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Гуманизация антител с целью создания новых терапевтических средств с низкой иммуногенностью
остается актуальной задачей современной науки. В данной работе представлено получение гумани-
зированного антитела hB16, нейтрализующего интерферон-бета человека, методом “CDR-графтин-
га” на основе последовательностей иммуноглобулинов зародышевых линий человека. Созданы
математические модели вариабельных доменов мышиного и гуманизированного антител В16 и с
помощью метода молекулярной динамики показано, что конформации исходного мышиного и мо-
дифицированного антител практически не отличаются. Рекомбинантные химерные (chB16) и гума-
низированные (hB16) антитела, полученные в транзиентной культуре клеток СНО, выделены аф-
финной хроматографией, их свойства изучены биохимическими и иммунохимическими методами.
Показано, что гуманизированное антитело hB16 обладает теми же параметрами аффинности, спе-
цифичности и способности к нейтрализации интерферона-бета, что и исходное мышиное анти-
тело B16. В дальнейшем планируется использование антитела hB16 для терапии патологических со-
стояний, вызванных действием интерферона-бета.
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ВВЕДЕНИЕ

Гуманизация моноклональных антител, полу-
ченных с использованием гибридомной техно-

логии, является одним из наиболее значимых спо-
собов снижения иммуногенности этих молекул для
человека и представляет собой сложную задачу со-
временной биоинженерии и молекулярной имму-
нологии [1].

Получение химерных антител является первым
этапом создания гуманизированных антител. Хи-
меризация антител заключается в замене констант-
ных доменов антитела животного константными
доменами иммуноглобулина человека (рис. 1а, 1б)
методами генной инженерии. По сравнению с ис-
ходными моноклональными антителами химер-
ные антитела обладают меньшей иммуногенно-
стью [1–3], но уступают по данному параметру гу-
манизированным антителам [1, 4, 5].

Следующим этапом гуманизации является мак-
симальное приближение первичной структуры

Сокращения: CDR – сomplementarity determining region
(участки, определяющие комплементарность), SDR –
specifity determining region (участки, определяющие специ-
фичность); FR – framework regions (каркасные участки);
VH и VL – вариабельные домены тяжелой и легкой цепей
иммуноглобулинов; CH – константные домены тяжелой
цепи иммуноглобулинов; Cκ или Сλ – константные доме-
ны легких цепей иммуноглобулинов; МоАт – монокло-
нальные антитела; МПК – мононуклеары перифериче-
ской крови человека; МТТ – тиазолил синий тетразолий
бромид; ДМСО – диметилсульфоксид; IFN-β – интерфе-
рон-бета; ФБС(Т) – Фосфатно-солевой буфер (с добавле-
нием Tween-20); МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолиум бромид; V – объем.

# Автор для связи: (тел: +7 (977) 272-87-63; эл. почта: vla-
dislavrusia@yandex.ru).
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вариабельных доменов к выбранной из базы дан-
ных антител структуре антител человека, при этом
вторичная структура, пространственная органи-
зация, биологические и биохимические парамет-
ры антитела не должны изменяться драматиче-
ски. Существуют разные подходы к гуманиза-
ции антител, например, метод пересадки областей,
участвующих в распознавании антигенов (CDR –
Complementarity-determining region – гипервариа-
бельные участки) (“CDR-графтинг”), метод пе-
ресадки остатков CDR, определяющих специ-
фичность (“SDR-графтинг”), метод корректировки
поверхности и другие [6]. При гуманизации ме-
тодом “CDR-графтинга” каркасные участки FR
(framework region,) исходного антитела заменяют
аналогичными участками гомологичного антите-
ла человека с сохранением исходных CDR-участ-
ков (рис. 1в) [7]. При гуманизации антител необ-
ходимо обращать внимание на аминокислотные
остатки, находящиеся в зоне Вернье, которые иг-
рают существенную роль в позиционировании
петель, содержащих гипервариабельные участки,
и способствуют тонкой настройке взаимодействия
антител с антигеном [8]. При возникновении не-

благоприятных с точки зрения размера, заряда или
степени гидрофобности замен необходимо введе-
ние возвратных мутаций в зоне Вернье, которое,
как правило, приводит к благоприятному умень-
шению энтальпии [9]. Также важным аспектом
гуманизации антител представляется анализ остат-
ков, участвующих в образовании водородных и
электростатических связей с CDR. Валидацию
предложенных замен можно осуществить с по-
мощью биоинформатических методов, таких как
моделирование белковых структур антител, моле-
кулярной динамики и других методов. Степень
корректности выбранной стратегии гуманизации
антитела определяют сравнением биологических
параметров и свойств моноклональных, химер-
ных и гуманизированных антител.

Целью данной работы являлось, используя мы-
шиное антитело-прототип, получение химерного
и гуманизированного антитела hB16, исследова-
ние их молекулярных параметров и антиген-свя-
зывающих свойств, а также нейтрализующей ак-
тивности по отношению к интерферону-бета че-
ловека.

