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 Принятые сокращения: Ig – иммуноглобулины; IgG – иммуноглобулины 
класса G; LC – легкая цепь иммуноглобулинов (light chain); HC – тяжелая 
цепь иммуноглобулинов (heavy chain); VH – вариабельный домен тяжелой 
цепи (variable domain of the heavy chain); VL – вариабельный домен легкой 
цепи (variable domain of the light chain); Fv –вариабельный участок (variable 
fragment); FR – каркасные участки молекулы антитела (framework regions); 
CDR – участки молекулы антитела, распознающие антиген (complementarity 
determining regions); SDR – аминокислотные остатки CDR, определяющие 
специфичность взаимодействия с антигеном (specifi city determining regions); 
CH – константный домен тяжелой цепи (constant domain of the heavy chain); 
CL – константный домен легкой цепи (constant domain of the light chain); 
Fab-фрагмент – антиген-связывающий фрагмент антитела (fragment, antigen-
binding); Fc – кристаллизуемый фрагмент антитела (fragment, crystallizable); 
а.о. – аминокислотный остаток; м.м. – молекулярная масса.
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I. Введение. II. Антитела: строение, функции, аффинное созре ва-
ние в организме, практическое применение. III. Рекомбинантные 
антитела: производные и фрагменты, методы получения, прак ти-
чес кое значение. IV. Увеличение аффинности антител. V. Зак лю-
чение.

I. ВВЕДЕНИЕ
Открытие метода получения моноклональных антител с использо ва-
нием гибридомной технологии Келлером и Мильштейном в 1975 г. 
оказало огромное влияние на развитие фундаментальной науки 
и клинической практики. Благодаря уникальному свойству специ-
фично и с высоким сродством взаимодействовать с антигенами, 
моно клональные антитела начали активно использовать для научных 
иссле дований и терапии различных заболеваний. На сегодняшний 
день, антитела составляют приблизительно одну треть от общего 
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количества белков, используемых в терапии различных заболеваний 
в развитых странах [1]. 
 В течение последних 15 лет развитие технологий получения 
реком бинантной (искусственно созданной) ДНК и создание комби-
на тор ных библиотек генов, а также появление разнообразных биоин-
фор матических ресурсов и методов компьютерного модели ро ва ния 
трехмерных структур белковых молекул сделало возможным полу-
чение рекомбинантных антител. Рекомбинантные технологии позво-
ляют путем искусственного внедрения в последовательность анти тел 
разнообразных модификаций изменять их биохимические и имму-
но химические свойства [2], в том числе и изменять (увеличивать) 
аффин ность антител. Несомненным достоинством рекомбинантных 
техно логий является то, что с их помощью можно не только получать 
рекомби нантные аналоги уже существующих антител, но и создавать 
анти тела, специфичные к различным антигенам, de novo. 
 В настоящее время опубликовано много обзорных статей, посвя-
щен ных различным методам создания рекомбинантных антител [2–9]. 
Однако, как нам кажется, в этих публикациях не уделяется достаточно 
вни мания проблеме и методологии искусственного повышения аффин-
ности рекомбинантных антител. Данный обзор включает в себя две 
основ ные части. В первой подробно рассмотрены строение, способы 
полу чения и практическое применение рекомбинантных антител и 
их фрагментов. Во второй систематизированы основные подходы, 
исполь зуемые для получения высокоаффинных рекомбинантных 
антител, – от методов случайного и направленного мутагенеза до 
техно логии рекомбинации генов антител. Особое внимание авторы 
уде лили методам компьютерного моделирования, позволяющим 
предска зывать трехмерную структуру антител и идентифицировать 
амино кислоты, которые вносят наибольший вклад во взаимодействие 
моле кул антитела и антигена и могут быть заменены другими а.о. для 
создания антител с увеличенным аффинитетом.

II. АНТИТЕЛА: СТРОЕНИЕ, ФУНКЦИИ, АФФИННОЕ 
СОЗРЕВАНИЕ В ОРГАНИЗМЕ, ПРАКТИЧЕСКОЕ 

ПРИМЕНЕНИЕ
Антитела (иммуноглобулины) – это семейство гликопротеинов, пред-
став ленных в плазме крови и тканевых жидкостях позвоночных, 
способ ных распознавать и связывать чужеродные для организма 
вещества (антигены). Участок антигена, с которым взаимодействует 
антитело, называется эпитопом, а участок антитела, за счет которого 
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оно взаимодействует с антигеном, – паратопом [10]. В данной главе 
рассматриваются особенности строения антител на примере имму но-
гло булинов класса G, их основные функции, процесс их аффинного 
созревания в организме, а также, некоторые аспекты применения 
антител в научных исследованиях, диагностике и терапии различных 
заболеваний.

СТРОЕНИЕ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ

У большинства млекопитающих обнаружены 5 различных классов 
имму ноглобулинов (Ig): IgG, IgA, IgM, IgD и IgE. Антитела разных 
клас сов различаются по размеру, заряду белковой молекулы, амино-
кис лотному составу и содержанию углеводного компонента. IgG 
в норме преобладают в сыворотке крови человека и составляют 
прибли зительно 70–75% от общего количества сывороточных 
антител [10–12]. Молекула антитела класса IgG построена из четырех 
полипептидных цепей: двух одинаковых тяжелых цепей (heavy chain, 
HС) с молекулярной массой 50–77 кДа и двух идентичных легких 
(light chain, LС) с м.м. 25 кДа (рис. 1). В состав каждой LC входит два 
домена – один вариабельный (VL, variable domain of the light chain) и 
один константный (CL1, constant domain of the light chain), а в состав 
каж дой HC – один вариабельный (VH, variable domain of the heavy chain) 
и три константных (CH1–3, constant domains of the heavy chain) домена. 
Каж дый из доменов в основном представляет собой β-складчатую 
струк туру, сформированную из 7 антипараллельных β-складок, 
обра зующих два β-листа. Структура каждого иммуноглобулинового 
домена стабилизирована за счет внутридоменной дисульфид ной связи. 
Кроме того, дисульфидные связи соединяют легкие цепи с тяжелыми, 
а также тяжелые цепи между собой. Каждая пара вариабельных 
доменов VH и VL, расположенных в соседних тяжелой и легкой цепях, 
образует вариабельный фрагмент (Fv, variable fragment). Уровень 
вариа бельности а.о. внутри вариабельных доменов распределен 
нерав номерно. Он наиболее высок в коротких, так называемых 
«гипер вариабельных» областях – CDR (complementarity determining 
regions), определяющих комплементарность антитела антигену. В 
вариа бельных доменах тяжелой и легкой цепей выделяют по три CDR 
(VLCDR1–3, VHCDR1–3). В последовательности вариабельного домена 
эти области чередуются с четырьмя относительно инвариантными 
«кар касными» участками (FR – framework region, FR1–FR4), на долю 
кото рых приходится около 80% аминокислотной последовательности 
V-доменов. Роль таких участков заключается в поддержании отно-
си тельно однотипной трехмерной структуры V-доменов, которая 
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Рис. 1. Строение молекулы иммуноглобулина класса G.
 А) Общая схема. Молекула IgG состоит из двух легких цепей (LC) и двух 
тяже лых цепей (HC). Каждая LC состоит из вариабельного (VL) и константного 
домена (CL1), а каждая HC состоит из одного вариабельного (VH) и трех кон-
стант ных доменов (СH1–3). В структуре Ig выделяют два фрагмента: анти ген-
свя зывающий Fab-фрагмент и Fc-фрагмент, выполняющий эффекторную функ-
цию. Структура Ig стабилизирована благодаря наличию дисульфидных свя зей 
(отмечены красными линиями), соединяющих LC и HC, а также HC между 
собой. Также дисульфидные связи имеются внутри каждого из доменов.
 Б) Взаимодействие антигена и Fab-фрагмента антитела (трехмерная струк-
тура Fab-фрагмента 1CFN из базы данных PDB).
 В состав Fab-фрагмента входит LC и N-концевой участок HC, включающий 
домены VH и CH1. Каждый Fab-фрагмент содержит участок связывания анти гена 
(пара топ), расположенный в области вариабельных доменов легкой и тяжелой 
цепей. CDR-петли отмечены на рисунке красным цветом.
 В) Строение антиген-связывающего участка (трехмерная структура Fab-фраг-
мента 1CFN из базы данных PDB).
 Антигенсвязывающий участок каждого Fab-фрагмента состоит из а.о., вхо дя-
щих в состав шести гипервариабельных петель (CDR-петель), располо жен ных 
на поверхности вариабельных доменов LC и HC. На рисунке гипервариабельные 
петли отмечены цветом (L1–3 – CDR-петли, входящие в состав LC в порядке их 
расположения в последовательности, H1–3 – CDR-петли, входящие в состав HC).
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необходима для обеспечения аффинного взаимодействия гипер вариа-
бель ных участков с антигеном [10, 12].
 Вариабельные домены легкой и тяжелой цепи (VH и VL) вместе с 
ближайшими к ним константными доменами (CH1 и CL1) образуют 
Fab-фрагменты антител (fragment, antigen binding). Остальную часть, 
представленную C-концевыми константными доменами тяжелых 
цепей, обозначают как Fc-фрагмент (fragment, crystallizable). На гра нице 
Fab и Fc фрагментов располагается «шарнирная область», кото рая за счет 
своей гибкой структуры обусловливает подвижность фраг ментов моле-
кулы антитела относительно друг друга и содержит дисуль фидные 
связи, соединяющие тяжелые цепи между собой [10, 12].
 Как уже упоминалось выше, ключевую роль во взаимодействии 
анти гена и антитела выполняют CDR. Эти гипервариабельные участки 
представляют собой петли, расположенные между β-складками, 
сильно отличающиеся по аминокислотной последовательности и 
протя женности у различных антител. CDR обеспечивают компле-
мен тарность поверхностей паратопа и эпитопа, что обусловливает 
антиген-узнающую активность апикальных регионов вариабельных 
доменов. Основой взаимодействия антитела и антигена является 
распознавание трехмерной структурой, формируемой из шести 
петель CDR, комплементарного ей эпитопа на поверхности антигена. 
В случае антител, специфичных к небольшим антигенам (таким, как 
низкомолекулярные соединения) во взаимодействии с антигеном 
участ вуют только некоторые из CDR [13]. Как правило, VHCDR (и 
осо бенно VHCDR3) вносят больший вклад в образование контактов 
с антигеном, чем VLCDR, и геометрический центр контакта антигена 
и антитела обычно расположен вблизи от VHCDR3 [13]. А.о. CDR, 
непосредственно участвующие в контакте с антигеном, называют 
участ ками, определяющими специфичность (specifi city determining 
regions, SDR). Анализируя трехмерную структуру комплекса антитела 
и антигена можно идентифицировать а.о., находящиеся в прямом кон-
такте с антигеном. Считается, что FR также могут принимать учас тие 
в распознавании антигена, но в меньшей степени (доля поверх ности 
таких участков от контактирующих поверхностей антигена и анти тела 
может составлять до 15%) [13–15].
 Для комплексов антитело-антиген характерна высокая компле-
мен тарность структур взаимодействующих поверхностей. Площадь 
поверхности взаимодействия антигена белковой природы и антитела 
варьирует от 1400 до 2300 Å2 с приблизительно равным вкладом со 
сто роны антитела (650–900 Å2) и антигена [16]. Во взаимодействие 
с антителом вовлечено, как правило, от 5 до 15 а.о. антигена белко-
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вой природы и приблизительно столько же а.о. молекулы анти тела 
[16–17]. Однако антигены меньшего размера, такие, как низкомо ле-
кулярные соединения, имеют меньшую площадь контакта при свя-
зывании с антителом. Форма контактирующей поверхности анти гена 
с антителом в значительной степени зависит от размера анти гена. 
С уменьшением размера антигена контактирующая поверх ность 
антитела становится более вогнутой. Контактирующая поверхность 
антител, связывающих белковые молекулы, как правило, плос кая, 
тогда как поверхность связывания более мелких антигенов представ-
ляет собой бороздку (в случае пептидов) или одиночную полость 
(в случае низкомолекулярных веществ непептидной природы) [13, 
18]. Пространственная структура антигенсвязывающего участка 
опре деляется протяженностью и аминокислотным составом CDR-пе-
тель. Для петель CDR3 характерна значительная гибкость, которая 
определяет возможность взаимной адаптации эпитопа и пара-
топа. Для антигенов небольшого размера, в том числе пепти дов, 
конформационная гибкость антител может быть более выра жен ной, 
чем для антигенов белковой природы. К основным типам кон фор-
ма ционной подвижности относят согласованные перемещения 
нескольких CDR-петель и изменения положения боковых групп 
отдель ных а.о. CDR. Для антигенов также характерно изменение 
конфор мации при взаимодействии с антителами.
 Взаимодействие между а.о. эпитопа и паратопа осуществляется 
преимущественно благодаря водородным связям, ионным взаимо-
дейст виям и, в меньшей степени, Ван-дер-Ваальсовым взаимо дейст-
виям [13, 19]. В нескольких работах показано, что в структурах 
многих комплексов антигенов белковой природы и антител в области 
пара топа присутствуют молекулы воды, входящие в общую структуру. 
Пред полагается, что в таких комплексах молекулы воды необходимы 
для «заполнения» дефектов комплементарности между белковой 
моле кулой и антителом [18, 20–21].
 В основном, энергия связывания антитела и антигена обусловлена 
небольшим количеством взаимодействий между а.о. эпитопа и 
паратопа. Замена таких а.о. в природных вариантах антигена или 
антител на аланин часто приводит к резкому ослаблению связывания 
антитела и антигена (см. далее). Выбор именно аланина в качестве 
возможной замены можно объяснить тем, что это – наиболее 
мягкий способ устранения взаимодействий, обусловленных боковой 
группой аминокислоты, при этом не вносящий дополнительных 
взаимодействий. В результате экспериментов по картированию 
эпитопа и паратопа были выявлены так называемые «горячие 
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точки» – а.о., вклад которых во взаимодействие антигена и антитела 
наиболее велик. Такие а.о. часто располагаются в центральной части 
участка взаимодействия эпитопа и паратопа. Периферические а.о., 
контактирующие с водной средой, как правило, вносят значительно 
мень ший вклад в энергию связывания антитела с антигеном [16]. Кроме 
а.о., непосредственно вовлеченных во взаимодействие с антигеном, 
важную роль в распознавании антигена играют а.о., выполняющие 
структурную функцию и обеспечивающие правильное взаимное 
расположение в пространстве контактирующих поверхностей. Эти 
остатки поддерживают необходимую для взаимодействия с антигеном 
конформацию CDR-петель [22]. 

