-
риотических клеток (Greiner Bio One, США),
планшеты для ИФА (Corning Costar, США),
планшеты для ИФА Nunc Maxisorp (Thermo Sci-

Рис. 3. Кривая Клотца связывания RABVG для гумани-
зированного мАТ 1С5 (1), где Ао и А – оптическое по-
глощение (λ450) раствора антитела в отсутствие антиге-
на и раствора свободных антител в смеси антиген – ан-
титело, а – молярная концентрация антигена.
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Рис. 4. Вестерн-блот-анализ связывания гуманизированного мАТ 1С5 (на рис. а и б) и мАТ CR4098 (на рис. а и б) с
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entific, США), однокомпонентный субстрат тет-
раметилбензидин (TMB) (НПО “Биотест Систе-
мы”, Россия), Tween20, эндонуклеазы рестрик-
ции (Thermo Scientific, США), ДНК-полимераза
Tersus (Евроген, Россия), вектор pALTA (Евроген,
Россия), T4-ДНК-лигаза (Thermo Scientific,
США), (DMSO (Sigma), бактоагар, дрожжевой
экстракт, триптон (BD, Франция), штаммы E. coli
XL1_Blue (a, b 3 recA1 endA1 gyrA96 thi_1 hsdR17
supE44 relA1 lac [F' proABlacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)])
(Stratagene, США). Остальные химические реакти-
вы были получены из коммерческих источников и
использованы без предварительной очистки.

Конструирование экспрессионного вектора для
получения мАТ 1C5 в клетках СНО. Вариабельные
домены тяжелой (variable heavy, VH) и легкой це-
пи (variable light, VL) гуманизированного мАТ
1С5 были амплифицированы с использованием

полученных ранее плазмидных векторов [13] для
экспрессии гуманизированного Fab-фрагмента
антитела 1С5 в Pichia pastoris, и праймеров, на
концы которых были введены последовательно-
сти, перекрывающиеся с началом константного
домена легкой κ-цепи человека и константного
домена CH1 тяжелой цепи IgG1 человека, соот-
ветственно, с одной стороны, и с 3'-концом ли-
дерного пептида с другой. Далее посредством
объединения лидерного пептида, вариабельного
домена и константных доменов легкой, либо тя-
желой цепей иммуноглобулина человека были
получены кодирующие последовательности тя-
желой (heavy chain, HC) и легкой (light chain, LC)
цепей гуманизированного мАТ 1С5. Для этого
была проведена ПЦР с перекрывающимися обла-
стями (SOE-ПЦР) с использованием внешних
праймеров, содержащих сайты узнавания рестрик-

Рис. 5. Конкурентный ИФА гуманизированного мАТ 1С5 (1), мАТ CR57 (2), мАТ CR4098 (3) с конъюгатами перокси-
дазы хрена с гуманизированным мАТ 1С5 – мАТ 1С5–ПХ (а) и мАТ CR4098–ПХ (б), где B и Во – оптическое погло-
щение (λ 450 нм) в присутствии конкурирующего антитела и без добавления конкурирующего антитела.
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Рис. 6. Схематическое изображение RABVG. Основные антигенные сайты и их аминокислотные позиции указаны над
схемой. Стрелка указывает на участок, с которым взаимодействует нейтрализующее гуманизированное мАТ 1С5. Ну-
мерация аминокислот соответствует зрелому белку.
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таз NheI и XhoI (отмечены подчеркиванием) (соот-
ветственно, для легкой цепи: (5') tcaatgctagcctcaaaat-
gaagttg и (5') gtctcgagctaacactctcccctgttg; для тяжелой
цепи: (5') atctagctagctaaaagatgagagtgct и (5') cttctcgagt-
catttacccggagacag). Также на 5'-конец каждой цепи
антитела была добавлена последовательность Козак
(для LC: ctcaaa, для HC: taaaag). Гуманизирован-
ное полноразмерное мАТ 1С5 нарабатывали, ис-
пользуя транзиентную экспрессию в клетках
CHO, для чего была выбрана биплазмидная си-
стема на основе вектора pcDNA 3.4. Экспресси-
онные кассеты LC и HC были клонированы по
сайтам NheI/XhoI в вектор pcDNA3.4 под кон-
троль промотора CMV (рис. 1а).