Рис. 1. Схематическое изображение имммуноглобулинов G. Мыши и человека (а), химерного антитела (б), участки
возможных замен в гуманизированных антителах (в).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Планирование аминокислотных 
последовательностей тяжелой и легкой цепей 

гуманизированного антитела hB16

Для гуманизации вариабельных участков тя-
желых и легких цепей мышиного антитела B16 ис-
пользовали метод “СDR-графтинга”. Для отбора
человеческих FR-участков могут быть использо-
ваны два основных источника: последовательно-
сти зрелых антител и последовательности генов
иммуноглобулинов зародышевых линий челове-
ка. Использование последовательностей генов за-
родышевой линии имеет два существенных пре-
имущества. Во-первых, физическая карта локу-
сов генов тяжелых и легких цепей человеческих
иммуноглобулинов и функциональный реперту-
ар генов зародышевых линий охарактеризованы,
что позволяет осуществить поиск наиболее гомо-
логичных генов антител среди большого количе-
ства вариантов. Во-вторых, сравнение кристалло-
графических структур белков показало, что ан-
титела на основе зародышевых генов имеют более
подвижную структуру, чем зрелые антитела [10, 11].
Такая подвижность теоретически может позво-
лить замещать СDR-участки зародышевых анти-
тел на СDR-участки антител, подвергающихся
гуманизации, без серьезных изменений конфор-
мации. Для того, чтобы заменить каркасные участ-
ки вариабельного домена мышиного антитела на
человеческие, осуществляли поиск наиболее го-
мологичных зародышевых линий человека в базе
данных IMGT (http://www.imgt.org/).

Последовательности аминокислотных остат-
ков вариабельных доменов мышиного антитела-
прототипа B16 были картированы в соответствии
с классификацией Кабата [12], определены гра-
ницы CDR и FR-участков. При анализе базы дан-
ных IMGT среди последовательностей зароды-
шевых линий генов тяжелой и легкой цепей анти-
тел были обнаружены наиболее гомологичные
гены: IGHV3-23*04 для тяжелой цепи и IGKV1-
9*01 для легкой цепи антитела B16. Степень иден-
тичности генов вариабельного домена тяжелой

цепи антитела B16 и IGHV3-23*04 составила 80%,
степень идентичности генов вариабельного доме-
на легкой цепи антитела B16 и IGKV1-9*01 – 65%.
Количество и характер отличий генов зародыше-
вой линии и антитела B16 в CDR и FR участках
приведены в табл. 1.

Аминокислотные остатки CDR-участков за-
родышевых линий заменили соответствующими
CDR-участками мышиного антитела В16, в кар-
касных участках определили положения остат-
ков, соответствующих зоне Вернье. Были проана-
лизированы неблагоприятные аминокислотные
замены с точки зрения размера, заряда и гидро-
фобности аминокислотных остатков. С целью воз-
можного предотвращения потери аффинности ан-
титела были предложены 4 возвратные мутации в
участках зоны Вернье: в последовательности ва-
риабельного домена тяжелой цепи – S49A, K94R
и в последовательности вариабельного домена
легкой цепи – L4M, L78V.

Исследование моделей структур
вариабельных доменов гуманизированного

и мышиного антител hB16 и B16

Для предложенных последовательностей VH и
VL hB16 были созданы модели пространственной
структуры с помощью метода моделирования на
основании гомологии. Реализация этого метода в
веб-сервисе Rosetta Antibody включала следую-
щие шаги: 1) поиск шаблонов среди антител с из-
вестной пространственной структурой и сходной
аминокислотной последовательностью, 2) постро-
ение начальных моделей с использованием кон-
сервативных фрагментов шаблонов и VH/VL-
последовательностей запроса, 3) улучшение на-
чальных моделей путем подбора оптимальных
конформаций основной цепи VH/VL и боковых
цепей по всем моделям в целом. Полученные стар-
товые модели были дополнительно оптимизиро-
ваны с учетом влияния растворителя, для чего в
программе Gromacs с использованием силового
поля charmm36 был проведен расчет молекуляр-
ной динамики (МД) моделей в водном растворе

Таблица 1. Количество аминокислотных замен, обнаруженных при сравнении последовательностей легкой и
тяжелой цепей антитела B16 с наиболее гомологичными последовательностями зародышевых линий человека.
С – синонимичные замены, Н – несинонимичные замены

Участок FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

Тип замены С Н С Н С Н С Н С Н С Н С Н

Размер участка, а. к. 23 10 16 7 32 9 10

Легкая цепь, количество замен 3 4 4 3 2 0 1 3 5 4 2 2 0 1

Размер участка, а. к. 25 10 14 17 32 7 13

Тяжелая цепь, количество замен 2 0 1 1 1 3 1 4 6 0 0 5 1 0
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при температуре 300 К и физиологической кон-
центрации NaCl в течение 10 нс. Анализ МД по-
казал, что модели принимают свои равновесные
конформации уже через 1 нс. Полученные траек-
тории МД были подвергнуты кластерному анали-
зу и наиболее представительные конформации
для каждой из стартовых моделей в дальнейшем
рассматривались в качестве окончательных моде-
лей, анализ которых позволил сформулировать
ряд возвратных замен в каркасных участках VH
и VL гуманизированного антитела к интерфе-
рону-бета.