ФУНКЦИИ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ

Антитела синтезируются B-лимфоцитами в ответ на появление анти-
генов в организме позвоночных или человека. В работе иммун ной 
системы антитела участвуют в нескольких процессах: 1) предотвра-
ще ние попадания чужеродных (в том числе и патогенных) молекул 
в клетки и их разрушение за счет образования комплексов с анти-
те лами, 2) стимуляция уничтожения чужеродных объектов макро-
фагами и другими клетками путем взаимодействия антител с их 
поверх ностными антигенами (опсонизация), 3) запуск механизмов 
разру шения чужеродных частиц за счет стимуляции иммунного 
ответа (активация системы комплемента).
 Антитела всех изотипов выполняют две основные функции: 1) рас-
познавание и связывание антигена, 2) эффекторные функции, к кото-
рым относят связывание с мембранными рецепторами клеток орга-
низма (например, фагоцитов) и взаимодействие с первым компонен-
том системы комплемента для инициации классического пути каскада 
комплемента. Для эффективного выполнения функции узнавания и 
связы вания антитела должны иметь высокую специфичность, чтобы 
распознавать только конкретный антиген, и высокую аффинность, 
чтобы комплекс антитела и антигена был стабильным. В реализации 
первой функции принимают участие вариабельные домены антитела. 
Зада чей константных доменов является поддержание необходимой 
структуры антигенсвязывающих вариабельных доменов, а также 
выполнение эффекторных функций, способствующих нейтрализации 
и устранению потенциальных патогенов. Для нейтрализации неко-
то рых вирусов и токсинов достаточно только взаимодействия с 
антителом, тогда как для устранения патогенных микроорганизмов 
или собственных клеток, вышедших из-под контроля организма, тре-
буется запуск других эффекторных механизмов, таких как фагоцитоз 
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и цитотоксические реакции. В этом случае Fab-фрагменты антител 
связываются с антигенами, расположенными на поверхности кле-
ток, а Fc-фрагменты таких антител могут взаимодействовать с 
белками системы комплемента, служащими для уничтоже ния кле-
ток путем перфорации мембраны, либо с Fc-клеточными рецеп то-
рами, локализованными на поверхности клеток иммунной системы, 
способных к фагоцитозу [23]. Таким образом, благодаря нали чию 
в молекуле антитела и Fc фрагмента и Fab фрагментов, анти тела 
способны и распознавать антиген, и активировать систему унич-
тожения чужеродных веществ и некоторых собственных клеток. 
 Для успешного выполнения функции узнавания и связывания 
каждого конкретного антигена антитела должны пройти процесс 
аффинного созревания.

АФФИННОЕ СОЗРЕВАНИЕ АНТИТЕЛ В ОРГАНИЗМЕ

Благодаря огромному разнообразию центров связывания антитела 
обес печивают распознавание миллионов различных антигенов. 
Инфор мация о различных вариантах последовательности антител не 
закодирована в геноме заранее, а создается в В-лимфоцитах путем 
реком бинации ограниченного количества генных сегментов. В гено-
мах человека и мыши имеются семейства генов иммуноглобулинов 
класса G, сгруппированные в три независимых генетических локуса: 
два, кодирующие легкие цепи IgG, и один, кодирующий тяжелую 
цепь IgG. Каждое из этих семейств включает множество генов, коди-
рую щих вариабельные домены, и единичные гены, кодирующие 
константные домены. Эти группы генов находятся на значительном 
расстоянии друг от друга. На первом этапе, образование LC и HC 
проис ходит в результате рекомбинации генов, кодирующих один 
вариабельный и один константный участок IgG. Между V- и С-
генами находятся последовательности D и J, кодирующие небольшие 
фраг менты полипептидной цепи, входящие в состав вариабельной 
области. В ходе созревания B-лимфоцитов происходит рекомбинация 
V, D и J генов, в результате которой участки последовательности, 
коди рующие вариабельные и константные домены, а также промо-
торы, находящиеся перед каждым геном, и энхансеры, находящиеся 
в интроне между J- и C-сегментами и в дистальной области за C-
генами, сближаются. Таким образом, в результате рекомбинации 
обра зуется транскрипционная единица, содержащая интроны и 
экзоны. В результате сплайсинга из первичного РНК-транскрипта 
выре заются интроны, а экзоны образуют молекулу мРНК, с которой 
впоследствии транслируется белок [24]. Таким образом создается 
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моле кулярное разнообразие центра узнавания, локализованного на 
непре рывной поверхности, формируемой CDR-петлями. Полученные 
в результате этого процесса антитела называются первичными (germ-
line antibodies) и обладают относительно низкой аффинностью, а 
также не очень высокой специфичностью по отношению к их анти-
ге нам [13, 25].
 На следующем этапе созревания антител и аффинность, и специ-
фичность первичных антител увеличивается. Это происходит в резуль-
тате соматической гипермутации вариабельных участков антител. 
Соматическая гипермутация – это циклы генерации множества вариан-
тов антител, возникающих за счет появления случайных точечных 
мутаций в генных сегментах, сопровождаемые отбором наиболее 
удач ных клонов. Отбор клонов в иммунной системе при соматической 
гипер мутации происходит следующим образом. Мембранная форма 
имму ноглобулинов, иммобилизованная на поверхности B клеток, 
взаимо действует со своим антигеном. Полученный комплекс анти-
тело–антиген подвергается интернализации, после чего антиген под-
вергается процессингу и производные от антигена пептиды взаимо-
действуют с главным комплексом гистосовместимости II (major 
histo compatibility complex II) и презентируются Т-клетками. Затем 
проис ходит презентация антигена Т-клетками, сопровождающаяся 
активацией В-клеток. Если аффинность антител, расположенных на 
поверхности В-клетки, недостаточно высока, то за время, необходи-
мое для интернализации, антиген успевает диссоциировать от анти-
тела и в этом случае активации данной В-клетки не происходит. Если 
же время жизни комплекса антитело-антиген значительно превы шает 
время, необходимое для интернализации, то происходит акти вация 
В лимфоцита. Однако при этом оказывается, что иммунная система 
не способна осуществлять дальнейший отбор наиболее аффин ных 
среди нескольких вариантов высокоаффинных антител. Мута ции 
происходят как в CDR-петлях, так и в FR-участках, причем неравно-
мерно, со средней частотой 1 на 103 пар оснований за один цикл 
гене рации. В результате, происходит увеличение разнообразия имму-
ноглобулинов, созданного рекомбинацией генных сегментов. Полу-
ченные антитела называют «зрелыми» (mature antibodies) [25–26].
 Как показали исследования механизмов соматической гиперму-
та ции, при созревании антител мутации в вариабельных доменах 
возникают большей частью в определенных участках CDR и FR. Эти 
участки называют «горячими точками мутагенеза» («hot spots»), а 
участки, редко вовлекаемые в процесс мутагенеза, называют «холод-
ными точками мутагенеза» («cold spots»). Обычно а.о., входящие в 
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сос тав «холодных точек мутагенеза», совпадают с а.о., играющими 
важную роль в формировании конформации вариабельного домена. 
Известно, что горячие точки в 50–60% случаев располагаются 
внутри консенсусной последовательности нуклеотидов RGYW 
(R = A или G, Y = C или T, W = A или T) и сериновых кодонов AGC 
и AGT или в соседних с ними нуклеотидах [27–28]. Среди других 
три нуклеотидов, а также динуклеотидов, существует иерархия 
подвер женности мутагенезу, причем мутации в V-генах происходят в 
миллионы раз чаще, чем спонтанные мутации в других генах. В CDR- 
и FR-участках наблюдаются различия в составе кодонов, причем в 
CDR встречаются кодоны, в которых наиболее часто проис ходят 
мутации [25]. В первичной популяции антител различия в ами но-
кислотной последовательности сосредоточены в основном в центре 
антигенсвязывающего сайта, а за счет соматической гипер му тации 
различия также распространяется на периферическую часть анти ген-
свя зывающего участка [29].
 При вторичном иммунном ответе для антител класса IgG, специ-
фичных к белковым антигенам, характерны значения константы дис-
со циации (KD) в диапазоне 10-7–10–10 М–1. Максимально возмож ная 
скорость образования комплекса антитела с антигеном опреде ляется 
скоростью диффузии белковых молекул. Константа скорости ассо-
циации (ka) в этом случае составляет порядка 106 М–1с–1. Константа 
скорости диссоциации комплекса (kd) может достигать до 10–4 с–1 
и ее величина определяется за счет отбора вариантов первичных 
анти тел in vivo [8, 30]. Т.к. согласно гипотезе о максимальном знач-
ении аффинности («affi nity ceiling») [30–32], отбор антител с более 
высокой аффинностью происходит уже менее эффективно, а даль-
ней шее увеличение аффинности уже не приводит к увеличению 
эффективности отбора. Это связано с тем, что для антител с 
KD = 10–10 М–1 время полужизни комплекса антигена с B-клеточным 
рецеп тором составляет 30 мин. Это в 2–3 раза больше, чем время 
эндоцитоза комплекса антитела с B-клеточным рецептором (около 
8.5 мин.). В результате, дальнейшее увеличение аффинности 
(времени полужизни комплекса) уже не способствует адаптивному 
увеличению пролиферации B-клеток [31, 33]. Поэтому, теоретически, 
искусственный мутагенез, схожий с соматической гипермутацией, и 
искусственный отбор наиболее аффинных вариантов антител могут 
при водить к созданию антител с более высокой аффинностью по 
срав не нию с природными антителами.
 Для первичных антител процесс ассоциации с антигеном сопро-
вож дается увеличением энтальпии (за счет многочисленных слабых 
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и сильных взаимодействий между антителом и антигеном), и в то же 
время уменьшением энтропии (потеря подвижности, которая имеет 
место в структуре свободного антитела). В случае диссоциации наблю-
дается обратная ситуация (энтальпия системы снижается, а энтропия 
возрастает). Относительное увеличение аффинности конечных 
вариантов антител происходит за счет устранения энтропийных 
затруднений путем уменьшения подвижности свободного состояния 
антитела [13]. Первичные антитела, как правило, обладают большей 
гибкостью и подвижностью антигенсвязывающих петель. Это 
поз во ляет им узнавать набор из сходных антигенов посредством 
формирования различных вариантов комплементарных поверхностей 
за счет гибкой структуры петель. Взаимодействие первичных антител 
с антигеном может быть описано моделью «индуцированного взаи мо-
действия», когда строение эпитопа в процессе связывания влияет на 
формирование комплементарного паратопа. Однако в процессе созре-
ва ния антител, сопровождающимся увеличением их аффинности и 
специ фичности, гибкость антигенсвязывающих петель снижается и 
процесс взаимодействия антитела с антигеном становится все более 
иден тичным модели «ключ-замок». При этом участок связывания 
анти гена после его созревания теряет подвижность и остается в 
конфор мации, которая лучшим образом соответствует конкретному 
эпитопу. Таким образом благодаря уменьшению подвижности петель 
антигенсвязывающего участка происходит увеличение аффин ности 
и специфичности антитела [34]. С другой стороны для некото рых 
антител увеличение конформационной подвижности позво ляет 
увеличить пространственное соответствие паратопа эпитопу путем 
индуцированного взаимодействия. Этот эффект позво ляет объяс нить 
увеличение аффинности некоторых антител при внедре нии глицина 
в последовательности CDR, который увеличивает конфор ма ционную 
подвижность без существенного изменения поверхности взаимо-
действия с антигеном [35–37].
 У большинства белков основную часть сохраняющихся амино кис-
лотных замен составляют консервативные мутации, т.е. замены на 
аминокислоты со сходными физико-химическими свойствами, что 
имеет меньше шансов нарушить конформацию белка. Однако это 
пра вило не всегда справедливо для вариабельных доменов антител, 
поскольку замены на а.о. с противоположными свойствами иногда 
при водят к увеличению аффинности антител. Как правило, это 
отно сится к мутациям в CDR-участках, но иногда и к FR-мутациям, 
поскольку FR-остатки играют важную роль в формировании и 
под дер жании стабильности структуры белка, что также может 
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оказывать влияние на аффинность. В целом, для FR-участков более 
характерно возникновение консервативных мутаций, а для CDR – 
неконсервативных мутаций, сопровождающихся существенными 
изменениями физико-химических свойств. При этом для а.о., распо-
ло женных внутри молекулы, более характерны консервативные 
мутации, чем для а.о., доступных растворителю. Как правило, 
дос туп ные растворителю а.о. CDR в ходе созревания антител под-
вер гаются замене на гидрофильные, полярные и поляризуемые а.о. 
для увеличения их потенциала взаимодействия с антигеном. Хотя 
теоре тически для каждой аминокислотной позиции существует 19 
вариантов замены, круг наблюдаемых мутаций значительно сужен 
за счет энергетических препятствий, вырожденности генетического 
кода и того, что большинство аминокислотных замен являются 
след ст вием замены одного нуклеотида. Кроме того, транзиции 
(замены пуринового основания на пуриновое или пиримидинового 
на пиримидиновое) преобладают над трансверсиями (замены пури-
нового основания на пиримидиновое или пиримидинового на пури-
но вое). Как правило, транзиции происходят в два раза чаще, чем 
транс версии, поэтому число возможных вариантов замен в каждой 
пози ции понижается до 13–15 [5, 25, 38].
 Аффинность зрелых антител определяется мутациями, привне-
сен ными в последовательность первичных антител. Как правило, 
анти тела, имеющие в составе паратопа большее количество остат-
ков, способных к образованию водородных связей и ионных взаимо-
действий, демонстрируют большее сродство к антигену [25]. К 
увеличению аффинности могут также приводить мутации, способ-
ст вующие образованию связей антитела и антигена через молекулы 
воды («водные мостики») [13]. При этом наблюдается усиление гид ро-
фобных и Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий на периферии за счет 
увеличения площади гидрофобной поверхности. Подобное усиление 
гидрофобных взаимодействий является следствием небольших 
скоор динированных перестроек а.о. на периферии контактирующей 
поверхности, тогда как наиболее важный с энергетической точки 
зрения центр взаимодействия остается неизменным. Соматическая 
гипер мутация приводит не только к увеличению аффинности путем 
замен в участке связывания антигена, но также к увеличению силы 
взаимодействия между VL–VH доменами, тем самым увеличивая 
стабильность и уменьшая пластичность молекулы антитела. В то же 
время, эти изменения приводят к улучшению связывания антитела с 
антигеном [37, 39–41]. Количество соматических мутаций, возни каю-
щих в процессе созревания антител, положительно коррелирует со 
сте пенью увеличения аффинности [13, 32, 42]. Можно сказать, что 
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замены, возникающие в ходе соматической гипермутации с одной 
стороны увеличивают химическую активность остатков CDR, а с 
дру гой – поддерживают их структуру.

СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ И ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ АНТИТЕЛ

Антитела широко используются как в научных исследованиях, так и в 
прак тической медицине благодаря их способности с высокой аффин-
ностью и специфичностью узнавать практически любой антиген.
 Самый простой способ получения антител, специфичных к 
какому-либо антигену, это иммунизация – введение антигена в 
смеси с определенными добавками – адьювантами, усиливающими 
иммун ный ответ, в организм животного (мышь, кролик, коза, овца, 
и др.). Из крови иммунизированного животного можно выделить 
поли клональные антитела – гетерогенную по строению, эпитопной 
специ фичности и аффинности популяцию антител, специфичных 
к введенному антигену. Чтобы получить идентичные по своей 
струк туре и специфичности антитела, необходимо выделить из 
орга низма животного продуцирующие антитела лимфоциты, и 
иммор тализовать их, т.е. сделать способными к бесконечному коли-
честву делений. Иммортализация осуществляется путем слия ния 
лимфоцитов с опухолевыми клетками. Линия клеток, представ ляю-
щих собой продукт слияния лимфоцита и опухолевой клетки, назы-
вается гибридомой. Гибридома способна секретировать антитела, 
абсо лютно одинаковые по своим свойствам (строение, аффинитет, 
специ фичность). Антитела, продуцируемые линией гибридомных 
клеток, называются моноклональными [43]. 
 Антитела являются одним из наиболее распространенных инстру-
ментов современной биохимии, цитологии и клинической химии. 
С их помощью можно проводить качественное и количест вен ное 
определение содержания различных веществ методами иммуно фер-
ментного анализа [44–45] и иммуноблоттинга [46], изучать внут ри-
клеточную и внеклеточную локализацию белков, исследовать распре-
де ление и уровень экспресии белков в различных клетках организма 
методами иммуногистохимии и иммуноцитохимии. Антитела также 
могут быть использованы для сортировки клеток методом проточной 
цитометрии, а также для очистки различных белков.
 В медицине антитела широко используют как в диагностических 
целях, так и для терапии различных заболеваний. В диагностике раз-
лич ные иммунохимические методы используются для установления 
наличия или определения концентрации белков, являющихся марке-
рами заболеваний. Список таких белков огромен и продолжает расти. 
К ним относятся белки-маркеры сердечно-сосудистых заболеваний 
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(тро понины I и T [47–51], креатинкиназа [52], миоглобин [53], нат-
рийуретический пептид B и его предшественник [54–56] и др.), 
сахар ного диабета (гликированный гемоглобин [57], микроальбумин, 
инсулин, проинсулин, С-пептид [58] и др.), раковых заболеваний [59], 
патологий при беременности, почечной недостаточности (цистатин 
С [60]), аутоиммунных заболеваний (антитела к компонентам собст-
венных клеток организма [61]), аллергических состояний (общее 
содер жание антител, содержание антител к определенным аллер ге-
нам), расстройств эндокринной системы (гормоны, их предшест вен-
ники, продукты их метаболизма и взаимодействующие с ними белки 
[62–63]), инфекционных заболеваний различной природы [64–67] и др.
 Кроме этого, антитела используют для определения группы крови 
[68], диагностики беременности [69] и измерения содержания лекарств 
или токсинов в крови человека, а также в продуктах питания.
 Терапевтическое применение полноразмерных антител, получае-
мых из сыворотки иммунных животных или с использованием гибри-
домных технологий, существенно осложняется тем, что константные 
домены антител животных являются сильно иммуногенными для 
человека, что приводит к образованию собственных антител, специ-
фичных к антителам животного [6]. Поэтому для терапевтических 
целей, как правило, используют рекомбинантные антитела или их 
фрагменты, полученные из моноклональных, с существенно снижен-
ной за счет генно-инженерных манипуляций иммуногенностью, 
либо полученные de novo c использованием различных дисплейных 
методов (см. раздел «Практическое применение рекомбинантных 
антител в клинической практике и научных исследованиях»). 

III. РЕКОМБИНАНТНЫЕ АНТИТЕЛА: ПРОИЗВОДНЫЕ 
И ФРАГМЕНТЫ, МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ, 

ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ 
Рекомбинантными антителами называют антитела, получаемые с 
использованием подходов генной инженерии. Использование генно-
инженерных методов позволяет экспрессировать легкие и тяже лые 
цепи иммуноглобулинов, как индивидуальные белки, соз да вать целый 
набор разнообразных фрагментов антител, а также изме нять такие 
свойства антител, как аффинность, число и специ фич ность пара то-
пов, состав доменов, подвижность молекулы, пространст венную 
ориен тацию участков связывания с антигеном, моле кулярный вес, 
изо  электрическую точку и потенциальную иммуногенность. 
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ТИПЫ РЕКОМБИНАНТНЫХ ФРАГМЕНТОВ АНТИТЕЛ

В литературе описано получение нескольких различных типов реком-
бинантных фрагментов антител (некоторые из них представлены на 
рис. 2). На сегодняшний день выделяют следующие типы реком би-
нантных антител: Fv – вариабельный фрагмент антитела (variable 
fragment), scFv (single chain Fv) – вариабельный фрагмент анти тела, 
у которого фрагменты легкой и тяжелой цепи связаны полипеп-
тидным линкером, (scFv)2 – фрагмент, соcтоящий из двух молекул 
scFv, соединенных дисульфидной связью, dsFv – вариабельный 
фраг мент, стабилизированный дополнительной внутримолекулярной 
дисульфидной связью, Fab- и (Fab)2 фрагменты (идентичные по 
своей структуре фрагментам, образующимся в результате протеолиза 
полно размерных антител IgG типа под действием папаина и пепсина, 
соответственно [70]), VH – вариабельный домен HC. Также следует 
упо мянуть такие производные антител как «diabodies», «triabodies», 

Рис. 2. Основные типы фрагментов и производных рекомбинантных производ-
ных антител.
 Обозначения: VL – вариабельный участок LC; VH – вариабельный участок 
HC; CL – константный участок легкой цепи; CH1, CH2, CH3 – константные участки 
тяжелой цепи; IgG – полноразмерный иммуноглобулин класса G. Свет ло-се-
рыми линиями с окантовкой изображены дисульфидные связи между раз ны ми 
цепями, а темно-серыми – линкерные последовательности, вставляемые для 
ста билизации структуры рекомбинантных антител (по материалам статей 
[74–75]).
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«tetra bodies» – молекулы, состоящие из двух, трех или четырех одина-
ко вых или различных фрагментов антител одинаковой или разной спе-
цифичности, соединенных между собой. Наименьшим фрагмен том 
антитела, который может сохранять способность связывать антиген, 
является Fv фрагмент. Он состоит из вариабельных фрагментов 
легкой (VL) и тяжелой цепей (VH), каждый из которых стабилизирован 
внутримолекулярной дисульфидной связью. Однако между собой VH 
и VL контактируют только за счет ионных взаимодействий, что делает 
структуру этого фрагмента крайне нестабильной. Для повышения 
стабильности структуры Fv фрагментов используют либо введение 
межцепочечных дисульфидных связей (dsFv), либо – аминокислотной 
последовательности-линкера между вариабельными доменами HC 
и LC цепей (scFv), в результате чего антигенсвязывающая белковая 
молекула экспрессируется как одна полипептидная цепь [71–73].
 Наиболее «простым» объектом для клонирования и экспрессии 
являются scFv фрагменты, однако часто они обладают более низкой 
стабильностью, иногда более низкой аффинностью и имеют более 
корот кое время полужизни в кровотоке (при терапевтическом 
исполь зовании) по сравнению с более крупными фрагментами [37, 
74–78]. Комплексы, состоящие из двух («diabodies» или (scFv)2), 
трех («triabodies») и четырех scFv- мономеров («tetrabodies») часто 
обла дают еще большим сродством к антигену за счет увеличения 
коли чества антиген-связывающих участков. Это происходит в случае, 
когда scFv-мономеры являются производными одинаковых антител, 
а антиген содержит большое количество идентичных эпитопов, 
или, в случае когда scFv-мономеры являются производными разных 
антител к одному антигену, а все эпитопы антигена находятся в 
дос туп ной для них близости. Фрагменты (scFv)2, полученные в 
резуль тате соединения дисульфидной связью C-концевых а.о. цис-
теина, при использовании их в качестве терапевтических агентов 
лучше транспортируются in vivo в ткани по сравнению с scFv –фраг-
ментами. Это связано с большим временем их полужизни в крово-
токе и, как следствие, большей стабильностью их структуры по 
сравнению с scFv. Рекомбинантные производные антител, содержа-
щие Fc-фрагмент, отличаются еще большим временем полужизни. 
Длительное нахождение таких производных антител в ткани обеспе-
чи вается взаимодействием с FcRB рецепторами (Fc Brambell receptor), 
расположенными на поверхности кроветворных клеток и клеток 
эндо телия. [79–80]. 



Получение рекомбинантных антител и способы… 219

СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ РЕКОМБИНАНТНЫХ АНТИТЕЛ 
И ИХ ФРАГМЕНТОВ

Существует два принципиально разных подхода к получению реком-
бинантных антител. Первый заключается в получении рекомбинант-
ных аналогов моноклональных антител или их фрагментов, с 
исполь зованием генетического материала из гибридомных клеток, 
проду цирующих моноклональные антитела. Второй подход связан 
с созданием множества вариантов последовательностей рекомби-
нантных антител (библиотек) с последующим отбором из них антител 
требуемой специфичности и аффинности, т.е. созданием антител 
необ ходимой специфичности de novo.

Создание рекомбинантных аналогов антител
Метод получения рекомбинантных антител или их фрагментов, 
идентичных антителам, полученным стандартным гибридомным 
методом, включает в себя следующие основные стадии [81–84]: 
1) выделение тотальной или матричной РНК из клеток гибридомы, 
сек ретирующей антитела, 2) проведение синтеза первичной цепи 
кДНК (обратная транскрипция), 3) амплификация кДНК тяжелых и 
легких цепей методом полимеразной цепной реакции [80], 4) полу-
чение молекулярно-генетических конструкций, содержащих полу-
ченные кДНК, 5) проведение экспрессии (или коэкспрессии) в 
подхо дящей экспрессионной системе [85], 6) выделение и очистка 
экспрес сируемого белка [85]. Этот метод позволяет получать как 
полно размерные антитела, так и их фрагменты, а также легкую и тяже-
лую цепи антител, как индивидуальные белки. Использование для 
полу чения антител генно-инженерных методов делает возмож ным 
мани пуляции с нуклеотидной, и, как следствие, с аминокислотной 
после довательностью легкой и тяжелой цепей. 

Создание рекомбинантных антител и их фрагментов de novo
Альтернативным подходом является in vitro метод получения реком-
бинантных антител или их фрагментов с использованием отбора из 
библиотек их белковых фрагментов на основе способности связывать 
антиген [86]. Группа методов, используемых для решения такой задачи, 
носит название дисплейных. Важным достоинством этой группы 
мето дов является возможность работать одновременно с нуклеотид-
ной и аминокислотной последовательностью каждого конкретного 
варианта антитела. Получение рекомбинантных фрагментов антител, 
с использованием такого подхода, включает три этапа: создание биб-
лио тек рекомбинантных ДНК антител, экспрессия и презентация 