Транзиентная экспрессия мАТ 1С5 в клетках
CHO. Для секреторной экспрессии рекомбинант-
ного гуманизированного антитела 1С5 в культу-
ральную среду, были использованы клетки CHO.
За 24 ч до трансфекции клетки были пересеяны в
концентрации 4 × 106 клеток/мл в колбу Эрлен-
мейера, содержащую 30 мл культуральной среды.
Трансфекцию клеток проводили с использовани-
ем липофектамина (Invitrogen, США) согласно
рекомендациям производителя и комбинации
очищенных векторных конструкций, содержа-
щих отдельно гены LC и HC целевого антитела.
Культивирование продолжали в течение 14 сут
при температуре 37°С в атмосфере, содержащей
8% CO2, при постоянном перемешивании на ор-
битальном шейкере со скоростью 130 об./мин до
снижения количества живых клеток в культуре до
уровня 0.3 × 106 клеток/мл.

После завершения культивирования клетки
осаждали центрифугированием при скорости
вращения 1200 об./мин в течение 10 мин, затем
супернатант, содержащий мАТ 1С5, центрифуги-
ровали в течение 15 мин при скорости вращения
4000 об./мин и стерилизовали раствор мАТ филь-
трованием через мембрану с размером пор рав-
ным 0.22 мкм. До выделения супернатант храни-
ли при температуре 4°С.

Выделение и очистка мАТ 1С5. SDS-ПААГ.
Очистку гуманизированного мАТ 1С5 проводили
методом аффинной хроматографии на протеин-
А-сефарозе Mab Select (GE Healthcare, США) в
соответствии с рекомендациями производителя.
Целевой белок с колонки элюировали 0.1 М гли-
циновым буфером (рН 3.0), полученные фракции
нейтрализовали путем добавления 1 М Tris-HCl
(pH 8.0) в соотношении 1/10 часть от объема гли-
цинового буфера.

Наличие и чистоту целевого белка в получен-
ных фракциях анализировали с помощью элек-
трофореза в восстанавливающих и невосстанав-
ливающих условиях в 10% ПААГ по методу Лэмм-
ли [31]. В каждую лунку вносили по 3 мкг
исследуемого образца. В качестве стандартов мо-
лекулярных масс использовали смесь белков

(Thermo Fisher Scientific, США) 10–200 кДа. Для
разделения белка в восстанавливающих условиях
образец анализировали в присутствии 2-меркап-
тоэтанола. Чистоту препарата определяли с помо-
щью аналитической гель-фильтрационной хро-
матографии на колонке Superdex 200-10/300-GL
(GE Healthcare, США) в 100 мМ Tris-HC- буфере
(pH 8.0), содержащем 150 мМ NaCl, а также ден-
ситометрическим методом, для чего гель после
электрофореза сканировали в камере Chemi-
Doc™ XRS+ System (BIO-RAD, США) и обраба-
тывали изображение при помощи программного
обеспечения Quantity One® 1-D Analysis Software
# 170-9600 (BIO-RAD, США). Антитело, элюиро-
ванное с колонки, диализовали против фосфат-
но-солевого буфера (PBS) pH 7.4 и стерилизовали
фильтрацией через мембрану с размером пор
0.22 мкм. Концентрацию целевого белка опреде-
ляли спектрофотометрически на приборе Nano-
Photometer P300 (IMPLEN, Германия).

Гликопротеин вируса бешенства (RABVG). Для
иммуноферментного анализа и иммуноблотинга
в качестве антигена использовали нативный вы-
сокоочищенный RABVG, штамм “Внуково-32”,
предоставленный А.В. Киктенко, ФГУП “Пред-
приятие по производству бактерийных и вирус-
ных препаратов Института полиомиелита и ви-
русных энцефалитов им. М.П. Чумакова РАМН”,
который является основой при производстве оте-
чественной антирабической вакцины КОКАВ.