Введенные замены FR-участков в аминокис-
лотные последовательности легкой и тяжелой це-
пей мышиного антитела B16 в ходе гуманизации
не оказали существенного влияния на ход основ-
ной цепи углеродного скелета, и модельные струк-
туры вариабельных доменов химерного антитела
сhB16 и гуманизированного антитела hB16 демон-
стрируют высокое сходство (СКО по Cα-атомам
1.0 Å, рис. 2а). Отметим, что некоторые замены,
в частности H8P в легкой цепи и R44G в тяжелой
цепи, привели к заметному локальному искаже-
нию хода основной цепи углеродного скелета, од-

нако конформация остатков, образующих веро-
ятную поверхность паратопа, не претерпела зна-
чительных изменений. Исключением являются
замены K3Q в последовательности FR1 тяжелой
цепи и D60S в последовательности FR3 легкой
цепи. Остаток K3 в легкой цепи мышиного анти-
тела взаимодействует с остатком E1, поддерживая
стабильную ориентацию последнего. При введении
замены K3Q электростатическое взаимодействие
между этими остатками исчезает, что приводит к
увеличению подвижности остатка E1, возможному
изменению его ориентации и смещению в об-
ласть паратопа антитела, что может негативно
сказаться на взаимодействии антитела с интер-
фероном (рис. 2б). Аналогично, остаток D60 в мы-
шином антителе взаимодействует с остатком R54,
ограничивая его подвижность. Введение замены
D60S приводит к смещению остатка R54 в область,
прилегающую к паратопу антитела (рис. 2в). Та-
ким образом, для того чтобы конформация пара-
топа гуманизированного антитела соответствова-
ла конформации паратопа мышиного антитела и
взаимодействие с эпитопом сохранялись, было
решено ввести дополнительные возвратные мута-
ции в последовательности FR-участков зароды-

Рис. 2. Cуперпозиция моделей вариабельных доменов гуманизированного антитела hB16 (черным цветом) и мыши-
ного антитела B16 (серым цветом). Сопоставление хода основной цепи углеродного скелета вариабельных доменов
мышиного и гуманизированного антител (а). Изменение конформации остатка R54 в легкой цепи при введении заме-
ны D60S (б). Изменение конформации остатка Е1 в тяжелой цепи, при введении замены K3Q (в).

(a)

(б) (в)Паратоп
антитела

Паратоп
антитела

R54

D60S
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K3Q
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шевой линии человека. Были введены следующие
возвратные мутации: в последовательность FR1
тяжелой цепи – K3Q и D60S в последовательно-
сти FR3 легкой цепи.

Получение рекомбинантных антител hB16 и chB16

Получение химерных антител является одним
из этапов гуманизации. Нуклеотидные последо-
вательности VH и VL мышиного антитела состы-
ковывали с фрагментами, кодирующими Ck и
CH1-CH3 человека, на 5'-конец последователь-
ностей вводили последовательность Козак, необ-
ходимую для трансляции гена, и последователь-
ности лидерных пептидов тяжелой и легкой це-
пей мышиного антитела B16, необходимых для
секреции антитела. Нуклеотидные последователь-
ности VH и VL клонировали в экспрессионный
вектор pcDNA 3.4 (Invitrogen, USA) под контроль
сильного промотора цитомегаловируса CMV и
терминатора гена тимидинкиназы TK. Таким об-
разом, были получены векторы для экспрессии хи-
мерных антител pcDNA3.4-chB16Lc и pcDNA3.4-
сhB16Hc.

После валидации предложенных аминокислот-
ных последовательностей вариабельных доменов
гуманизированного антитела с помощью методов
моделирования и молекулярной динамики, хи-
мико-ферментативным способом синтезировали
нуклеотидные последовательности VH и VL антите-
ла hB16. Вариабельные домены в составе плазмид
для экспрессии химерного антитела заменили гума-
низированными VH/VL и получили экспресси-
онные плазмиды pcDNA3.4-hB16Lc и pcDNA3.4-
hB16Hc.

Экспрессионные векторы использовали для
трансфекции суспензионной культуры клеток СНО.
Транзиентную культуру клеток культивировали
в течение 14 дней, после чего клетки осаждали
центрифугированием. Антитела из культуральной
жидкости выделяли аффинной хроматографией
на колонке HiTrap MabSelect SuRe (GE Life Sci-
ences, США). Полученные белки диализовали про-
тив буфера ФБС, стерилизовали фильтрацией с
помощью 0.22 мкм фильтра Millex-GV и хранили
при 4°C.