E.П.Альтшулер и соавт.220

бел ковых фрагментов антител на поверхности клеток или фаговых 
частиц (в зависимости от того, какой дисплейный метод используют, 
см. далее) и отбор подходящих белковых фрагментов антител на 
основе их взаимодействия с антигеном. Если необходимо получить 
полно размерное антитело, специфичное к соответствующему анти-
гену, то сначала получают фрагмент антитела, а затем на его основе 
реконструируют полную нуклеотидную и аминокислотную после до-
ва тельность антитела. 
 Принцип дисплея заключается в использовании объединенных в 
одном молекулярном комплексе нуклеотидной последовательности 
целевого белка и продукта его экспрессии. Такой метод позволяет 
отбирать необходимый генетический материал (ДНК или РНК) на 
основе способности продукта его экспрессии (иммуноглобулина или 
его фрагмента) к взаимодействию с данным антигеном. C исполь зова-
нием нескольких повторяющихся циклов отбора удается получить 
антитела, взаимодействующие с антигеном с высоким сродством. 
Известны несколько «дисплейных» методов для получения антител – 
фаговый, рибосомный, мРНК и клеточный дисплей [9, 87–95]. Все эти 
подходы могут быть использованы не только для создания антител 
de novo, но и для улучшения параметров уже существующих антител 
(см. раздел «Увеличение аффинности антител»). 
 Как правило, для создания и тестирования библиотек антител за 
основу берут не полноразмерные антитела, а их фрагменты. Поскольку 
scFv фрагменты являются наименьшими стабильными единицами 
анти тела, способными связывать антиген, их намного проще 
исполь зовать для увеличения аффинности в любом виде дисплея, 
чем полноразмерные антитела или Fab-фрагменты. Существует нес-
колько принципов создания библиотек рекомбинантных фрагмен тов 
антител [77]: 1) на основе генов антител, полученных из имму ни-
зованных доноров (библиотека, обогащенная антителами к опре-
де ленным антигенам,), 2) на основе генов первичных антител (см. 
раздел «аффинное созревание антител в организме»), 3) на основе 
нук леотидной последовательности антител, полученной из B-лим-
фоцитов [96], 4) на основе последовательностей наиболее стабильных 
вариабельных доменов антител с рандомизированными а.о. в CDR-
пет лях, синтезированных искусственно. [97]. 
 Для отбора антител с нужными свойствами из огромного коли-
чества вариантов (как правило, 108–109), имеющихся в библиотеке, 
используются технологии дисплея. Общей чертой всех этих мето дов 
является объединение нуклеотидной и аминокислотной после до-
ва тельностей отбираемого фрагмента антитела в едином объекте, 
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а отличаются они типом такого объекта – от комплекса мРНК с 
синте зированным на ней белком-фрагментом антитела до клетки, 
несущей фрагмент антитела на своей поверхности. Наиболее распро-
страненным и простым является фаговый дисплей, хотя в последнее 
время приобретают популярность недавно разработанные методы, 
такие как клеточный дисплей, рибосомный и мРНК-дисплей. 
 Клеточный дисплей
 Особенностью клеточного дисплея является использование 
раз личных прокариотических или эукариотических клеточных 
систем как для экспрессии различных вариантов антител, так и для 
осу ществления отбора по свойствам экспрессируемых антител. В 
этом случае создается библиотека гибридных ДНК, одновременно 
содер жащих нуклеотидные последовательности фрагментов антител 
и трансмембранного домена одного из мембранных белков, а синте-
зируемые после трансформации (или трансфекции) клеток такой 
библиотекой антитела представляют собой гибридные белки, состоя-
щие из экспонированного во внеклеточное пространство нативного 
фраг мента антитела и трансмембранного домена, с помощью которого 
фрагменты антител заякорены в мембране. Таким образом, клетка 
выпол няет функции связующего звена между экспрессируемым 
вариан том антитела и кодирующими его генами. Для отбора клонов 
с наиболь шей аффинностью используется вариант метода проточной 
цито метрии, названный сортировкой флуоресцентно-активирован ных 
клеток [90, 95] (fl uorescence activated cell sorting, FACS). Этот метод 
заключается в том, что клетки, содержащие на поверхности фраг-
менты антител, подвергаются сортировке вместе с антигеном, мечен-
ным флуоресцентными красителями, испускающими сигнал при 
излучении. Различия в интенсивности флуоресценции, излучаемой 
клетками, помогают дифференцировать аффинные варианты от неаф-
фин ных и служат критерием для сортировки материала. 
 Клеточные дисплеи бывают как прокариотическими, так и эука-
рио тическими. Для прокариотического дисплея характерна высокая 
эффективность трансформации и простота в использовании, однако 
область его применения ограничена, поскольку некоторые фрагменты 
антител, содержащие потенциальные сайты гликозилирования, 
будучи синтезированными в бактериальной системе, не являются 
функ ционально-активными. Для заякоривания синтезированных 
белковых молекул антител на поверхности бактериальных клеток 
было предложено использовать несколько трансмембранных белков. 
Эти трансмембранные белки используются для создания химер ных 
белков, содержащих фрагмент антитела. Так, например, для заякори-
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вания scFv-фрагментов антител часто используют белок внешней 
мембраны OmpA [90–91].
 Эукариотический дисплей позволяет проводить экспрессию как 
раз личных фрагментов антител, так и полноразмерных вариантов 
антител, поскольку синтезированная в такой системе белковая моле-
кула имеет необходимые для функционирования посттрансляцион-
ные модификации, специфичные для эукариот. Одним из наиболее 
распростра ненных видов такого дисплея является дрожжевой, пос-
кольку из всех эукариотических клеток именно дрожжевые клетки 
наиболее просты для генно-инженерных манипуляций и культи ви ро-
ва ния. Для экспонирования рекомбинантных фрагментов антител на 
поверхности дрожжевых клеток предложено создавать гибридные 
белки, состоящие из антитела или его фрагмента и субъединицы 
агглю тинина Aga2p, которая ковалентно соединена при помощи 
двух дисульфидных связей с агглютинином Aga1, заякоренным в 
клеточ ной стенке дрожжевой клетки [92–95]. Аналогичная стратегия 
была разработана также и для экспрессии антител в клетках млеко-
пи тающих [94]. 
 Фаговый дисплей
 При использовании метода фагового дисплея [87] в геном бак-
териофагов также встраивают ген гибридного белка, представ ляю щего 
собой продукт объединения фрагмента антитела и поверхност ного 
белка фаговой частицы. Фрагменты Ig оказываются экспонирован-
ными на поверхности вирусных частиц (рис. 3). Отбор фаговых 
частиц производится на основе сродства фрагментов антител к анти-
гену. Как правило, для получения фагового дисплея используется фаг 
M13 и фрагменты антител экспрессируют в виде гибридных бел ков 
с белками оболочки фага pIII, pIV и pVIII [80]. Из отобранных фаго-
вых частиц затем выделяют фаговую кДНК и определяют нуклео-
тидную последовательность фрагментов антител. На основе этой 
пос ледовательности в дальнейшем создают полноразмерные реком-
би нант ные антитела [8–9, 87, 98–99].
 Рибосомный дисплей 
 Другим дисплейным методом является метод рибосомного дис-
плея [80, 88]. Для рибосомного дисплея используется бесклеточная 
система синтеза полипептидной цепи с матрицы мРНК. В процессе 
синтеза белка образуется тройной комплекс белок–рибосома–мРНК 
(рис. 4). Далее, как и в случае большинства других дисплейных 
мето дов, этот комплекс выделяется из раствора на основе сродства 
син те зи рованных фрагментов антитела к целевому антигену. Метод 
поз во ляет одновременно отбирать наиболее аффинные фрагменты 
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Рис. 3. Увеличение аффинности антител с использованием метода фагового 
дисплея. 
 Библиотека из 108–109 вариантов фрагментов антител (как правило, исполь-
зуются scFv-фрагменты антител), экспонированных на поверхности частиц фага 
M13, инкубируется с иммобилизованным антигеном (1). За несколько этапов 
промы вания удаляют низкоаффинные фаговые частицы (2), затем элюируют 
остав шиеся связанными фаговые частицы (3). Отобранные после первого цикла 
частицы амплифицируют путем инфицирования клеток E. coli (4) для генерации 
биб лиотеки, обогащенной вариантами фрагментов антител, взаимодействующих 
с антигеном с высокой аффинностью. Данный цикл повторяется от двух до четы-
рех раз (5) до тех пор, пока фракция высокоаффинных антител не станет домини-
рую щей. Для увеличения аффинности отобранных антител их гены выделяют из 
фаго вых частиц (6) и, используя метод мутагенеза, создают их новые варианты 
(7). Полученные гены клонируют в плазмиды (8), которыми трансформируют 
клет ки E. coli (8), в результате чего получают новую библиотеку фрагментов 
антител, экспонированных на поверхности фаговых частиц (9), которая может 
быть использована для следующего цикла отбора (1) и дальнейшего увеличения 
аффинности. 
 Результатом использования фагового дисплея является отбор высокоаффинных 
вариантов антител, гены которых могут быть выделены из фаговых частиц (6) 
для последующего клонирования и экспрессии (по материалам статьи [117]).
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анти тел вместе с их мРНК. Рибосома в данном случае выполняет функ-
цию стабилизатора комплекса. Далее мРНК подвергают обратной 
транс крип ции, получая кДНК, которую амплифицируют методом 
ПЦР, а полученные ПЦР-продукты используют для создания плазмид 
для экспрес сии рекомбинантных фрагментов антител. Описаны как 
про ка рио тический, так и эукариотический рибосомные дисплеи [80].
 мРНК дисплей
 Для получения рекомбинантных антител используют также метод 
мРНК дисплея («mRNA display», «in vitro virus», «RNA-pep tide fusion») 
[89, 100]. Идея этого метода заключается в том, что синтезированная 

Рис. 4. Рибосомный дисплей. 
 Библиотека генов антител (например, scFv фрагментов) транскрибируется 
и транслируется in vitro. В полученной мРНК отсутствует стоп-кодон, что 
позво ляет сохранить комплекс рибосома-белок, которые подвергаются в 
дальней шем отбору на иммобилизованном антигене аналогично отбору при 
фаго вом дисплее. Отобранные комплексы используют для получения мРНК, 
исполь зуе мой в качестве матрицы для обратной транскрипции и для ПЦР. В 
нуклео тидную последовательность могут быть введены точечные замены, 
приво дя щие к созданию новых вариантов фрагментов антител, которые могут 
быть использованы в следующем цикле.
Молекулы ДНК, кодирующие отобранные за несколько циклов дисплея высоко-
аф финные варианты антител, могут быть получены посредством обратной 
транс крип ции молекул мРНК и ПЦР и использованы для последующего клони-
рования и экспрессии (по материалам статей [102, 213]).
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in vitro полипептидная цепь остается взаимодействовать с кодирую-
щей ее молекулой мРНК за счет пуромицинового линкера, связы-
ваю щего две молекулы между собой. Поэтому на основе иммуно-
хи мических свойств синтезированного белка может быть отобрана 
и соответствующая мРНК (рис. 5). Далее поступают, как описано в 
раз деле «Рибосомный дисплей».
 Таким образом, как мы видим, существует множество способов 
отбора и получения наиболее аффинных вариантов антител из генных 
биб лиотек. В данный момент самым распространенным является метод 
фагового дисплея. Однако более поздние подходы, использующие 
in vitro системы трансляции белка и не требующие трансформации 
(мРНК и рибосомный дисплеи), позволяют осуществлять скрининг 
библиотек большего размера, чем в случае фагового дисплея [75, 

Рис. 5. Метод мРНК дисплея.
  Библиотека генов антител (например, в форме scFv фрагментов) транскри би-
руется in vitro. Путем лигирования транскрибированной мРНК с пуромицином 
с помощью ДНК-линкера можно создавать комплексы мРНК-синтезированный 
белок. При этом, завершая in vitro трансляцию, рибосома останавливается на 
месте «соединения» РНК и ДНК, а пуромицин связывается с А-сайтом рибо-
сомы, после чего синтезированный белок транслоцируется на пуромицин. 
Полу ченный ковалентный комплекс мРНК-белок может использоваться для 
отбора по аффинности аналогично отбору при фаговом дисплее, а затем, после 
элю ции, для обратной транскрипции и амплификации кДНК методом ПЦР. Раз-
но образие вариантов последовательности может создаваться на основе кДНК 
путем мутагенеза (по материалам статьи [102]).
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101–102]. Одним из ограничений дисплейных методов является 
нерав номерность экспрессии различных мутантных форм антител. 
Возможны ситуации, когда наличие единственной аминокислотной 
замены полностью блокирует экспрессию мутантной формы антитела 
[103]. Кроме этого, при наличии библиотек, состоящих из большого 
числа вариантов, например, 1010_1013, возникают сложности, связан-
ные с невозможностью рассмотрения и анализа каждого варианта. 
Этот момент следует учитывать при создании и использовании подоб-
ных библиотек.
 Методические приемы отбора наиболее аффинных вариантов 

антител с использованием антигена
 Для получения высокоаффинных антител необходимо диффе-
рен цировать антитела с низкой и высокой аффинностью. Для этого 
можно использовать методы отбора по кинетическим или термоди-
на мическим параметрам антител (рис. 6) [102, 104]. Для отбора по 
термодинамическим параметрам (в равновесном состоянии) библио-
тека отбираемых антител инкубируется с антигеном, имеющим 
более низкую концентрацию, чем желаемое значение KD комплекса 
анти ген-антитело. После достижения равновесия в системе будут 
преоб ладать иммунные комплексы, образованные антителами с более 
высоким аффинитетом, а антитела с низким аффинитетом окажутся 
в несвязанном виде. Отбор образовавшихся иммунных комплексов 
позво ляет получить антитела с наивысшими значениями аффинности. 
Однако такой метод требует длительного времени инкубации (до 
недели!) для установления равновесия. Поэтому лишь очень неболь-
шое количество антител с улучшенными свойствами может быть 
найдено. Способ отбора по кинетическим параметрам [94, 105–106] 
(«off-rate selection»), заключается в инкубации библиотеки антител 
с небольшим количеством меченого (или сорбированного) антигена, 
концентрация которого близка к KD комплекса анализируемых 
анти тел и антигена. На следующем этапе эта смесь инкубируется 
с большим избытком свободного антигена, причем длительность 
инку бации увеличивается на каждом последующем шаге отбора. 
Добав ление избытка свободного антигена делает диссоциацию 
отби раемых антител от меченого (или сорбированного) антигена 
прак тически необратимой. Слабо связанные молекулы антител, 
имеющие наибольшую скорость диссоциации, образуют комплекс 
со свободным антигеном и затем удаляются с помощью отбора, а 
моле кулы антител с наименьшей скоростью диссоциации остаются 
связан ными с меченым или сорбированным антигеном и отбираются 
для дальнейших работ.
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Экспрессия рекомбинантных антител
В зависимости от поставленной задачи экспрессию рекомбинантных 
антител и их фрагментов можно проводить в различных системах: 
бактериальной (E. coli), дрожжевой (Pichia pastoris), бакуловирусной 
(кле точная линия sf9) и в клетках млекопитающих (например, кле-
точные линии CHO и HEK293) [107]. Для экспрессии негликози-
ли рованных фрагментов антител небольшого размера (VL, VH, 
scFv, dsFv), а также Fab-фрагментов как правило используют бакте-
риальную и дрожжевую системы экспрессии. В случае получения 
полноразмерных антител, где необходимо, чтобы молекула антитела 
была гликозилирована, часто используют клетки млекопитающих 
и бакуловирусную системы экспрессии. В случае бактериальной и 

Рис. 6. Две стратегии отбора наиболее аффинных антител (см. объяснения в 
тексте).
 А) Равновесный отбор. Отбираемые антитела инкубируются с недостатком 
антигена. После достижения равновесия связанными с антигеном остаются, 
преиму щественно, более аффинные антитела. 
 Б) Отбор по кинетическим параметрам. Отбираемые антитела инкубируются 
с достаточным количеством связанного антигена, после чего к смеси добавляется 
сво бодный антиген. В комплексе со связанным антигеном остаются только анти-
тела, обладающие наименьшей скоростью диссоциации (и, поэтому, большей 
аффинностью).
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дрож жевой экспрессионной систем часто удается достичь высоких 
выходов рекомбинантных фрагментов (20–1000 мг/л культуральной 
среды). Однако при экспрессии может возникать целый ряд проблем, 
затрудняющих получение функциональных фрагментов антител: 
1) непра вильное образование дисульфидных связей и, как следствие, 
большое количество функционально неактивного белка и наличие 
олиго меров синтезированных фрагментов, 2) потеря функциональной 
активности вследствие приобретения мутаций, 3) протеолиз синте зи-
ро ванного белка под действием внутриклеточных пептидаз. В случае 
эукариотической и бакуловирусной систем выходы несколько ниже 
(1–10 мг/л и 10–100 мг/л, соответственно), но при этом, как пра вило, 
практически весь синтезированный белок оказывается функцио-
нально активным.
 Таким образом, использование методических подходов, рассмот-
ренных выше, позволяет получить рекомбинантные антитела или их 
фрагменты, пригодные для реализации практически любых научно-
исследовательских и прикладных задач. 

ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫХ АНТИТЕЛ

Благодаря ряду преимуществ, которыми обладают рекомбинантные 
антитела и их фрагменты, сфера их возможного применения зна-
чи тельно шире, чем у моноклональных антител, причем в первую 
оче редь – из-за возможности их использования в качестве тера певти-
ческих агентов при лечении различных заболеваний.
 Как уже отмечалось выше, важным преимуществом антител, 
полу ченных с использованием генно-инженерных технологий, явля-
ется возможность модифицировать их последовательность и вно-
сить изменения, необходимые для реализации каждой конкретной 
задачи. Методы генной инженерии позволяют преодолевать такие 
свойства моноклональных антител, затрудняющие применение в 
клинической практике, как, например, повышенная иммуногенность. 
Для снижения иммуногенности моноклональных антител, участки, 
вызывающие иммунный ответ (как правило, это константные до-
мены), заменяют на соответствующие последовательности антител 
чело века. Такие антитела называют «химерными» и они сохраняют 
анти генную специфичность благодаря уникальным вариабельным 
доменам. Для дальнейшего понижения иммуногенности получают 
гума низированные (почти полностью «замещенные») антитела, в 
кото рых от антител мыши остаются только участки вариабельных 
доменов, непосредственно взаимодействующие с антигеном, а все 
осталь ные части молекулы замещаются на последовательность чело-
ве ческих иммуноглобулинов [14].
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 Таким образом, описанные выше модификации антител сущест-
венно расширили их применение в клинической практике. Область 
применения терапевтических антител включает лечение рака, 
аутоиммунных, респираторных, сердечно-сосудистых, инфек цион-
ных и многих других заболеваний. Терапевтические антитела также 
исполь зуют для снижения вероятности отторжения трансплан тантов. 
Применение рекомбинантных фрагментов антител успешно разви ва-
ется в настоящее время [108–109]. Определенным затруднением при 
использовании терапевтических антител может быть изменчивость 
молекул-мишеней, таких как вирусные и бактериальные белки, а 
также возможность развития у больного иммунной реакции даже на 
прак тически полностью гуманизированные антитела. 
 Для усовершенствования рекомбинантных антител с целью при-
ме нения в научно-исследовательской деятельности, можно изменять 
такие свойства антител, как аффинность и специфичность, а также 
вводить в последовательность антител дополнительные а.о. для пос-
ле дующего коньюгирования с другими молекулами, в том числе и 
метками, и добавлять к последовательности антител короткие амино-
кислотные последовательности («таги»), которые позволяют сущест-
венно упростить процедуру очистки антител [80, 110]. Кроме этого, 
генно-инженерные технологии позволяют создавать антитела к тем 
антигенам, которые не обладают иммуногенностью или токсичны 
для животных, и которые поэтому сложно получить, используя гиб-
ри домную технологию.
 Одним из наиболее перспективных направлений развития тех-
но логии получения рекомбинантных антител является полу чение 
антител, обладающих более высокой аффинностью, чем исход-
ные природные антитела. В следующем разделе будут под робно 
рассмотрены современные подходы, разработанные для искус ст вен-
ного увеличения аффинности антител.

IV. УВЕЛИЧЕНИЕ АФФИННОСТИ АНТИТЕЛ
Как уже отмечалось, увеличение аффинности является естественным 
процессом, связанным с созреванием антител в организме позвоноч-
ных. Исследование механизмов этого процесса позволило обозначить 
основные принципы искусственного изменения последовательности 
антител с целью получения более высокоаффинных вариантов. 
 Естественные способы увеличения аффинности антител, такие, 
как рекомбинация генных сегментов и соматическая гипермутация, 
имеют свои ограничения. Рекомбинация генных сегментов ограни-
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чена существующим в организме набором генных сегментов, которые 
используются для создания гена антитела, а соматическая гипер-
мутация происходит большей частью в районе «горячих точек» мута-
генеза, и в этом процессе преобладают однонуклеотидные замены. В 
результате, часть последовательности антител остается практически 
неизменной, и некоторые типы мутаций, требующие замены более 
чем одного нуклеотида в кодоне, становятся маловероятными [33]. 
В случае же искусственного мутагенеза становится возможным 
увеличение количества вариантов антител по сравнению с естест-
вен ными природными вариантами, например, путем замен тех а.о., 
которые редко подвергаются мутагенезу in vivo [111]. При прове де нии 
искусственного мутагенеза можно осуществлять редкие в естест-
венных условиях аминокислотные замены, обусловленные изме не-
нием более чем на один нуклеотид в кодоне. Благодаря при ме не нию 
эффективных методов отбора могут быть получены реком бинантные 
антитела, аффинность которых выходит за пределы значений аффин-
ности («affi nity ceiling») естественных антител, и константа диссо циа-
ции которых может достигать значений 10–10 М и ниже.
 Несмотря на наличие множества разнообразных программных 
продуктов, предназначенных для моделирования взаимодействия 
антитело-антиген, в настоящее время очень сложно (практически 
невоз можно) точно предсказать какая именно одна или несколько 
мутаций приведут к увеличению аффинности антитела. Поэтому 
часто возникает необходимость получения и тестирования множества 
разно образных мутантов. Для этого может быть использован метод 
«in vitro эволюции» [7, 101–102], основой которого, также как и при 
естественном увеличении аффинности, является принцип после до ва-
тельного создания разнообразия и осуществления отбора наиболее 
высокоаффинных вариантов антител. Согласно этому принципу, 
наиболее высокоаффинные антитела отбирают, а кодирующие их 
гены амплифицируют, а затем подвергают мутагенезу и отбору. После 
этого цикл повторяется (рис. 7). Таким образом, для уве личения 
аффинности антитела его фенотип должен быть каким-то образом 
физически совмещен с генотипом. Для отбора наиболее аффин ных 
мутантных форм антител используются те же методы дисп лея, что 
и при получении рекомбинантных антител de novo.
 Системы для увеличения аффинности антител разделяют на 
«пол ностью in vitro подходы», которые предполагают проведение in 
vitro всех этапов «молекулярной эволюции» (создание генетического 
разно образия, экспрессию всех возможных вариантов, отбора наилуч-
ших вариантов), и «частично in vitro» подходы, для которых часть 
выше перечисленных этапов происходит внутри клеток, а часть 
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осу ществляется in vitro [101–102]. К «полностью in vitro» подходам 
отно сят такие методические подходы, как рибосомный дисплей [80, 
88] и мРНК-дисплей [89, 100]. К «частично in vitro» подходам относят 
фаговый [87] и клеточный [90–95] дисплеи, для которых необходим 
этап трансформации библиотек генов антител (встроенных в плазмиду 
или репликон фага) в клетки бактерий, дрожжей или млекопитающих 
с целью проведения экспрессии. В случае клеточного дисплея экспрес-
сируемые антитела транспортируются на поверхность клетки, а в 
случае фагового дисплея бактериальные клетки используют для про-
дукции частиц бактериофагов [103]. 
 За последние 20 лет было разработано большое количество мето-
ди ческих приемов, позволяющих создать генетическое разнообразие 
in vitro, которые можно условно разделить на методы случайного и 
направленного мутагенеза. К первой группе можно отнести разно-
образные методы мутагенеза, которые используют, когда нет четкого 
представления о тех а.о., которые стоит менять, а также методы ДНК-ре-
ком бинации. Ко второй группе можно отнести сайт-направленный 
мутагенез, а также методы, позволяющие предсказывать структуру 
антитела и его комплекса с антигеном, – компьютерные методы ана-
лиза структуры белков (in silico) и кристаллографический анализ 
(рис. 8).

Рис. 7. Схема увеличения аффинности антител методом «in vitro эволюции» на 
при мере создания scFv фрагментов (по материалам статьи [101]).
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МЕТОДЫ СЛУЧАЙНОГО МУТАГЕНЕЗА

Главное достоинство случайного мутагенеза заключается в том, что 
для его реализации не нужно иметь данных о структуре антитела и 
взаимодействующих а.о. Существенным же его недостатком является 
появление значительной доли функционально неактивных мутантных 
форм, что приводит к необходимости создавать библиотеки большого 
размера и затрудняет отбор функционально-активных мутантов. 
Также в экспериментальных библиотеках, полученных путем 
случайного мутагенеза, практически не могут быть представлены 
все возможные варианты аминокислотных замен, поскольку многие 
из них требуют изменения более чем одного нуклеотида в кодоне, 

Рис. 8. Классификация методов мутагенеза, используемых для увеличения аффин-
ности антител. 
 Все методы мутагенеза можно разделить на три группы – направленный и 
ненаправленный (случайный) мутагенез, а также методы рекомбинации. Ненап-
рав ленный мутагенез – это случайное изменение любых аминокислотных остат-
ков последовательности антитела. Особенностью направленного мутагенеза 
является ограничение количества изменяемых аминокислотных позиций. За счет 
направленной рандомизации генерируются случайные замены в пределах выб-
ран ных аминокислотных позиций. Другим вариантом направленного мутагенеза 
является полный перебор аминокислотных замен в пределах выбранных участ-
ков. И, наконец, точечный мутагенез используется для введения замен выбран-
ных аминокислот.
 Использование ДНК рекомбинации позволяет дополнительно увеличить 
разно образие библиотек, полученное направленным и ненаправленным мутаге-
незом, а также совмещать несколько «полезных» мутаций в одной и той же 
пос ледовательности.
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например, замена 10 из 18 аминокислот, не заряженных отрицательно, 
на отрицательно заряженную аминокислоту требует изменения двух 
нуклеотидов в кодоне [112]. 
 Разнообразие вариантов нуклеотидной последовательности 
антител, полученных с помощью случайного ненаправленного мута-
генеза, может быть дополнительно расширено за счет комбинирова-
ния нескольких уже полученных вариантов последовательности с 
исполь зованием методов in vitro ДНК рекомбинации (DNA-shuffl ing) 
(см. ниже). [99, 113–115].
 Модификация аминокислотной последовательности антитела, 
исполь зуемая для увеличения аффинности, может также приводить к 
таким нежелательным побочным эффектам, как изменение специ фич-
ности антитела (кросс-реактивность), стабильности, эффек тив ности 
экспрессии и сворачивания, токсичности по отношению к клет кам-
продуцентам, подверженности олигомеризации. Для терапевтических 
антител дополнительными побочными эффектами могут быть умень-
шение времени полужизни, увеличение иммуногенности, изменение 
распределения антитела по тканям и склонность к образованию 
ами лоидных структур. Вышеперечисленные факты могут быть 
следст вием не только «благоприобретенных» мутаций, специально 
введеных исследователем, но также нежелательных мутаций, 
проис ходящих из-за неточностей ПЦР реакции или привнесенных 
с праймерами. Поэтому необходимо дополнительно тестировать 
отобран ные антитела с увеличенной аффинностью на предмет сох-
ран ности других важных биохимических свойств [116–117].