Получение кодирующих последовательностей
контрольных мАТ CR57 и CR4098, их экспрессия и
выделение. Последовательности вариабельных
областей контрольных антител взяты из патента
US007959922B2. Получение вариабельных доме-
нов тяжелой и легкой цепей контрольных антител
CR57 и CR4098, проявляющих нейтрализующую
активность против вируса бешенства, осуществ-
ляли методом химико-ферментативного синтеза.
Последовательности VL и VH контрольных мАТ
были синтезированы из перекрывающихся оли-
гонуклеотидов с помощью ПЦР. Олигонуклеоти-
ды имели длину от 40 до 50 оснований, при этом
они попарно перекрывались между собой (10–12
оснований) и имели приблизительно одинаковую
температуру отжига (~50°С). Вариабельные доме-
ны были объединены с лидерным пептидом и
константными областями, соответствующими
изотипам, описанным в патентах на мАТ CR57 и
мАТ CR4098. Также на 5'-конец каждой цепи ан-
титела была добавлена последовательность Ко-
зак, важная для инициации трансляции, после
чего легкая и тяжелая цепи контрольных антител
были клонированы отдельно в экспрессионый
вектор pcDNA 3.4. мАТ CR57 и CR4098 были на-
работаны в клетках CHO и очищены с помощью
аффинной хроматографии на протеин-А-сефаро-
зе, как описано выше для мАТ 1C5.
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Определение Kd. Равновесную константу дис-
социации комплекса мАТ 1С5 с RABVG опреде-
ляли согласно методу Фриге и др. [24] с использо-
ванием уравнения Клотца Ао/(Ао – А) = 1 + 1/аKd
[25], где Ао – оптическое поглощение (λ450) рас-
твора антитела в отсутствие антигена, А – оптиче-
ское поглощение (λ450) раствора свободных анти-
тел в смеси антиген антитело, а – молярная кон-
центрация антигена, М.

На первом этапе в результате проведения не-
прямого ИФА была получена калибровочная
кривая, позволяющая установить диапазон кон-
центраций мАТ 1С5, при которых зависимость
оптического поглощения (А450) от разведения
мАТ 1С5 имеет близкий к линейному вид, что
позволяет использовать упрощенный метод для
расчета Kd. Далее для постановки конкурентного
ИФА в рамках определения Kd была выбрана кон-
центрация мАТ 1С5 (10 нг/мл) и разведения RABVG
(8; 4; 2; 1; 0.5 и 0.025 мкг/мл), соответствующие
линейному участку калибровочной кривой.

На иммунологический планшет, блокирован-
ный 0.25% раствором желатина, наносили RABVG
в серийных двукратных разведениях, в концен-
трации от 16 до 0.5 мкг/мл (каждое разведение на-
носили на планшет в трех повторах), а также
оставляли лунки без RABVG, в которые наносили
только PBS, по которым определяли значение Ао.
В каждую лунку затем добавляли мАТ 1С5 до ко-
нечной концентрации 10 нг/мл. Инкубировали
2 ч при комнатной температуре до установления
равновесия, после чего смеси антиген-антитело
переносили на другой планшет, на который зара-
нее был сорбирован RABVG в концентрации
10 мкг/мл, и проводили непрямой ИФА для опре-
деления концентрации свободных антител. Экс-
перимент осуществляли с использованием натив-
ного RABVG и пероксидазного коньюгата, спе-
цифичного к κ-цепи иммуноглобулина человека
(ВНЦМДЛ, Россия).

Иммуноблотинг. Способность мАТ 1С5 взаи-
модействовать с RABVG и вирусными частицами
вакцинных штаммов вируса бешенства исследо-
вали методом иммуноблотинга. На первом этапе
проводили электрофоретическое разделение
RABVG и вирусных частиц (вакцина Рабипур,
Индия) с помощью электрофореза в 12% ПААГ
(SDS-ПААГ) в невосстанавливающих условиях
без кипячения и в восстанавливающих условиях,
с добавлением дитиотреитола с кипячением. За-
тем осуществляли электрофоретический перенос
(электроблоттинг) разделенных белков из геля на
твердую подложку, в качестве которой использо-
вали нитроцеллюлозную мембрану с размером
пор 0.45 мкм (ADVANTEC, Япония). Свободные
места на мембране блокировали 5% раствором
бычьего сывороточного альбумина (BSA) в PBS в