Биохимическая и иммунохимическая 
характеристика рекомбинантных

антител chB16 и hB16

Качество выделения образцов антител после аф-
финной хроматографии оценивали гель-фильтра-
цией и электрофорезом в полиакриламидном ге-
ле. Профили элюции после гель-фильтрации как
химерного, так и гуманизированного антитела
представлены симметричными монопиками, что
свидетельствует об их чистоте и отсутствии детек-
тируемых количеств олигомерных форм (рис. 3а).
Анализ препаратов гуманизированного и химер-
ного антител методом ДСН-ПААГ электрофореза
в восстанавливающих условиях (5% β-меркапто-
этанола) показал наличие в каждом образце двух
полипептидов с молекулярными массами 22.5 и
55 кДа, которые соответствуют полипептидам лег-
кой и тяжелой цепей антител (рис. 3б). В невос-
станавливающих условиях для обоих антител мож-
но было наблюдать одну полосу с молекулярной
массой, превышающей расчетную. Подобного ро-
да несоответствие расчетной и экспериментально
определенной молекулярных масс антител класса

Рис. 3. Оценка чистоты препаратов рекомбинантных антител chB16 и hB16. (а) профиль элюции образцов рекомби-
нантных антител chB16 и hB16. (1) – препарат химерного антитела chB16, (2) – препарат гуманизированного антитела
hB16. (б) электрофореграмма препаратов антител chB16 и hB16 в 10% ДСН-ПААГ (1, 2) – 2 мкг chB16 и hB16 в восста-
навливающих условиях, (3, 4) – 0.5 мкг chB16 и hB16 в невосстанавливающих условиях, М – маркер молекулярных масс.
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IgG в 10% ДСН-ПААГ показано и другими иссле-
дователями ранее [13, 14].

Способность выделенных антител специфиче-
ски взаимодействовать с интерфероном-бета про-
веряли с помощью непрямого ИФА. Было пока-
зано, что и химерные и гуманизированные анти-
тела связываются с интерфероном-бета (рис. 4).
Определенные значения эффективных концентра-
ций EC50 составили 14.3 нг/мл для химерного ан-
титела и 8.7 нг/мл для гуманизированного антите-
ла. Поскольку EC50 для гуманизированного анти-
тела оказалось даже меньшим, чем для химерного,
то можно говорить об отсутствии потери аффин-
ности антитела в процессе гуманизации.

Также важной характеристикой антител явля-
ются значения констант диссоциации комплекса
антиген-антитело. Константы диссоциации мы-
шиного, химерного и гуманизированного антител
определяли методом конкурентного ИФА по Фри-
ге [15]. Полученные значения Kd cоставили 2.9 ×
× 10–9 М для мышиного антитела B16, 3.9 × 10–9 М
для химерного антитела chB16 и 3.3 × 10–9 М для
гуманизированного антитела hB16. Определенные
величины констант более достоверно свидетель-
ствуют о том, что в ходе гуманизации аффинность
антитела не претерпела существенных изменений,
и сродство гуманизированного антитела к интер-
ферону-бета оказалось даже большим, чем у хи-
мерного, что говорит о корректности выбранной
стратегии гуманизации.

Сравнительный анализ нейтрализующей 
интерферон-бета активности рекомбинантных

и мышиных моноклональных антител

Биологическую активность полученных анти-
тел определяли в тесте подавления пролиферации.
Принцип метода основан на регистрации антипро-
лиферативного действия интерферона-бета по от-
ношению к опухолевым клеткам в присутствии
мононуклеаров периферической крови человека
(МПК). Ранее было установлено, что среди не-
скольких опухолевых клеточных линий наиболь-
ший эффект интерферон-бета оказывает на клет-
ки аденокарциномы толстой кишки человека HT29
(ATCC® HTB-38™, США), в связи с чем данная
линия была использована в антипролифератив-
ном тесте. Для определения степени нейтрализа-
ции интерферона опухолевые клетки инкубиро-
вали в присутствии МПК, интерферона-бета и
серийных разведений антител. По окончании ин-
кубации уровень пролиферации оценивали по ко-
личеству метаболически активных клеток с помо-
щью МТТ-теста [17]. Обнаружено, что все три ан-
титела показали высокую степень нейтрализации
интерферона-бета человека (рис. 5). Максималь-
ная степень нейтрализации для всех трех антител
достигалась при концентрациях выше 6.25 мкг/мл.
И, хотя при концентрациях гуманизированного
антитела более 25 мкг/мл степень нейтрализа-
ции интерферона оказывалась ниже, чем при до-
бавлении химерного или мышиного антитела, ее
значения оказывались высокими и превышали
80%. Таким образом, можно сделать вывод, что
гуманизация мышиного антитела B16 не оказала
существенного влияния на способность антитела

Рис. 4. Непрямой иммуноферментный анализ взаи-
модействия химерного и гуманизированного антител с
интерфероном бета человека. Пунктирная линия 1 –
химерное антитело chB16, сплошная линия 2 – гума-
низированное антитело hB16.
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hB16 нейтрализовать интерферон-бета в исполь-
зуемом в работе тесте.