Ненаправленный мутагенез
Ненаправленный (случайный) мутагенез – это случайное изменение 
любых а.о. во всей последовательности антитела. Его главным дос то-
ин ством является возможность применения в тех случаях, когда нет 
предварительных данных о структуре комплекса взаимодействующих 
молекул. Однако для успешной реализации этого подхода необходимо 
иметь возможность контролировать частоту мутагенеза, поскольку 
большинство происходящих аминокислотных замен не являются 
благо приятными и при высокой частоте мутагенеза могут приводить 
к получению большого количества функционально неактивных 
вариан тов антител. Для увеличения аффинности scFv фрагментов 
антител оптимальным считается включение двух мутаций на 1000 
пар оснований, поскольку при этом наблюдается наибольшее число 
точеч ных (33%) и двойных (22%) мутаций на ген, при минимальном 
коли честве генов, не содержащих мутаций (22%) [118].
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 Для проведения случайного ненаправленного мутагенеза исполь-
зуют несколько подходов. Один из них, так называемый error-prone 
PCR, заключается в возникновении аминокислотных замен за счет 
неточности работы ДНК-полимераз при нестандартных усло виях 
проведения ПЦР [92, 119–120]. Важным преимуществом этого 
подхода является возможность контролировать частоту мутаге-
неза и ограничивать область возникновения мутаций размером 
ампли фицируемого участка. Существует несколько параметров 
реак ции ПЦР, изменение которых может привести к увеличению 
коли чества ошибочно встроенных нуклеотидов. К ним относятся 
необходимая концентрация бивалентных катионов и соотношение 
дезоксинуклеозидтрифосфатов в реакционной смеси ПЦР, а также 
количество циклов ПЦР. Повышение концентрации ионов Mn2+ и 
Mg2+в ПЦР-смеси приводит к увеличению количества мутаций при 
амплификации. Причем добавление Mn2+ в конечной концентрации 
0.5 мМ приводит к пятикратному увеличению количества мутаций, 
и при этом не оказывает влияния на эффективность ПЦР, тогда 
как при добавлении Mg2+ наблюдается не только увеличение коли-
чества ошибок, но и падение эффективности амплификации фраг-
мен тов в ходе ПЦР-реакции. Еще одним фактором, приводящим к 
увеличению количества ошибочно вставленных нуклеотидов, явля-
ется соотношение дезоксинуклеозидтрифосфатов в реакционной 
смеси. Повышенное содержание одного из них, а также включение 
в реак ционную смесь их аналогов, таких как 8-oxo-dGTP и dPTP, 
может приводить к увеличению числа неправильно вставленных нук-
лео тидов [121]. Вероятность появления ошибочных нуклеотидов при 
низ кой скорости мутагенеза также пропорциональна количеству цик-
лов ПЦР [99, 118]. Другим подходом, используемым для появле ния 
случайных мутаций, является использование «мутаторных» (muta tor 
strain) штаммов E. coli, обеспечивающих накопление мутаций за счет 
выключенных механизмов коррекции синтезированной ДНК [122–
123]. Одним из таких штаммов является штамм mutD5, имеющий 
дефектную ε-субъединицу ДНК полимеразы III, которая в норме 
имеет 3'-5'-экзонуклеазную активность и обеспечивает удаление 
неправильно вставленных нуклеотидов. Скорость мутагенеза в 
клет ках бактерий «мутаторных» штаммов зависит от условий роста 
бактерий: в обычной среде, содержащей минимум питательных 
веществ, скорость мутагенеза приблизительно в 50 раз выше чем в 
штамме дикого типа, а в обогащенных средах она может возрастать 
в 103–105 раз. Среди возникающих мутаций преобладают транзиции, 
хотя встречаются и трансверсии и сдвиги рамки считывания. 
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Ско рость мутагенеза конкретных нуклеотидов сильно зависит от 
нуклеотидного окружения. Мутагенез последовательности анти-
тел по многим параметрам сходен с процессом соматической 
гипер мутации. Во-первых, частота мутагенеза сходна с частотой 
мутагенеза при соматической гипермутации (3–5 мутаций на 104 пар 
оснований), во вторых, соотношение типов мутаций сходно с соотно-
ше нием, наблюдаемым при соматической гипермутации, в третьих, 
мутации распределены неравномерно по последовательности и 
в большем количестве встречаются вблизи определенных консен-
сусных последовательностей («hotspots»), таких как AGY-мотив 
[122]. Преимуществом данного подхода по сравнению с подхо дами, 
основанными на методе ПЦР, является возможность более удобного 
контроля скорости мутагенеза, а также отсутствие необхо димости 
проведения большого количества генно-инженерных опе раций. 
Недостатками этого метода является необходимость прове дения 
нескольких раундов мутагенеза, а также постоянного конт роля 
экспрессии антител, поскольку появление мутаций может проис хо-
дить в любом месте последовательности вектора и приводить к пре-
кра щению экспрессии антител [124].

Увеличение аффинности антитела методом рекомбинации
Для увеличения количества вариантов, полученных методом случай-
ного мутагенеза, и для получения комбинаций из нескольких мутаций 
часто применяется комбинирование участков ДНК, кодирующих гены 
антител. В зависимости от типа комбинируемых участков выделяют 
комбинирование вариабельных доменов легкой и тяжелой цепей 
(chain shuffl ing), петель CDR (CDR shuffl ing), а также комбинирование 
случайных гомологичных участков последовательностей нескольких 
мутантных вариантов антител (DNA shuffl ing) [125].
 Существует несколько методических подходов для осуществле-
ния рекомбинации антител. Один из них основан на фрагментации 
и частичной деградации пула молекул ДНК, кодирующих амино-
кис лотную последовательность нескольких вариантов антител, под 
дейст вием эндонуклеазы ДНКаза I с последующим использованием 
ПЦР для получения гибридных молекул ДНК («sexual PCR», DNA 
shuf fl ing). Данная процедура состоит из трех этапов. Первый этап – 
полу чение набора случайных фрагментов исходных двух и более 
роди тельских последовательностей, которые затем подвергают ПЦР 
в отсутствие праймеров. На этой стадии происходит рекомбинация за 
счет отжига частично комплементарных фрагментов, выступающих в 
качестве праймеров. Последний этап заключается в проведении ПЦР 
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с использованием праймеров, ограничивающих исходный ген, для 
получения из пула фрагментов ДНК достаточного количества полно-
раз мерных молекул [111, 114, 126]. Другим методическим приемом 
является использование ПЦР с перекрывающимися праймерами 
(overlap extension PCR) [127], который можно использовать как для 
перебора различных сочетаний из легкой и тяжелой цепей, так и 
раз ных участков CDR [125]. Еще одним способом, основанным на 
исполь зовании ПЦР, является процесс «ступенчатой» амплификации 
(StEP, staggered extension process), при которой комплементарный 
синтез ДНК («элонгация») периодически прерывается денатурацией 
двуце почечной ДНК, после чего происходит образование ДНК 
дуплексов («отжиг») между недосинтезированным фрагментом ДНК 
и новой молекулой матрицы, а затем элонгация цепи продолжается. 
В результате образуются цепи ДНК, составленные из участков, 
комп ле ментарных разным матричным молекулам ДНК [128]. Еще 
одним методом, используемым для рекомбинации, является обра-
ботка пула молекул ДНК, кодирующих гены антител, одинаковым 
набором эндонуклеаз рестрикции с последующим лигированием 
образованных фрагментов ДНК. При этом порядок фрагментов 
ДНК в образующихся молекулярно-генетических конструкциях сох-
ра няется благодаря уникальности рестриктных сайтов, но ново обра-
зо ванные конструкции представляют собой продукт объединения 
фрагментов, образованных из нескольких молекул ДНК. Следует 
отме тить, что ДНК-рекомбинацию можно использовать также для 
комби нирования нескольких мутантных вариантов, полученных 
мето дами направленного мутагенеза (см. ниже).
 Хотя случайные подходы для создания генетического разнообра-
зия активно использовали в прошлые годы и используют сейчас, в 
настоящее время технология увеличения аффинности интенсивно 
развивается в направлении создания генетического разнообразия с 
помощью методов направленного мутагенеза.

НАПРАВЛЕННЫЙ МУТАГЕНЕЗ

Подходы для выбора будущих мишеней мутагенеза
Для применения точечного мутагенеза необходимо иметь информа-
цию о том, какие а.о. подвергать мутагенезу. Для выбора сайтов мута-
генеза используют несколько различных подходов. Так, например, с 
этой целью могут быть использованы данные о положении горячих 
точек мутагенеза в последовательности антитела. Особенно ценной 
для выбора участков для направленного мутагенеза может быть 
информация о трехмерной структуре комплекса антитело-антиген.
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 Данные о трехмерной структуре антител и их комплексов с 
антигеном могут быть получены как с использованием экспери-
мен тальных методов (рентгеноструктурный анализ или ядерный 
маг нитный резонанс), так и с помощью in silico моделирования (in 
silico – «в компьютере») в случае отсутствия рентгеноструктурных 
дан ных [129]. Анализ трехмерной структуры обладает рядом преиму-
ществ по отношению к анализу последовательности антитела, так 
как позволяет предположить изменение каких а.о. может при вести 
к увеличению аффинности антител, исходя из вклада отдель ных 
аминокислот в поддержание стабильности структуры анти тела и 
во взаимодействие с антигеном. Использование анализа последо-
ва тель ностей антител, анализа трехмерных структур и комплексов 
антител с антигеном с последующим направленным мутагенезом 
(рацио нальный дизайн), имеет ряд преимуществ по сравнению 
со случайным мутагенезом. Во-первых, такой подход позволяет 
значи тельно сократить число а.о., подвергаемых мутагенезу до нес-
кольких аминокислотных позиций, значительно увеличивая при 
этом вероятность нахождения благоприятных мутаций. Кроме этого, 
процесс направленного мутагенеза может быть разбит на несколько 
параллельных тестирований небольших библиотек. Небольшой 
размер этих библиотек по сравнению с размером библиотек, полу-
чае мых при случайном мутагенезе, приводит к значительному сок-
ра щению количества тестируемых вариантов антител и позволяет 
умень шить риск возникновения ложноотрицательного результата, то 
есть риск не обнаружить улучшенный вариант из-за недостаточной 
пол ноты библиотеки или из-за невозможности провести эффективное 
скри нирование всех существующих вариантов с использованием тех-
нологии дисплея [130].
 Существуют два фактора, ограничивающие возможности методов 
рационального дизайна. Первый фактор – это невозможность абсо-
лютно точно предсказать воздействие даже единичных амино кис-
лотных замен на аффинитет мутанта с использованием существую-
щих на данный момент алгоритмов расчета. Однако в некоторых 
случаях точность предсказаний методом in silico моделирования 
воздействий от возможных перестроек оказывается достаточно 
высокой, и уже существуют примеры дизайна новых более аффинных 
антител на основе предсказанных изменений в уже существующих 
антителах [131–132]. 
 Второй ограничивающий фактор – это необходимость проверки 
астрономического количества возможных мутаций [133]. Для 
перебора всех возможных а.о. в каждой позиции (насыщающий мута-
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генез) последовательности вариабельных доменов LC и HC (около 
230 остатков) требуется тестирование 10300 вариантов антител, что 
невозможно осуществить технически. 
 In silico подходы
 Как показывает практика, результаты, полученные с использова-
нием экспериментальных подходов более надежны, но все они более 
трудоемки, чем анализ in silico. Предварительное упрощение кар-
тины за счет анализа последствий мутаций, предсказанных с исполь-
зованием in silico подходов, может значительно облегчить получе-
ние конечного результата с использованием экспериментальных 
методов. Хотя компьютерные подходы сегодня еще не являются 
полно ценной заменой экспериментальных данных, они в некоторых 
случаях позволяют сузить круг вариантов для экспериментального 
поиска «благоприятных» мутаций [134]. Таким образом, главной 
зада чей in silico анализа применительно к проблеме увеличения 
аффинности антител является изучение влияния аминокислотных 
замен на структуру самого антитела, а также на структуру и проч-
ность иммунного комплекса для выявления тех замен, которые 
потен циально приводят к увеличению аффинности взаимодействия 
анти тела и антигена.
 Предсказание «вредных» мутаций по последовательности. В ситуа-
ции, когда отсутствуют данные о трехмерной структуре анти тела и о 
а.о., вовлеченных во взаимодействие с антигеном, исполь зуя анализ 
аминокислотной последовательности антитела с исполь зованием in 
silico подходов можно значительно сузить круг остатков, подвергае-
мых мутагенезу для увеличения аф финности антител, исключив те 
остатки, мутагенез которых может с высокой вероятностью привести 
к нарушению структуры анти тела. К таким остаткам можно отнести 
FR остатки, консер вативные CDR-остатки, а также аминокислотные 
остатки, боковые цепи которых расположены внутри домена. Методы 
компьютерного моделирования используют различные приемы для 
предсказания эффекта мутаций в последовательности антител и 
могут использовать разные входные данные для анализа – от после-
до вательности а.о. до координат атомов в трехмерной структуре. 
Они также позволяют комбинировать доступную информацию с 
тем, чтобы улучшить точность предсказаний (методы, используемые 
в программах SNPs3d [135], SIFT [136], PolyPhen [137-140], SNAP 
[141]). Ряд программ позволяет оценивать энергетический эффект 
ами нокислотных замен на стабильность антител и их комплексов 
с антигенами (программы FOLD-X [142], CHARMM [143–145], 
SNPeffect [146], LS-SNP [147], I-Mutant2.0 [148] и PoPMuSiC [149]). 
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Таким образом, использование in silico подходов для антител с неиз-
вестной пространственной структурой позволяет уменьшить размер 
скринируемых библиотек за счет исключения из списка генерируе мых 
мутаций потенциально вредных.
 Идентификация «горячих точек» мутагенеза. Для увеличения 
аффин ности антител с неизвестной трехмерной структурой также 
исполь зуется метод мутагенеза по «горячим точкам», идея кото-
рого состоит в использовании in vitro того принципа, который 
исполь зуется для естественного увеличения аффинности антител в 
ходе соматической гипермутации. Как и в случае поиска «вредных 
мутаций», поиск «горячих точек» мутагенеза проходит посредством 
анализа последовательности антител.
 Процесс локализации а.о., соответствующих «горячим точкам» 
мута генеза, то есть участкам нуклеотидных последовательностей, кото-
рые наиболее часто изменяются в ходе соматической гиперму тации, 
состоит из трех этапов: 1) поиск участков V-генов, соответст вую щих 
вариабельным доменам данного антитела, 2) поиск консен сусных 
последовательностей, характерных для горячих точек мута ге неза 
в последовательностях V-генов, 3) определение остатков в амино-
кислотной последовательности, соответствующих «горячим точкам» 
мутагенеза для данного антитела. Для этого в базе данных IGMT [150] 
проводится поиск последовательностей V-генов, наиболее близких 
по последовательности вариабельным доменам данного антитела. 
Затем, в найденных последовательностях V-генов нужно локализовать 
все участки, совпадающие с консенсусными последовательностями 
RGWY (A/G G C/T A/T) и AGC и AGT [27–28]. При мутагенезе а.о. из 
CDR-H3 следует избегать «горячих точек», в состав которых входят 
нуклео тиды, добавленные при рекомбинации генных сегментов 
(V(D)J-рекомбинация) в процессе генерации генов антител. 
 Выделяют два типа нуклеотидных последовательностей «горячих 
точек»: первичные (germline hot spots), которые содержатся в 
первичных антителах и генных сегментах, из которых эти антитела 
полу чены, и вторичные (non-germline hot spots), которые отсутствуют 
в первичных антителах и являются, по-видимому, результатом 
сома тической гипермутации [27–28, 33, 151–153]. Результаты иссле-
дований по мутагенезу последовательностей этих двух типов «горя-
чих точек» показали, что изменение именно первичных «горячих 
точек» эффективно для увеличения аффинности антител [33]. При осу-
ществлении мутагенеза необходимо рандомизировать все кодоны, вхо-
дящие частично или полностью в выбранные «горячие точки» [27].
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 In silico моделирование трехмерной структуры комплекса 
антитело-антиген и in silico мутагенез. По сравнению с анализом 
пер вичной последовательности антител построение трехмерной 
струк туры антитела и его комплекса с антигеном представляет 
собой более сложную задачу. Для увеличения аффинности антитела 
с использованием методов in silico исследователи, как правило, 
стара ются предсказать мутации, которые позволят увеличить 
а) коли чество а.о. антитела, взаимодействующих с антигеном, 
б) силу взаимодействий между антигеном и антителом. Как правило, 
подобные изменения приводят к увеличению аффинности за счет 
ослабления диссоциации (koff). Для увеличения же скорости ассо-
циа ции существует подход, основанный на изменении зарядов на 
поверх ности молекулы антитела за счет внедрения заряженных 
остатков вблизи взаимодействующих поверхностей. Считается, что 
появление таких остатков в структуре антитела приводит к облег че-
нию правильной ориентации молекулы антигена по отноше нию к 
антителу, но не приводит к образованию новых связей между антиг-
еном и антителом [154–155].
 Важным условием для увеличения достоверности in silico 
предсказания конкретных аминокислотных замен, приводящих к 
уве личению аффинности антитела, является наличие трехмерной 
структуры комплекса антитело-антиген с высоким разрешением. 
Однако из-за того, что для подавляющего большинства антител 
крис таллическая структура комплекса неизвестна, вместо нее часто 
используют трехмерные модели. Процесс моделирования комп лекса 
антитело-антиген состоит из трех этапов: 1) моделирование трех мер-
ных структур антитела и антигена по отдельности и оптимизация 
моделей, 2) докинг, то есть «совмещение» моделей антитела и анти-
гена с образованием виртуального комплекса, и, наконец, 3) ана лиз 
энергии образования комплекса антитело-антиген для всех воз мож-
ных мутантных форм с последующим отбором мутантных форм с 
мини мальным значением этой энергии.
 Для моделирования трехмерной структуры белков используют 
два основных приема: гомологическое моделирование и de novo 
моде лирование. Моделирование на основании гомологии, использует 
доступные данные в базе данных трехмерных структур PDB (Protein 
Data Bank) в качестве основы для моделирования белков с неизвест-
ной структурой. Сначала осуществляется поиск белков, обладающих 
наибольшим сходством последовательностей с изучаемым белком, а 
затем происходит построение модели на основе гомологии, которое 
заключается, главным образом, в «натягивании» последовательности 