течение ночи при температуре 4°C, и три раза
промывали PBS-Т (10 мМ K2HPO4, pH 7.5,
0.145 M NaCl, 0.05% Tween20). Далее нитроцел-
люлозную мембрану помещали в раствор иссле-
дуемого мАТ 1С5 с концентрацией 10 мкг/мл, от-
рицательный контроль (полученное в нашей ла-
боратории мАТ против интерлейкина-17А) и
инкубировали 1 ч при температуре 37°C. После
этого мембрану промывали три раза PBS, добав-
ляли пероксидазный конъюгат антивидовых по-
ликлональных антител против IgG человека и ин-
кубировали в течение 1 ч при температуре 37°C.
Далее мембрану промывали пять раз раствором
PBS-T, содержащим 0.2% Tween20, добавляли
субстрат (3,3-диаминобензидин, 4-хлор-1-нафтол и
перекись водорода), и инкубировали 10–15 мин, по-
сле чего останавливали реакцию, промывая мем-
брану водой.

ИФА. Непрямой ИФА использовали для опре-
деления способности гуманизированного мАТ 1С5
взаимодействовать с RABVG в сравнении с кон-
трольными антителами CR57 и CR4098. Планшет
покрывали раствором RABVG (10 мкг/мл) в PBS,
блокировали 5% раствором BSA в PBS, после чего
добавляли исследуемые мАТ. Планшет инкуби-
ровали с мАТ в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре, после чего промывали раствором PBS-Т,
содержащим 0.05% Tween20, пять раз. Затем на
планшет наносили раствор антивидовых полик-
лональных антител против человеческого имму-
ноглобулина, конъюгированных с пероксидазой
хрена (ВНЦМДЛ, Россия). Планшет промывали
раствором PBS-Т, содержащим 0.05% Tween20,
семь раз, после чего в каждую лунку добавляли про-
являющий субстрат тетраметилбензидин (ТМБ).
После развития окраски реакцию останавливали
10% раствором серной кислоты. Оптическое погло-
щение измеряли на спектрофотометре Microplate
Reader 680 (BioRad, США) при длине волны
450 нм.

Определение участка связывания RABVG гума-
низированным мАТ 1С5 с помощью конкурентного
ИФА. мАТ CR57, CR4098 и 1С5 конъюгировали с
пероксидазой хрена периодатным методом [32].
RABVG сорбировали в концентрации 10 мкг/мл в
PBS в течение ночи при температуре 4°С, затем
планшет промывали PBS-Т. Антитела титровали
в планшете, начиная с концентрации 10 мкг/мл,
используя трехкратные разведения. К ним добав-
ляли пероксидазные конъюгаты антител (мАТ –
ПХ) с постоянной концентрацией. Конъюгаты
антител предварительно титровали в прямом
ИФА, по результатам которого выбирали опти-
мальные разведения. Смесь антител с конъюги-
рованными антителами переносили на планшет с
RABVG, и инкубировали 1 ч при температуре
37°C. После этого планшет промывали раствором
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0.05% PBS-Т пять раз и добавляли раствор суб-
страта ТМБ. Реакцию останавливали 10% раство-
ром серной кислоты. Оптическое поглощение из-
меряли на спектрофотометре Multiscan (Thermo
Scientific, США) при длине волны 450 нм. Кривые
конкуренции строили по зависимости В/Во от
концентрации неконъюгированных антител для
каждого конъюгата, где B – оптическое поглоще-
ние в присутствии конкурирующего антитела,
Во – оптическое поглощение при использовании
конъюгата без добавления конкурирующего ан-
титела.

Определение антирабической вируснейтрализу-
ющей активности мАТ. Изучение специфической
вируснейтрализующей активности рекомбинант-
ного полноразмерного гуманизированного мАТ
1С5, а также рекомбинантного Fab- и F(ab')2-
фрагментов гуманизированного антитела 1С5 и
исходного мышиного полноразмерного мАТ 1С5
проводили в лаборатории молекулярной диагно-
стики ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи”, ак-
кредитованной ANSES (Nancy, France) Laboratory
for Rabies and Wildlife OIE, по бешенству и лисса-
вирусам. Определение антирабической активно-
сти осуществляли с помощью флуоресцентного
вируснейтрализующего теста (f luorescent antibody
virus neutralization, FAVN) согласно [33].