ВЫВОДЫ
В данной работе описана гуманизация связы-

вающего и нейтрализующего интерферон-бета
человека мышиного антитела B16. Гуманизация
произведена методом “CDR-графтинга”, в каче-
стве доноров FR-участков выбраны два гена ан-
тител зародышевой линии человека IGHV3-23*04
и IGKV1-9*01, найденные в ходе поиска наиболее
гомологичных генов тяжелой и легкой цепей ан-
титела B16. Для предотвращения возможной по-
тери аффинности гуманизированного антитела в
зонах Вернье были введены возвратные мутации в
генах вариабельных доменов тяжелой цепи S49A,
K94R и легкой цепи L41M, L78V. Для гуманизи-
рованного и исходного мышиного антитела были
получены и сопоставлены модели структур вари-
абельных доменов. Замена FR-участков мыши-
ного антитела на участки антитела зародышевой
линии человека при введении возвратных мута-
ций в зонах Вернье не оказала существенного
влияния на ход основной цепи углеродного ске-
лета гуманизированного антитела. Расчет моле-
кулярной динамики для начальных моделей по-
казал необходимость введения дополнительных
возвратных мутаций, не находящихся в зонах
Вернье: K3Q в последовательности вариабельно-
го домена тяжелой цепи и D60S в последователь-
ности вариабельного домена легкой цепи. На ос-
новании полученных аминокислотных последо-
вательностей были синтезированы нуклеотидные
последовательности, кодирующие вариабельные
домены гуманизированного антитела hB16, кото-
рые были объединены последовательностями кон-
стантных доменов антитела человека. Гуманизиро-
ванное антитело hB16 и химерное антитело chB16
были экспрессированы в транзиентной культу-
ре клеток СНО, выделены и очищены методом
аффинной хроматографии. Качество полученных
препаратов антител изучали методом ДСН-ПААГ
электрофореза и гель-фильтрации. Было показа-
но, что полученные образцы антител содержали
мономерные формы без примесей других белков.
С помощью ИФА оценивали способность выде-
ленных антител связывать интерферон-бета че-
ловека. Было найдено, что в ходе гуманизации
мышиного антитела B16 его сродство к интерфе-
рону-бета не изменилось. Значения EС50 составили
14.3 нг/мл для химерного антитела и 8.7 нг/мл для
гуманизированного. Полученные методом конку-
рентного ИФА значения Kd cоставили 2.9 × 10–9 М
для мышиного антитела B16, 3.9 × 10–9 М для хи-
мерного антитела и 3.3 × 10–9 М для гуманизиро-
ванного антитела hB16. Сравнение нейтрализую-
щей способности химерного, мышиного и гу-

манизированного антитела также показало, что
гуманизация не оказала существенного влияния
на способность антитела нейтрализовать интер-
ферон-бета человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оборудование: наноспектрофотометр Implen

P300; камера для горизонтального электрофореза
15*20 Sub-Cell GT Cell, камера для вертикального
электрофореза Bio-Rad Mini-Protean 3 cell, источ-
ник питания PowerPack Basic (Bio-Rad, США);
колонка с носителем HiTrap MabSelect Sure объе-
мом 5 мл, хроматограф ActaPure 25, суперпетля
объемом 150 мл, колонка Superdex 200 GL объе-
мом 23.5 мл (GE Healthcare Life Sciences).

Реактивы, штаммы бактерий и клеточные ли-
нии: питательная среда OptiCHO, раствор пеницил-
лин-стрептамицин-фунгизон, реагент для транс-
фекции lipofectamine 2000 (Invitrogen, США);
планшеты для ИФА Nunc Maxisorp, 96-луночные
плоскодонные планшеты для адгезионных куль-
тур (Corning Inc., США, PN 3598), реагент для вы-
деления нуклеиновых кислот “TRIzol Reagent”
(Thermo Fisher Scientific, США), обратная тран-
скриптаза M-MuLV, эндонуклеазы рестрикции, T4-
ДНК-лигаза, маркер молекулярных масс PageRuller
Unstained Protein Ladder 10–200 кДа (Thermo Sci-
entific, США); Tween-20; ДНК-полимераза Tersus,
ДНК-полимераза Taq, набор для выделения плаз-
мидной ДНК Plasmid miniprep, набор для выделе-
ния нуклеиновых кислот из агарозного геля и ре-
акционных смесей Cleanup mini, вектор pAL-TA,
cоосадитель нуклеиновых кислот “satellite red”
(Евроген, Россия); DMSO (Sigma); бактоагар,
дрожжевой экстракт, триптон (BD, Франция);
фосфатно-солевой буфер таблетированный ФБС
(10 мМ Na(H2PO4)–Na2(HPO4), 137 мМ NaCl,
2.7 мМ KCl, рН 7.2, (Amresco, США); 0.22 мкм
фильтры Millex-GV (Millipore, США); нитроцел-
люлозная мембрана (Membrane filters cellulose ni-
trate; pore size 0.45 μm, Advantec MFS Inc., США),
набор белков HMW Gel Filtration Calibration Kit,
(Ge Healthcare, США), интерферон-бета человека,
гликозилированный (“ООО Фармапарк”, Россия),
штамм E. coli XL1-Blue (a, b 3 recA1 endA1 gyrA96
thi_1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proABlacIqZΔM15
Tn10 (Tetr)]) (Stratagene, США); клеточная линия
HT29 (ATCC® HTB-38™, США).