Получение рекомбинантных антител и способы… 241

моделируемого белка на «остов» шаблона, составленного на основе 
найденных гомологичных структур [156–157]. Согласно иссле до-
ваниям, проводимым в рамках CASP (Critical Assessment of Tech-
ni ques for Protein Structure Prediction), моделирование структуры 
белков по гомологии можно проводить только в случае, если 
структуры гомологичных белков идентичны более чем на 30% [157]. 
В случае белков, для которых отсутствуют гомологичные им по всей 
последовательности белки с известной структурой, разработан ана-
ло гичный гомологичному моделированию метод, использующий 
гомологию отдельных структурных элементов c известной третичной 
структурой (protein threading) [158–159]. Существует множество 
авто матических инструментов для гомологического моделирования 
трехмерной структуры разных белков, таких как MODELLER [160], 
SWISS-MODEL [161], I-TASSER [162], 3D-JIGSAW [163], ESyPred3D 
[164], Phyre [165], CPHmodels [166] и др. Эти инструменты могут 
быть быстро и легко использованы для моделирования различных 
белков, но они не позволяют учесть особенности антител, поэтому 
исполь зование этих программ с небольшой вероятностью может при-
вести к получению качественной модели.
 Идея второго подхода заключается в моделировании процесса и 
результата сворачивания белка (программы Rosetta [167] и TASSER 
[168]). Этот подход может быть реализован путем генерации и 
последующей оценки множества вариантов сворачивания в зави-
симости от значения потенциальной энергии. Поиск считается закон-
ченным, если найдена конформация, обладающая значительно более 
низкой энергий по сравнению со всеми остальными возмож ными 
конформациями. Для того, чтобы воспроизвести природный меха-
низм формирования структуры белковой молекулы, исследователи 
пытаются выделить в последовательности структурные элементы, 
которые сворачиваются первыми и остаются неизменными в ходе 
дальнейшего сворачивания. Процедура de novo моделирования 
явля ется чрезвычайно сложной и требует огромных компьютерных 
ресур сов, поэтому данные алгоритмы чаще используются совместно 
с гомологическим моделированием для оптимизации полученных 
моде лей, например, для моделирования структуры петель.
 Моделирование структуры антител имеет свои особенности. 
После довательность каркасных участков настолько консервативна, 
что задача большей частью сводится к моделированию шести CDR-
петель [169]. Однако для построения модели комплекса антитела 
с антигеном методом докинга необходимо получить очень точную 
модель паратопа, что сильно усложняет задачу [129].
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 Для нахождения соответствия между а.о. последовательностей 
разных антител и для правильного гомологического моделирования 
CDR петель необходимо иметь систему обозначения аминокислотных 
пози ций в последовательностях вариабельных доменов антител. Также 
надо определить принципы выделения фрагментов антитела, участ-
вующих во взаимодействии с антигеном. Для этих целей предлагается 
использовать такие критерии, как профиль вариабельности ами но-
кис лот [170], топология а.о. [171–173], оптимизированная модель 
трех мерной структуры петель, взаимодействующих с антигеном 
(«AbM loops») [174], последовательности V-генов κ и λ LC, а также 
после довательности HC и доменов T-клеточных рецепторов [150, 
175], и роль а.о. во взаимодействии с антигеном [176]. 
 Таким образом, как мы видим, на данный момент не существует 
универсальной нумерации аминокислотных остатков и не опреде лены 
«универсальные границы» антигенсвязывающих участков. Авторы 
не пытаются переопределить границы CDR, а выделяют альтер на-
тив ные наборы а.о., перекрывающихся с CDR, которые могут быть 
исполь зованы исследователями для разных целей [169]. 
 Для построения трехмерных структур CDR-петель методом 
гомологического моделирования в качестве шаблонов используются 
структуры петель антител, относящихся к разным структурным 
группам («каноническим классам»), определенным в работах Хотиа 
[171–173]. Для этого из баз данных структур выбираются петли анти-
тел, относящиеся к тому же классу, что и петли моделируемого анти-
тела и совпадающие с последовательностью петель моделируемого 
антитела по максимальному количеству аминокислотных позиций. 
Петли VHCDR3 слишком вариабельны, поэтому не могут быть четко 
разделены на канонические классы, однако среди них тоже выделяют 
группы. Для моделирования CDR-петель, которые не могут быть 
отне сены к определенной структурной группе используется метод 
ab initio моделирования петель, а также метод конформационного 
поиска [174, 177]. Иногда в качестве шаблона для построения струк-
туры петли используют структуру петли той же длины, имею щую 
похожее расстояние между точками прикрепления к каркас ным 
участкам [169]. При моделировании каркасных участков вариа бель-
ного домена необходимо проверять найденные в базах данных гомо-
ло гичные структуры для использования в качестве шаблонов на 
нали чие участков с низким разрешением и заменять такие участки 
консен сусными конформациями других известных структур [178].
 Для моделирования вариабельных фрагментов антител сущест вует 
несколько специальных программ: WAM (Web Antibody Modelling) 
[179–180], PIGS (Prediction of Immunoglobulin Structure) [181] и 
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RosettaAntibody [182]. Каждая из них использует для построения 
модели антитела комбинированные методы анализа структур, 
поэтому использование этих программ более эффективно, чем авто-
ма тическое моделирование с использованием универсальных прог-
рамм для моделирования белков. Принцип метода, используемого 
в программах, специализированных для моделирования антител, 
заклю чается в создании модели на основе шаблона каркасных участ-
ков вариабельного домена путем пересадки шаблонов петель или 
моделирования структуры петель de novo. Серверы PIGS и WAM 
не проводят оптимизации с высоким разрешением для полученной 
модели и не рассматривают термодинамические параметры при моде-
лировании [182], тогда как первоначальная модель, полученная в прог-
рамме RosettaAntibody, на следующем этапе подвергается оптимиза-
ции сначала на уровне низкого, а затем – высокого разрешения.
 Программа моделирования антител RosettaAntibody представляет 
собой наиболее развитый инструмент для моделирования антител. 
Она сочетает разные принципы моделирования CDR-петель, такие, 
как использование канонических классов, гомологичных петель 
антител, имеющихся в базах данных структур, конформационный 
поиск [174, 177] и de novo моделирование петли H3 при отсутствии 
ее структуры в базе данных. Кроме того, программа RosettaAntibody 
проводит многоступенчатую оптимизацию полученной структуры и 
взаимной ориентации VL и VH доменов с учетом влияния на взаимное 
расположение каркасных участков петли H3, смоделированной de 
novo, и других петель. Для антител, имеющих высокое сходство с 
найденным шаблоном, точность предсказаний структуры с исполь зо-
ванием программы RosettaAntibody в дальнейшем позволяет исполь-
зовать полученные структуры для построения моделей комплекса 
антиген-антитело [129].
 Моделирование мутантных форм антител на основе имеющейся 
трехмерной структуры исходного антитела (in silico мутагенез) 
явля ется более простой задачей по сравнению с моделированием 
анти тела с неизвестной структурой, поскольку замены в CDR-петлях 
влияют только на локальное окружение, оставляя неизменной общую 
структуру домена [178]. 
 Несмотря на многообразие программных продуктов, разра-
бо тан ных для моделирования белков, часто оказывается так, что 
определенная in silico максимально энергетически выгодная струк-
тура белковой молекулы не всегда совпадает с ее оригинальной 
структурой [129, 178]. Это связано со сложностью корректной оценки 
всех внутримолекулярных взаимодействий, а также со сложностью 
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оценки взаимодействия молекулы с растворителем [129]. В связи с 
этим, наиболее перспективным считается подход, заключающийся 
в генерации нескольких наиболее правдоподобных моделей (десяти 
в случае RosettaAntibody) и последующей проверки правильности 
модели путем виртуальной «стыковки» модели антитела и антигена 
(метод докинга антитела и антигена). Учет конформационной под виж-
ности антитела и антигена при моделировании структуры комплекса 
позволяет компенсировать неточности моделирования конформации 
петель, взаимодействующих с антигеном.
 Белок-белковый докинг можно определить как предсказание 
структуры комплекса двух белков (например, антитела с антигеном), 
если известны их структуры. В различных программах, предназначен-
ных для докинга, используется либо приближение, согласно которому 
взаимодействующие белки представляют собой «жесткие» тела с 
фиксированной конформацией («rigid body» approximation), либо 
когда они рассматриваются как подвижные структуры [183]. К прог-
раммам, которые осуществляют «жесткий» докинг, относятся Zdock/
Rdock [183], ClusPro [184], 3D-dock [185] и RosettaDock [129, 186]. 
Эти программы не учитывают изменение конформации бел кового 
остова при взаимодействии белков, однако рассматривают дви жения 
боковых цепей аминокислот. Для осуществления докинга с уче том 
внутримолекулярной подвижности белков («гибкий докинг», fl exible 
docking) существует две модели [186]: 1) модель выбора кон фор ма-
ции, согласно которой в свободном состоянии белок представлен 
набо ром конформеров с низкой энергией, один из которых способен 
к связыванию с другим белком и 2) модель индуцированного взаимо-
действия, согласно которой взаимодействие двух белков приводит к 
изме нению структуры обоих участников взаимодействия. Кроме этого, 
сущест вуют программы, использующие гибридную модель, согласно 
которой сначала происходит выбор конформации, завершающийся 
образо ванием первичного комплекса, а затем следует индуцированное 
взаимо действие белков. К программам, осуществляющим «гибкий» 
докинг, относятся Autodock [187], Dock [188], FlexX [189], Glide [190], 
Gold [191], HADDOCK [186, 192], ICM [193], Situs [194]. Полный 
список существующих программ для докинга значительно более 
обши рен и постоянно обновляется. Из всех программ, используемых 
для докинга, наиболее распространенной на сегодняшний день можно 
считать программу Autodock [195]. Несмотря на достижения в области 
in silico предсказаний, моделированиe гибкости белковых молекул 
и тех изменений, которые происходят в молекулах при образовании 
комп лекса, остается одной из главных проблем, ограничивающих in 
silico подходы для моделирования белковых комплексов[115].
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 Для оценки и ранжирования различных конформаций, получен-
ных методом докинга, а также для сравнения аффинности различных 
мутантных вариантов антител используют оценивающие функции 
(scoring functions), задача которых заключается в том, чтобы отличить 
варианты антител, способные образовывать комплекс, от вариантов, 
которые комплекс формировать не смогут. Также такие функции 
должны предсказать наиболее вероятную структуру комплекса из 
всех структур, созданных с использованием программ [195].
 Рациональный дизайн на основе результатов моделирования. 
После анализа последовательности антитела и/или трехмерной струк-
туры комплекса антиген-антитело (либо ее модели) необходимо на 
основе полученных результатов выбрать а.о., которые следует подвер-
гать мутагенезу на практике. Существует несколько критериев рацио-
нального отбора а.о. для последующего направленного мутагенеза.
 В качестве мишеней направленного мутагенеза желательно выби-
рать а.о., входящие в состав CDR-петель, а также, возможно, неко-
то рые FR остатки, которые могут участвовать в непосредственном 
связывании антигена или могут влиять на взаимодействие анти гена 
с контактирующими остатками [13, 196]. Как правило, мута ге нез 
FR остатков, участвующих в поддержании структуры имму но гло-
булинового домена, может приводить к драматическим последствиям 
[38], а правильное предсказание эффекта изменения а.о., удаленных 
от центра связывания антигена, на аффинитет антитела маловероятно. 
При мутагенезе, сопровождающем аффинное созревание, мутации в 
FR, приводящие к увеличению аффинности за счет потери стабиль-
ности, не сохраняются [25]. Примеры увеличения аффинности 
антител, происходящие в результате мутаций в удаленных от сайта 
свя зы вания аминокислотах, описаны в литературе [92], однако пос-
ледст вия таких мутации не могут быть предсказаны in silico.
 Среди а.о. CDR желательно оставить неизменными те, которые 
могут играть структурную функцию (образовывать часть «внутрен-
него ядра» домена, солевые мостики внутри, водородные связи, и.т.п..). 
Эти а.о., как правило, являются консервативными и почти любые 
замены по этим аминокислотным остаткам приводят к снижению 
аффин ности (deleterious sequence features) [76, 143]. Считается, 
что в первую очередь в качестве кандидатов на мутагенез надо рас-
смат ривать остатки CDR, доступные растворителю и способные к 
взаимодействию с ним [25, 197]. Такие мутации практически не изме-
няют общую структуру домена, могут быть вовлечены во взаимо дей-
ст вие с антигеном и эффект увеличения аффинности за счет мута ций 
этих остатков может быть наиболее точно предсказан.
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 Выбор «горячих точек» (аминокислотных позиций, которые чаще 
всего модифицируются при соматической гипермутации) для буду-
щего мутагенеза позволяет увеличить вероятность получения антител 
с большей аффинностью при создании антител de novo, так как 
ими тирует естественный процесс созревания антител. Однако этот 
подход может быть менее эффективным для увеличения аффинности 
реком бинантных антител, полученных из моноклональных антител 
(уже прошедших через соматическую гипермутацию и обладающих 
высокой аффинностью), поскольку в процессе созревания их гиперва-
риабельные позиции уже были оптимизированы.
 Одним из способов ограничения количества вариантов генов 
антител, подвергаемых дальнейшему отбору, является уменьшение 
числа перебираемых типов аминокислот в каждой позиции. Для этого 
возможным подходом является исключение тех типов аминокислот, 
которые редко встречаются в CDR и/или редко появляются в ходе 
естественного созревания антител в B-клетках [25, 198–200]. С другой 
сто роны, введение замен, не встречающихся в природных антителах 
может позволить достичь тех значений аффинности, которые не 
были достигнуты за счет ограничений соматической гипермутации. 
Кроме того, количество вариантов а.о. в каждой позиции может 
быть ограничено набором аминокислот, представляющих основные 
физико-химические группы аминокислот [200]. Однако, часто к 
увеличению аффинности приводят не те мутации, которые карди-
нально меняют свойства аминокислоты в данной позиции, а «консер-
вативные» замены, которые лишь немного модифицируют харак тер 
взаимодействий. Еще один возможный вариант ограничения пере-
бираемых в каждой позиции аминокислот основан на том, что боль-
шинство замен между а.о. с сильно различающимися свойствами 
часто приводит к получению неактивного белка. Поэтому мутагенез 
следует ограничить заменами на близкие по свойствам а.о. (см. раздел 
«эконо мный мутагенез») [17, 201]. Однако такой подход не учитывает 
те случаи, когда неконсервативные замены приводят к увеличению 
аффин ности.
 Для увеличения количества скринируемых позиций используется 
один из следующих подходов: «последовательный», при котором сна-
чала проводят оптимизацию одного CDR, а затем переходят к другому, 
используя для каждого нового этапа «in vitro эволюции» наиболее оп-
ти мизированные на предыдущем этапе антитела и «параллель ный», 
при котором происходит независимая оптимизация разных участков 
антитела с последующим совмещением «благоприобретенных» му-
таций.
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 Мутагенез а.о. на периферии антигенсвязывающего участка в 
слу чае увеличения аффинности моноклональных антител, получен-
ных in vivo, может иметь преимущество перед изменением а.о., рас-
по ложенных в центре, поскольку основные энергетические «горя чие 
точки», расположенные в центре антигенсвязывающего участка, как 
правило, уже оптимизированы в процессе созревания, и зачастую 
их изменение может привести только к уменьшению энергии связы-
вания. Периферические а.о. более перспективны для мутагенеза [13, 
39, 121, 202], поскольку их изменение позволяет приспособить к 
связы ванию антигена те а.о., которые не были вовлечены в связывание 
анти гена и с меньшим риском может нарушить уже имеющиеся связи. 
Уве личение аффинности антител за счет периферических остатков 
может происходить путем увеличения гидрофобной поверхности 
взаимо действия с антигеном, скрытой от растворителя, сближения и 
увели чения комплементарности взаимодействующих поверхностей 
антитела и антигена, усиления электростатических взаимодействий, а 
также изменения подвижности остатков антигенсвязывающего участка 
[99, 121, 201, 203–204]. Увеличение аффинности может происходить 
как за счет увеличения подвижности молекулы антитела, благодаря 
воз можности увеличения комплементарности поверхностей эпитопа 
и паратопа, так и за счет ее снижения путем фиксации связанной кон-
фор мации антитела, оптимально связывающей антиген. 
 При дизайне антитела с увеличенной аффинностью, для его ис-
поль зования в диагностических системах имеет смысл максимально 
ограни чить подвижность молекулы, чтобы минимизировать возмож-
ность неспецифических взаимодействий полученного антитела с 
другими сходными по структуре молекулами. Использование in 
silico мутагенеза, то есть создание моделей мутантных антител 
с последующей оценкой энергии связывания антигена позволяет 
пред сказывать, какие конкретные точечные замены могут привести 
к увеличению аффинности антитела. Это – наиболее рациональный 
из всех описанных подходов, требующий использования трехмерной 
структуры высокого разрешения. Число известных кристаллических 
структур комплексов антител и антигенов невелико, однако постоянно 
растет. Развитие методов предсказания трехмерной структуры наряду 
с увеличением точности методов моделирования мутированных 
форм позволит повысить успешность применения метода in silico 
мута генеза [134, 142–143, 145, 205].
 Таким образом, после построения трехмерной структуры комп-
лекса антиген-антитело и определения тех а.о., которые вносят вклад 
в образование этого комплекса, на следующем этапе проводят направ-
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ленный мутагенез этих а.о. и получают некоторое количество вариан-
тов мутантных форм антител, которые затем подвергают отбору. 