Тест FAVN проводили с использованием Стан-
дарта ВОЗ (WHO) антирабического иммуногло-
булина, International Laboratory For Biological
Standards, Copenhagen, Denmark: Second Interna-
tional Standard for Rabies Immunoglobulin
(30 IU/ml of Rabies Antibodies in the amp.) и Стан-
дарта European Pharmacopoeia Reference Standard
Human rabies immunoglobulin BPR, Strasburg.
Batch: 1.1, Id: 004X14, 91 IU/ml. Тестируемые ан-
титела и вирус бешенств штамм CVS-11 инкуби-
ровали в течение 1 ч при температуре 37°С в атмо-
сфере, содержащей 5% CO2, после чего эта смесь
была использована для заражения клеток ВНК-21
С13 (АТСС CCL-10) в количестве 2 × 104 клеток в
каждой лунке. Плашки инкубировали в течение
48 ч при 37°С (5% CO2), после чего удаляли среду,
лунки промывали PBS и фиксировали клетки с
помощью 80% ацетона. Окрашивание проводили
путем добавления меченного флуоресцеинизо-
тиоцианатом (FITC) моноклонального антира-
бического антитела (Fujirebio Diagnostics, США).
После 30 мин инкубации при температуре 37°С в
атмосфере, содержащей 5% CO2, лунки были два-
жды промыты PBS. Результат анализа учитывали
с помощью флуоресцентной микроскопии, рас-
четы были выполнены по формуле Спирмена-
Кербера:

⎛ ⎞− += − ⎜ ⎟
⎝ ⎠

∑0lg (конечное разведение) ,
2

i

i

rdx d
n

х0 = –(lg наименьшего разведения антитела,
при котором во всех лунках наблюдается сигнал
при окрашивании меченным FITC антирабиче-
ским антителом (положительные лунки)),

d = lg этапа разведения,
ni = количество воспроизведений,
ri = количество положительных лунок.
Сравнение полученных значений титров ис-

пытуемых сывороток с титром положительной
стандартной сыворотки позволяет выразить тит-
ры испытуемых сывороток в международных еди-
ницах (МЕ/мл), которые в дальнейшем были пе-
ресчитаны с учетом концентраций исследуемых
образцов и представлены в МЕ/мг для коррект-
ного сравнения активности образцов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При выполнении данной работы, мы руковод-

ствовались информацией, публикуемой ВОЗ, о
необходимости замены антирабического имму-
ноглобулина RIG на доступный и эффективный
альтернативный препарат для экстренной профи-
лактики бешенства на основе моноклональных
нейтрализующих антител минимально иммуно-
генных для человека [34]. Нами было получено
мАТ 1C5 (631.8 МЕ/мг), которое связывается с
одним из значимых эпитопов гликопротеина ви-
руса бешенства, АС III, и нейтрализует его в те-
сте in vitro. Гуманизированная природа данного
антитела позволяет использовать его в рамках по-
стэкспозиционной профилактики бешенства у
людей. мАТ 1С5 является перспективным канди-
датом для создания препарата, заменяющего по-
ликлональный сывороточный иммуноглобулин.
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Rabies is a zoonotic disease for which effective methods of treatment after the onset of clinical symptoms have
not been developed at present. Polyclonal sera, both human and equine, along with vaccines are indispens-
able agents in the prevention of the disease. However due to high costs adverse reactions and limited avail-
ability polyclonal immunoglobulins must be replaced by a more stable and effective drug which is an anti-
rabies neutralizing monoclonal antibodies (mAb). In this study we describe the generation of a humanized
mAb 1C5 that binds to the antigenic sites (AS) III of the rabies virus glycoprotein (RABG) and demonstrates
high virus-neutralizing activity in the f luorescent virus neutralizing test (FAVN).

Keywords: monoclonal antibodies, glycoprotein, rabies virus, post-exposure prophilaxis, FAVN



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