Cписок олигонуклеотидов для амплификации
нуклеотидных последовательностей тяжелой цепи:

VHB16F 5'-AGGGAAGCTAGCGCCACCAT-
GAATTTCGGGCTCAGCTTGATTTTC-3'

VHB16R 5'-AGACCGATGGGCCCTTCGTGCT-
GGCTGCAGAGACAGTGACCAGAGTCC-3'

Cписок олигонуклеотидов для амплификации
нуклеотидных последовательностей легкой цепи:
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VLB16F 5'-AGGGAAGCTAGCGCCACCATG-
GAGACACATTCTCAGGTCTTTGTATAC-3'

VLB16SoeR – 5'-CAGCCACAGTCCGTTTTATTTC-
CAGCTTGGTCC-3'

hVLB16SoeR – 5'-GCAGCCACAGTCCGTTTGAT-3'
hVHB16R – 5'-AGACCGATGGGCCCTTCGT-

GCTGGCAGAGGACACTGTCACAA-3'.

Получение нуклеотидных
последовательностей вариабельных доменов

мышиного антитела B16 против IFN-β
Из клеток гибридомы В16 выделяли тотальную

РНК с помощью реактива TRIzol Reagent (Ther-
mo Fisher Scientific, США) из 5 × 105 клеток со-
гласно протоколу производителя [18]. Качество
полученной РНК оценивали по соотношению
коэффициентов поглощения А260/А280, принимая
допустимыми значения 1.95–2.0, а также с помо-
щью электрофореза в 1% агарозном геле. Обратную
транскрипцию осуществляли с помощью фермента
M-MuLV RT (Thermo Fisher Scientific, США) с
Oligo(dT)18 праймером согласно протоколу про-
изводителя. Для амплификации генов вариабель-
ных доменов методом ПЦР использовали поли-
меразу Tersus и праймеры, специфичные к после-
довательностям СH1 IgG1 и Ck. Температуру
отжига олигонуклеотидов устанавливали 60°C,
время элонгации – 45 с. Фрагменты размером 321
и 342 п. о. выделяли из 1% агарозного геля и лиги-
ровали в pAL2-T вектор при 12°C в течение ночи.
ДНК переосаждали изопропанолом, растворяли
в воде и использовали для электропорации элек-
трокомпетентных клеток E. coli XL1-Blue. Отбор
клонов проводили с использованием бело-голу-
бой селекции и анализа колоний с помощью ПЦР
с праймерами М13. Отобранные колонии культи-
вировали в течение ночи, культуру клеток оса-
ждали центрифугированием и выделяли плаз-
мидную ДНК с помощью набора Plasmid Mini-
prep. Нуклеотидные последовательности
вариабельных доменов определяли секвенирова-
нием по методу Сэнгера (Евроген).

Получение экспрессионных плазмид
для продукции рекомбинантных антител chB16

и hB16 в культуре эукариотических клеток CHO

Нуклеотидную последовательность VH мыши-
ного антитела B16 амплифицировали с помощью
ПЦР с праймерами VHB16F и VHB16R, содержа-
щими участки узнавания эндонуклеаз рестрик-
ции NheI и Bsp120I. Продукты реакции разделяли
в 1% агарозном геле при напряжении поля 5 В/см,
получали фрагмент размером 450 п. о., который
обрабатывали соответствующими эндонуклеаза-
ми рестрикции и клонировали в подготовленный