Методы направленного мутагенеза 
Основная идея направленного мутагенеза заключается в том, что 
для увеличения аффинности, как правило, необходимо под вер гать 
мутагенезу только те а.о., которые расположены в области анти ген-
связывающего участка и могут быть вовлечены во взаимодействие с 
антигеном. Выделяют несколько подвидов направ ленного мутагенеза 
в зависимости от того, какие остатки изме няют и каким образом (рис. 
8). Направленный мутагенез в чем-то аналогичен происходящей in 
vivo соматической гипермутации, т. к. проводится мутагенез огра-
ни ченного количества а.о. – остатков, входящих в состав CDR, или 
небольшого числа остатков, отобранных с использованием in silico 
подходов [101–102, 152, 206]. В рамках направленного мутагенеза 
может проводиться замена единичных а.о. на другие, определенные 
заранее (точечный мутагенез), рандомизация в пределах выбранных 
а.о., или полный перебор всех аминокислотных позиций в пределах 
выб ранных участков. Точечный мутагенез применим для антител с 
известной трехмерной структурой, когда заранее определено, какую 
ами нокислотную замену следует осуществить, чтобы добиться нуж-
ного эффекта. 
 Точечный мутагенез. Точечный (или сайт-специфический) мута-
генез используют для замены одной аминокислоты в определенной 
позиции последовательности на другую, определенную заранее, 
аминокислоту. При этом аминокислотные замены проводят методом 
ПЦР с использованием праймеров, содержащих необходимые мута-
ции. Для перебора вариантов различных типов а.о. в одной и той же 
позиции последовательности, используют «вырожденные» по данной 
позиции праймеры, то есть набор праймеров, отличающихся только 
аминокислотой, вводимой в данной позиции за счет мутации. Такие 
праймеры имеют идентичную нуклеотидную последовательность за 
исключением рандомизированного триплета нуклеотидов, соответст-
вующего выбранной для мутагенеза аминокислоте. 
 Направленная рандомизация и мутагенез с полным перебором 
вариантов. К этой группе можно отнести некоторые методические 
подходы, которые включают в себя как случайное изменение выб-
ранных а.о. (рандомизация), так и перебор всех возможных вариантов 
аминокислотных замен в пределах выбранных а.о. (насыщающий 
мутагенез).
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Оптимизация остатков CDR. Так как одновременная оптимизация 
всех остатков CDR невозможна из-за ограничений размера тестируе-
мых библиотек, для решения этой проблемы используют три 
подхода: последовательную («CDR walking») модификацию остат-
ков CDR [106], параллельную модификацию остатков CDR и рандо-
мизацию некоторых CDR-петель. Первый подход предполагает 
последовательную оптимизацию а.о. в различных участках CDR. 
Исход ным материалом для оптимизации остатков в каждом новом 
цикле служит последовательность фрагмента антитела с увеличенной 
аффин ностью, полученная за счет оптимизации предыдущих вариан-
тов CDR. Альтернативой этому подходу является стратегия парал лель-
ной оптимизации, при которой разные фрагменты CDR подвер гают 
независимой оптимизации, а затем лучшие из отобран ных вариан тов 
комбинируют в один ген. Данная стратегия основана на экспери мен-
таль ных данных, согласно которым при комбинировании невзаимо-
действующих мутаций наблюдается аддитивный эффект [207], и 
это часто приводит к положительным результатам [105, 208–209]. 
Преиму ществом такой стратегии является быстрота получения конеч-
ного продукта. Однако также имеются данные об отсутствии эффекта 
аддитивности в случае комбинирования некоторых мутаций [106]. 
Иногда насыщающий мутагенез только одной или двух главных CDR 
петель (как правило, VL-CDR3 или VH-CDR3, а иногда VH-CDR2) 
приво дит к повышению аффинности, по-видимому, из-за того, что 
эти петли вносят основной энергетический вклад во взаимодействие 
с антигеном [210–212].
 Сканирующий мутагенез. Сканирующий мутагенез (look-through 
mutagenesis), был разработан как схема полной оптимизации всех 
шести CDR петель для улучшенного связывания антигена. В рамках 
этого подхода из 20 аминокислот, входящих в состав белков выбирают 
9 (аланин, серин, гистидин, лейцин, пролин, тирозин, аспартат, 
глута мин, лизин), представляющие основные группы аминокислот, 
выде ленные на основе физико-химических свойств их боковых 
цепей. Для каждой аминокислотной позиции, входящей в состав 
CDR создается серия мутантных форм, в которых а.о. дикого типа 
заме няется на одну из девяти выбранных аминокислот. После этого 
CDR участки, кодирующие единичные аминокислотные замены, сши-
ваются друг с другом за счет ДНК-рекомбинации с образованием scFv 
фрагментов, содержащих комбинации одноаминокислотных замен в 
различных CDR. После отбора полученных клонов на основе их спо-
соб ности связывать антиген, гены клонов с улучшенными свой ст вами 
секвенируют и определяют благоприятные мутации, которые затем 
комбинируют для выявления синергичных мутаций [200]. 
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 «Экономный» мутагенез. «Экономный» мутагенез (parsimonious 
muta genesis) – это метод, позволяющий получать варианты антител 
с увеличенной аффинностью путем одновременного и полного 
мутагенеза CDR остатков в библиотеках небольшого размера. Умень-
шение размера библиотеки достигается за счет уменьшения избыточ-
ности кодирующей последовательности (выбирается по одному 
кодону для каждого а.о.) и ограничения количества перебираемых в 
каждой позиции а.о.. Хотя теоретически для каждой аминокислотной 
позиции, выбранной для мутагенеза, существуют 19 вариантов 
замены, метод «экономного мутагенеза» ограничивается лишь 
теми вариантами, которые химически и/или стерически наиболее 
похожи на а.о. дикого типа. Этот подход также базируется на том 
принципе, что лишь небольшая доля аминокислот вносит наибо лее 
существенный вклад в связывание антигена, тогда как осталь ные 
аминокислоты, входящие в состав антигенсвязывающего участка, 
могут быть подвергнуты мутагенезу для формирования допол ни тель-
ных контактов с антигеном [17, 201].

* * *
 С помощью перечисленных выше методов (случайный мутагенез, 
методы in silico и рационального дизайна, направленный мутагенез) 
возможно создание библиотек генетических вариантов исследуемых 
антител. Дальнейший отбор высокоаффинных вариантов проводят, 
исполь зуя разнообразные методы дисплея, которые были рассмот-
рены в главе «Получение рекомбинантных антител de novo». Следует 
отметить, что в некоторых случаях получение антител с аффинностью, 
превышающей аффинность их природных аналогов, трудно осущест-
вимо. Это связано с тем, что в ходе естественного созревания антител 
в организме и их отбора уже была выбрана оптимальная комбинация 
амино кислотных остатков антитела, взаимодействующая с антигеном 
с макси мальной аффинностью. Дальнейшее увеличение аффинности 
такого антитела с использованием комбинаторных методов уже не 
приве дет к получению более высокоаффинного производного.

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Антитела являются широко используемым инструментом для науч-
ных исследований, диагностики и терапии различных заболе ваний. 
Во многих случаях использование в практической деятель ности 
рекомбинантных антител и их фрагментов имеет ряд преиму ществ 
по сравнению с применением полноразмерных антител, полу чен-
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ных гибридомным методом. Благодаря использованию генно-инже-
нерных подходов, позволяющих изменять аминокислотную последо-
вательность антител, можно улучшать такие характеристики антител, 
как специфичность, аффинность, стабильность, фармакокинетичес-
кие параметры, эффекторные функции, способность антител про-
никать в различные ткани, и иммуногенность. Модифицируя выше-
пе ре чис ленные свойства антител можно создавать новое поко ле ние 
перспективных антител с улучшенными свойствами для реше ния 
научно-исследовательских задач и практической медицины. Даль ней-
шие перспективы увеличения аффинности антител связаны, прежде 
всего, с получением антител к тем антигенам, которые потенциально 
могут представлять терапевтический интерес, а также созданием 
ультра вы со коаффинных антител, чей аффинитет может достигать 
10–12 М и 10–15 М [92, 96, 106, 121, 210, 213]. В будущем, создание 
анти тел с такой высокой аффинностью позволит расширить сферу при-
ме нения антител в научных исследованиях, диагностике и в качестве 
высокоспецифичных и высокоэффективных терапевтических агентов.
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