экспрессионный вектор pcDNA3.4-Hc, содержа-
щий нуклеотидные последовательности CH1-CH3
антитела изотипа IgG1 человека. Последователь-
ность VL состыковали с помощью SOE-PCR с
последовательностью Сk человека. Для наработ-
ки фрагмента, кодирующего ген вариабельного
домена, использовали олигонуклеотиды VLB16F
и VLB16SoeR. Амплификацию осуществляли с
помощью программы, содержащей два типа цик-
лов. При выполнении циклов типа № 1 отжигали
друг на друга фрагменты, кодирующие вариа-
бельный и константный домены, и объединяли
их в ходе элонгации. Количество циклов реакции
устанавливали 5, температуру отжига – 52°С, вре-
мя элонгации – 1 мин. В ходе циклов типа № 2
амплифицировали фрагменты, полученные на
предыдущем этапе. Реакцию проводили с прай-
мерами, количество циклов реакции – 15, темпе-
ратура отжига – 62°С, время элонгации – 1 мин.
В ходе реакции ген химерной легкой цепи был
снабжен лидерным пептидом и участками узнава-
ния эндонуклеаз рестрикции NheI и XhoI. Из ре-
акционной смеси получали фрагмент размером
820 п. о., который клонировали в вектор pcDNA3.4.
Последовательности гуманизированных вариа-
бельных доменов антитела hB16 синтезировали хи-
мико-ферментативным способом (Евроген). Полу-
чение экспрессионных плазмид, содержащих гены
антитела hB16, проводилось аналогично. Для ам-
плификации фрагментов, кодирующих гуманизи-
рованные вариабельные домены были использо-
ваны олигонуклеотиды VLB16F, hVLB16SoeR,
VHB16F и hVHB16R.

Продукция рекомбинантных антител chB16 и hB16

Рекомбинантные антитела chB16 и hB16 полу-
чали транзиентной экспрессией в клетках СНО,
культивирование которых проводили в колбах
Эрленмейера в 30 мл среды CD DG44 (Invitrogen,
США) при 37°С, 8% СО2, при скорости враще-
ния 135 об./мин в термостатируемом СО2-инку-
баторе в течение 14 суток. Трансфекцию клеток
осуществляли с помощью трансфектагента Lipo-
fectamine 2000 согласно протоколу производителя
при начальной клеточной плотности 3 × 105 кле-
ток/мл. Для трансфекции использовали 16.6 мкг
плазмидной ДНК для экспрессии гена легкой це-
пи антитела, и 8.3 мкг плазмидной ДНК для экс-
прессии гена тяжелой цепи антитела. После куль-
тивации клетки осаждали центрифугированием в
течение 5 мин при 700 g, культуральную жидкость
собирали и центрифугировали при 3000 g в тече-
ние 30 мин при 4°С. К супернатанту добавляли 0.1
объема 10-кратного буфера ФБС, азид натрия и
PMSF до конечных концентраций 7.5 и 0.7–
1.4 мМ соответственно. Из осветленной культу-
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ральной жидкости выделяли антитела аффинной
хроматографией.

Аффинная хроматография антител

Антитела выделяли аффинной хроматографией
на колонке объемом 5 мл, содержащей носитель
HiTrap MabSelect SuRe. Колонку уравновешивали
5 объемами буфера Трис-HCl (20 мМ Трис-HCl,
150 мМ NaCl, pH 7.2) и наносили культуральную
жидкость со скоростью 2–3 мл/мин при давлении
не более 0.5 МПа. После этого колонку промыва-
ли 5 объемами буфера Трис-HCl (20 мМ Трис-
HCl, 150 мМ NaCl, pH 7.2). Антитела элюировали
цитратным буфером (20 мМ лимонная кислота,
200 мМ NaCl, рН 3.0). Фракцию, содержащую ис-
комый продукт, нейтрализовали добавлением
0.1 объема буфера для нейтрализации (1 М Tris-
HCl, pH 8.0). Детекцию белков в ходе хроматогра-
фии осуществляли по поглощению при длине вол-
ны 280 нм. Элюат диализовали ФБС, дважды ме-
няя раствор, и стерилизовали фильтрацией через
фильтры Millex-GV, 0.22 мкм, полученные препа-
раты хранили при температуре 4°C.

Аналитические методы

Гель-фильтрацию выделенных антител прово-
дили на колонке Superdex 200 GL (10/300). Образ-
цы диализовали против трис-буфера (0.1 М Трис-
HСl, 0.15 М NaCl, pH 7.8) и наносили на колонку
в количестве 80 мкг в объеме 50–200 мкл. Разде-
ление белков осуществляли в Трис-буфере с до-
бавлением 5% изопропанола, со скоростью потока
0.4 мл/мин. Молекулярную массу антител опреде-
ляли с использованием набора калибровочных бел-
ков “HMW Gel Filtration Calibration Kit” согласно
инструкции производителя [16]. Чистоту препарата
и его полипептидный состав оценивали электрофо-
резом в 10% ДСН-ПААГ, в восстанавливающих и
невосстанавливающих условиях [19].

Иммунохимические методы

Непрямой ИФА. В лунки планшета наносили
100 мкл раствора ФБС, содержащего 250 нг ин-
терферона-бета человека, и инкубировали в тече-
ние ночи при 4°С. В первую лунку планшета вно-
сили 100 нг антитела, далее делали трехкратные
разведения 6 раз. Разведения антител осуществ-
ляли в трех повторах. Лунки планшета блокиро-
вали 1% раствором БСА в ФБС при 37°С в тече-
ние часа и промывали 5 раз ФБСТ (с добавлением
0.05% Tween-20), после чего добавляли раствор,
содержащий коньюгат антител против IgG чело-
века. Планшет инкубировали при 37°С в течение
часа и промывали 9 раз ФСБТ, далее в лунки добав-
ляли раствор субстрата – тетраметилбензидина, ре-

акцию останавливали, добавляя 100 мкл 0.5 М фос-
форной кислоты. Оптическое поглощение изме-
ряли при длине волны 450 нм на планшетном
спектрофотометре Microplate Reader 680 (BioRad,
США).

Определение интерферон-бета
нейтрализующей активности антител

Для исследования нейтрализующей активно-
сти антител против интерферона-бета готовили
серийные разведения гуманизированного, химер-
ного и мышиного антител, а также химерного ан-
титела против шига-токсинов первого типа в ка-
честве отрицательного контроля, в полной росто-
вой среде с 2% телячьей сывороткой. Опухолевые
клетки HT29 культивировали в смеси с МПК в
присутствии ИФН-бета и антител в различных
концентрациях. В лунки 96-луночного планшета
для адгезионных культур вносили среду DMEM,
содержащую 2% сыворотку, 10 пг интерферона-
бета, 5 тыс. клеток HT29 и 50 тыс. клеток МПК, а
также разведенные антитела в конечных концен-
трациях от 100 до 0.781 мкг/мл, с уменьшением
концентрации антитела в каждой следующей
лунке в 2 раза. Суммарный объем суспензии в
каждой лунке составлял 100 мкл, каждое разведе-
ние осуществляли в четырех повторениях. Суспен-
зии инкубировали в течение 4 суток при 37°С в ат-
мосфере 5% СО2. В лунки добавляли раствор МТТ
до конечной концентрации 0.5% и инкубировали в
течение 4 часов при 37°С в атмосфере 5% СО2.
Планшеты центрифугировали, супернатанты уда-
ляли, в лунки добавляли 100 мкл ДМСО, инкуби-
ровали в течение 20 мин при комнатной темпера-
туре. После этого измеряли оптическое поглоще-
ние при длине волны 560 нм и определяли
среднее значение оптической плотности (ОПi)
для i-го разведения антител по трем повторам.
Также определяли среднее значение оптической
плотности в лунках без интерферона-бета (ОПmax)
и в лунках с интерфероном без антител (ОП0).
Процент нейтрализации для каждой концентра-
ции антител вычисляли по формуле:

На основании полученных значений процента
нейтрализации и концентрации антитела строи-
ли графики зависимости процента нейтрализа-
ции от концентрации антител.

Моделирование структуры
вариабельных доменов антител

Для создания моделей пространственной струк-
туры антител был выбран метод моделирования

( )
( ) ( )0 max 0

процент нейтрализации %
ОП ОП ОП ОП 100.i

i =
= − − ×
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на основании гомологии, реализованный в веб-
сервисе Rosetta Antibody (http://antibody.gray-
lab.jhu.edu/antibody) [20]. Для проведения допол-
нительной оптимизации, направленной на упо-
рядочивание взаимодействия аминокислотных
остатков как между собой (образование водород-
ных связей, солевых мостиков и т.п.), так и с
окружающим растворителем был проведен расчет
молекулярной динамики начальных моделей в
водном растворе при температуре 300 К и физио-
логической концентрации NaCl в течение 10 нс.
Расчет выполняли с использованием программы
Gromacs [21] с использованием силового поля
charmm36. Анализ траектории МД показал, что
модели принимают свои равновесные конформа-
ции уже через 1 нс. Полученные МД траектории
были подвергнуты кластерному анализу с целью
выявления наиболее представительных конформа-
ций для каждой из моделей. Визуализация траекто-
рий и структур была выполнена с помощью про-
граммы VMD [22]. Полученные конформации ан-
тител B16 и hB16 были сопоставлены визуально с
использованием молекулярного редактора Maestro.
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of Health of the Russian Federation, Kashirskoe sh. 23, Moscow, 115478 Russia

The objective of this work is humanization of antibodies for thedevelopment of novel therapeutic agents with
low immunogenicity. In present work we described the humanization of murine antibody B16 which binds
and neutralizes human interferon-beta using CDR-grafting method. Based on amino acid sequences of hu-
manized and murine antibodies we constructed models of variable domains, analysed and compared them.
The genes of humanized antibody hB16 and chimeric antibody chB16 were expressed in transient CHO cells.
Antibodies were recovered from conditioned media, purified using affinity chromatography, and their prop-
erties were studied by biochemical and immunochemical methods. It was proven that humanized antibody
hB16 poses the same properties as murine mAb B16. This humanized antibody hB16 will be used in further
work in order to obtain therapeutic immune complex, composed of human interferon-beta and bispecific an-
tibody which binds interferon-beta and ErbB2 receptor.

Keywords: humanized antibodies, chimeric antibodies, antibody structure modelling, СНО, interferon-beta
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